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RESUMO

A instabilidade de microssatélites tem se mostrado importante na patogénese molecular
do carcinoma de endométrio. Apesar do pdlipo endometrial ter sido implicado com a
neoplasia de endométrio, ainda nao estd claro se a instabilidade de microssatélites
desempenha algum papel na génese do pélipo endometrial uterino. O objetivo deste estudo foi
estimar a prevaléncia da instabilidade de microssatélites no polipo endometrial e avaliar se
existem parametros clinicos e histopatolégicos que possam estar associados a este tipo de
instabilidade. Entre setembro/2008 a abril/2009, pdlipos endometriais de 109 pacientes foram
coletados. A instabilidade de microssatélites foi pesquisada utilizando-se os marcadores
recomendados pelo National Cancer Institute (NCI), a saber BAT25, BAT26, D2S123,
D5S346 e o D17S250. Foi realizada andlise histopatoldgica e as informagdes clinicas foram
obtidas dos prontudrios das pacientes. Foram detectadas instabilidade de microssatélites em 7
das 109 amostras validas (6.4%). Destas, 6 foram positivas para instabilidade com o marcador
D17S250 e uma com o D5S346. Todas as amostras apresentaram baixa instabilidade. Nao
houve diferenca na instabilidade de microssatélites com relac@o as seguintes varidveis: idade,
indice de massa corpdrea, menarca, paridade, abortamento, menopausa e uso de terapia de
reposicdo hormonal. A instabilidade de microssatélites ocorreu mais freqiientemente em
polipos hiperplasicos (3/20;15%) do que em polipos endometriais comuns (4/86;4.6%) e para
pacientes com multiplos pélipos houve um aumento marginal, porém estatisticamente nao
significante na freqiiéncia de instabilidade de microssatélites (p>0. 07). Este € o primeiro
estudo de instabilidade de microssatélites em pdlipo endometrial uterino com uma amostra de
109 pacientes, com material obtido através de histeroscopia. A instabilidade genética foi
infreqiiente no pdlipo endometrial uterino. Apesar desta alteracdo ter sido mais freqiiente em

polipos hiperpldsicos sem atipia e em multiplos poélipos, isto ndo se demonstrou
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estatisticamente significante. Investigagdes adicionais e seguimento de longo prazo serdo
necessarios para avaliar os resultados oncoldgicos destas pacientes.
Palavras Chaves: Instabilidade de microssatélites, pélipo endometrial uterino, neoplasia de

endométrio.
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SUMMARY
Rios, SR. Microssatellite instability in endometrial polyps [Tese]. Brasilia: “Faculdade de
Medicina, Universidade de Brasilia”; 2010.

The Microsatellite instability (MSI) has been shown to be important in the
molecular pathogenesis of endometrial carcinoma. However, although endometrial polyps
have been associated with endometrial carcinoma, it is still unclear whether MSI may play a
role in endometrial polyp. The objective of this study was to estimate the prevalence of MSI
in endometrial polyp and to evaluate whether there are clinical and histopathological
parameters that are associated with this kind of instability. Between September/2008 and
April/2009, endometrial polyps were collected from 109 patients. MSI was evaluated using
the National Cancer Institute-recommended markers BAT25-BAT26-D2S123-D5S346 and
D17S250. Histopathological analysis was performed, and clinical information was obtained
from patients’ records. MSI low was detected in 7/109 validated samples (6.4%). Of these, six
were positive for instability at D17S250, while one at D5S346. There were no significant
differences between endometrial polyps with and without MSI with regard to age, Body Mass
Index, menarche, parity, miscarriage or menopause. However, MSI was more frequent in
simple hyperplastic polyps without atypia (3/20; 15%) than in benign polyps (4/86; 4.6%)
and, for patients with multiple polyps, had a marginal but statistically insignificant increase in
the frequency of MSI (p<0.07). This is the first prospective study of MSI in endometrial
polyp in a population of 109 patients with samples obtained by hysteroscopy. MSI was
infrequent in endometrial polyps. Although MSI appears to be more frequent in multiple
and/or simple hyperplastic polyps without atypia it was not statistically significant. Further
investigations and long term follow up are required to evaluate the oncologic outcomes of
such patients.

KEY WORDS Microsatellite instability, endometrial polyp, endometrial neoplasia



1. INTRODUCAO

O cancer de endométrio € o tumor maligno mais comum do trato genital
feminino encontrado em paises industrializados ' A sua incidéncia nos Estados Unidos
situa-se em 15-20/100.000 mulheres por ano 2, com estimativas de que tenham ocorrido
42.160 novos casos com 7.780 mortes em 2009 >. No Brasil, sdo esperados anualmente
5.685 casos novos de adenocarcinoma de endométrio, com taxa de 7,6 casos por
100.000 mulheres, variando de 2,0/100.000 na Regidao Norte a 9,9/100.000 na Regido
Sudeste’. A idade média para o desenvolvimento do carcinoma de endométrio ¢ de 61

anos, sendo que 90% dos casos ocorre apds 0s 50 anos >,

Na etiologia do carcinoma de endométrio, hd uma clara interacdo de
fatores ambientais, genéticos e hormonais conforme observado por Creasman et al.,
2001°. Os fatores de risco hormonais estdo relacionados com o estimulo estrogénico
continuo, exdgeno ou enddgeno sem contraposicdo da progesterona. Os receptores
hormonais estrogénicos alfa (ER a) e beta (ER ) e os receptores da progesterona (PR o
e PR B) pertencem a super-familia dos receptores nucleares esterides/tiredide e estao
implicados com a patogénese desta neoplasia®. E também conhecido que um
desequilibrio entre a expressdo destes receptores esterdides € crucial para o
desenvolvimento dos tumores endometriais. Adicionalmente, os tumores produtores de
estrogénio, tais como aqueles da teca granulosa, a sindrome dos ovérios policisticos e o
uso do tamoxifeno, elevam os niveis de estradiol e estdo associados com baixos niveis
de progesterona, e isto se constitui em um mecanismo facilitador para o
desenvolvimento deste tipo de neoplasia. Outras situacdes em que ha exposicdo mais
longa da paciente a um ambiente hormonal estrogénico por apresentar um nimero maior

de ciclos menstruais, tais como menarca precoce, menopausa tardia, nuliparidade e



menor nimero de gestacdes, também apresentam um incremento no risco '. A terapia
de reposicao hormonal com estrogénio sem contraposi¢do da progesterona aumenta em
4 a 8 vezes a possibilidade de desenvolvimento desta doenca °. Existe uma clara
correlagdo entre a obesidade e a neoplasia endomettrial, pois verifica-se que até 70%
das pacientes com céncer de endométrio sdo obesas °. A associacdo entre a obesidade e
o cancer de endométrio € hipotetizada devido ao ambiente mitogénico fornecido pela
elevacdo do estrégeno, que ocorre pela aromatizacdo de androgénio em estrogénio no

tecido adiposo, levando a um aumento dos horménios livres na circulacio .

Um percentual dos carcinomas endometriais tem sido atribuido a fatores
hereditdrios ' '%. Pacientes com familiares com historia de cincer intestinal precisam
ser investigadas quanto ao risco de serem portadoras da sindrome de Lynch, a qual
aumenta a possibilidade de apresentar neoplasia de endométrio em idade precoce. O
risco de desenvolver cancer de endométrio durante a vida é de 32 a 60% em portadoras
da sindrome de Lynch quando comparadas a 1% da populacdo em geral > A
sindrome de Lynch ou Cancer Colorretal Hereditario Nao Poliposo (HNPCC) € uma
sindrome autossoOmica dominante hereditdria caracterizada pelo inicio precoce de
carcinoma colorretal, que normalmente estd associado a tumores extracolonicos, tais
como o adenocarcinoma de endométrio, neoplasia de ovdrio, estdmago, intestino
delgado, pélvis renal e ureter B, Alguns investigadores postulam que, em pacientes com
HNPCC, o carcinoma de endométrio ocorre na mesma freqiiéncia que o carcinoma
intestinal e talvez até o preceda '°. Devido a alta incidéncia de neoplasia endometrial em
pacientes portadoras da sindrome de Lynch, estudos concluiram que estas pacientes
deveriam ser submetidas a histerectomia profilatica com o objetivo de se reduzir o risco
de desenvolvimento neoplédsico '’. Geralmente, pacientes com HNPCC tem mutacdes

das enzimas de reparo MLH1, MSH2 e MSH6 8 J4 no carcinoma de endométrio, € a



inativacdo de apenas duas destas proteinas, MSH2 e MSH6, que parece estar

diretamente envolvida no desenvolvimento da tumorigénese '°.

De acordo com Vogelstein et al., 199020, os tumores malignos colorretais
se desenvolvem por meio de uma série de lesdes precursoras com atipias celulares e
anormalidades arquiteturais, entre elas as displasias, as hiperplasias atipicas e o
carcinoma in situ *°. Ha evidéncias que ddo suporte a premissa de que o modelo de
Vogelstein pode ser aplicado ao carcinoma de endométrio, baseando-se nos seguintes

principios:

1. Algumas das alteracdes genéticas que sdo encontradas no carcinoma
endometridide também estdo presentes nas hiperplasias atipicas das
lesdes imediatamente precursoras;

2. H4& um aumento do numero das alteracdes genéticas que sao
encontradas no carcinoma bem diferenciado quando comparadas com
as hiperplasias atipicas;

3. O ndmero de alteracdes genéticas tende a aumentar de acordo com as
alteracoes histologicas de alto grau;

4. E, finalmente, um grande niimero de aberragdes cromossomicas sao
encontradas no carcinoma de endométrio quando comparadas as

hiperplasias atipicas *'.

As alteragdes moleculares responsdveis pelo desenvolvimento da
neoplasia de endométrio ocorrem de duas diferentes formas: por meio da instabilidade
cromossdmica e através da instabilidade de microssatélites *'. A instabilidade
cromossOmica € descrita como uma alteracdo genética maior, com perdas e ganhos de

22
bracos do cromossomo ou de todo o cromossomo ““. Isto envolve pequenos passos,



culminando com a aberrac@o que ocorre nas lesdes pré-malignas, chegando até as lesdes
invasivas. A instabilidade de microssatélites € uma das mais freqiientes e precoces
alteracdes que ocorrem no carcinoma de endométrio. Ela é caracterizada por mutacdes
em seqiiéncias repetitivas do genoma que nao sao suficientemente reparadas, devido a
inativacao de determinadas proteinas intranucleares que formam o sistema de reparos do

DNA, levando ao acimulo de mudancas estruturais de muitos genes *°.

Sao conhecidos 2 tipos principais de carcinoma endometrial de acordo
com Bokhman., 1983 ** : O tipo I e o tipo II, que se desenvolvem de forma distinta e
mostram diferenciagdo clinica e histopatoldgica. O tipo I, corresponde a 70-80% das
neoplasias, costuma ser do tipo histolégico endometriéde, estd associado ao
hiperestrogenismo e costuma se desenvolver por meio da hiperplasia atipica de
endométrio. Esta doenca apresenta freqiiente expressdo dos receptores de estrogeno e
progesterona e ocorre em idade pré e peri-menopausa. As caracteristicas moleculares
desta neoplasia sdo compardveis aos tumores colorretais com um acimulo e progressao
das alteracdes genéticas, tais como: alteracdes da PTEN, K-Ras, muta¢des da B-catenina
e a instabilidade de microssatélites. As alteracdes genéticas costumam ocorrer de forma
freqiiente e precoce, sendo que a instabilidade de microssatélites é encontrada em taxas
que variam de 20-40%. Este tipo de patologia costuma estar associada a um bom
prognéstico 2" 2. O tipo II ocorre em 20-30% das pacientes *°, normalmente apresenta
padrdo histolégico compativel com o carcinoma seroso e de células claras, ocorrendo
preferencialmente em endométrio atréfico. Nao costuma apresentar lesdes pré-malignas
previamente e ocorre mais tardiamente do que o tipo I (entre e 5—10 anos). 7 Este tipo
de neoplasia ndo se associa a disfuncdes hormonais. Alteracdes da P53 ocorrem

precocemente em quase todo este tipo de patologia, levando a uma massiva



instabilidade cromossémica com rdpida progressdo tumoral **. A instabilidade de

microssatélites, no entanto, estd presente em apenas 0.5% neste tipo de neoplasia *'.

O carcinoma endometrial quando reconhecido e tratado no inicio
apresenta uma substancial melhora do prognéstico. Estimativas mostram que a taxa de
sobrevida acima de 5 anos pode chegar a 84% quando estas lesdes sdo diagnosticadas
precocemente . J4 estd bem estabelecido o potencial de malignizacdo de algumas
lesdes endometriais tais como as hiperplasias tipicas e atipicas do endométrio, bem
como do poélipo endometrial uterino. O seguimento de pacientes com hiperplasia
endometrial em classico trabalho de Kurman et al., 198530, mostrou um potencial de
malignizacdo de 1,6% para as pacientes com hiperplasia simples sem atipias, 3% para as
pacientes com hiperplasia complexa sem atipias, 8% para as pacientes com hiperplasia
atipica simples e 29% para as pacientes com hiperplasia complexa com atipias, durante
um longo periodo de seguimento que variou de 1 a 26.7 anos com uma média 13,4 anos
% Com relagdo ao pSlipo endometrial, em 1953, Scott j dizia que esta lesdo permanece
um enigma, porque a sua freqiiéncia, o seu potencial de sangramento, bem como o risco
de transformagdo maligna sdo sempre motivo de preocupacio ~'. Hoje, cinco décadas
apo6s esta declaragdo, esta entidade nosoldgica ainda permanece pouco compreendida.
Estudos mostram que o pdlipo endometrial € uma lesdo freqiiente, representa um
marcador de risco para o adenocarcinoma endometrial e reflete uma tendéncia deste

. - . . 26
tecido para desenvolver lesdes proliferativas .

Estas lesdes polipdides tem sido
associadas com até 1/3 das neoplasias de endométrio em estagio inicial 32 Em estudos
histopatoldgicos, foram verificados focos de adenocarcinoma em poélipos endometriais,
bem como focos de lesdes polipdides em espécimes de adenocarcinoma endometrial 33

32 A ~ ( ~ . N
. Apesar da alta prevaléncia destas lesdes, até o momento ndo existe diagndstico que

facilite ou oriente que tipo de pdlipo tem um maior potencial para malignizacio,



restando apenas o diagndstico histopatoldgico que, quando apresenta alteragdo, ja € na
fase de atipia celular, o que leva muitas vezes a indicac¢do de histerectomia em nuliparas
em idade precoce. A deteccdo e resseccao dos polipos endometriais, especialmente em
pacientes de risco, aumenta a possibilidade do diagnéstico precoce destas lesdes com

potencial de malignizagao.

Diante de indmeras observacdes, nota-se que descobertas no campo da
biologia molecular tem corroborado com o estudo da etiopatogenia, do diagndstico e
progndstico das lesdes endometriais. Entretanto, apesar da caracterizagdo da
instabilidade gend6mica em indmeras patologias malignas e pré-malignas do endométrio,
os polipos endometriais ainda ndo foram devidamente estudados quanto a instabilidade
dos microssatélites. O uso destes métodos moleculares poderd ser uma ferramenta
adicional no diagnéstico precoce dos poélipos endometriais com potencial de
malignizacdo, ajudando assim no melhor seguimento destas pacientes. Desse modo,
neste estudo, foram avaliados, pela andlise histopatoldgica e o estudo da instabilidade de
microssatélites, 109 pdlipos endometriais ressecados por via endoscépica, com a

finalidade de contribuir com novos conhecimentos neste campo de investigacao.



2. OBJETIVOS

1. Investigar a presencga da instabilidade de microssatélites em polipos endometriais
uterinos e correlaciond-la aos respectivos tipos de diferenciagdo histoldgica. A
possivel obtencdo de marcadores moleculares poderd auxiliar na clinica

progndstica e diagndstica destes polipos.

2. Avaliagdo de parametros clinicos que possam estar relacionados com esta

instabilidade de microssatélites



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1 Pélipo endometrial

Os podlipos endometriais sdo formacdes exofiticas nas quais estdo
presentes o endométrio com seus componentes glandular, estromal e vasos sanguineos
3 Estas lesdes sdo consideradas proliferacdes focais que formam massas circunscritas
com protrusdo para a cavidade uterina. Sao recobertos por Unica camada de células
sujeitas a influéncia hormonal. A prevaléncia destes pélipos encontra-se em torno de

24% da populacdo feminina em geral *°

. Acometem preferencialmente multiparas com
aumento da incidéncia dos 40 aos 49 anos *. O tumor pode ser séssil ou pedunculado e
apresenta dimensdes varidveis, podendo variar de milimétricos a tamanhos
descomunais, sendo os mais comuns entre 2 e 4 centimetros *°. Os p6lipos endometriais
maiores e pedunculados podem se projetar no canal endocervical e apresentar-se como
uma grande massa visivel ao exame fisico *°. A cor geralmente é acinzentada,
ocasionalmente vermelho ou marrom. Eles podem ser solitdrios ou multiplos. E
chamada de hiperplasia polipdide a presenca de multiplos e pequenos poélipos na

cavidade endometrial *’. A sua localizacdo mais freqiiente é na regido findica, seguida

o .26
da regido cornual uterina ~.

A maioria dos pdlipos costuma ser assintomadtica, porém, quando

apresenta alteracdo, o sintoma principal € o sangramento uterino anormal de intensidade

38, 39

varidvel, bem como sangramento na pds-menopausa Ocasionalmente, alguns

polipos maiores pedunculados preenchem toda a cavidade endometrial, podendo levar a

37, 40

esterilidade pela obstru¢do dos dstios tubdrios Eles também tem sido implicados

como causa de esterilidade, por impedir fisicamente a implantagcdo do blastocisto ou por



alterar o desenvolvimento da fase secretora do endométrio, tornando-o menos receptivo
a implantacdo embriondria *'. A obstrucdo e dilatagdo do canal cervical pelos p6lipos
endometriais pode levar 2 dismenorréia e predispor 2 endometrite **. O diagndstico
diferencial do pdlipo endometrial pode ser feito com as hiperplasias endometriais, com

o adenocarcinoma polipdide, com os adenomiomas e também com os adenossarcomas

26

Os polipos endometriais podem ser diagnosticados pela ultra-sonografia,
que costuma visualizar lesdo hiperecdica uniforme e bem-definida. Podem também se
apresentar sob a forma de espessamento endometrial inespecifico e heterogéneo,
contendo ou ndio 4reas cisticas **. Outros métodos, tais como a histerossonografia,
histerossalpingografia e a curetagem uterina, também podem diagnostici-los.
Entretanto, a histeroscopia € a técnica mais utilizada atualmente para o diagndstico
desta lesdo, visto que a mesma oferece a possibilidade de visualizacdo direta da
cavidade uterina, sem a necessidade de preparo prévio, podendo ainda ser realizada sem
analgesia. Além do mais, esta técnica permite definir o tamanho, a localizacdo, a
quantidade e o aspecto destas lesdes. Uma das maiores vantagens da video-histeroscopia
€ a possibilidade de se biopsiar diretamente as dreas suspeitas, porque, quando ocorre o
surgimento deste tipo de lesdo em endométrio atréfico, somente este método pode
esclarecer se a alteragdo encontra-se verdadeiramente em um p6lipo ou no endométrio
adjacente, se € multifocal e se envolve a base do pdlipo. A histeroscopia apresenta
ainda, sensibilidade e especificidade maiores que 95%, e € considerada padrio ouro para
o diagnéstico do polipo endometrial uterino™. Apesar de todas estas vantagens, vale

ressaltar que este método ainda pode apresentar falhas. Uma das maiores causas de

falhas atribuidas a histeroscopia é o diagndstico equivocado de lesdes endometriais,
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porque lesdes que sdo reconhecidas como poélipos a histeroscopia, em até 13% das

mesmas, nao sio confirmadas histologicamente 4

O tratamento atual do poélipo endometrial € feito preferencialmente com a
resseccao via histeroscopia. Entretanto, existe controvérsia com relagdo a indicacao
cirirgica para retirada dos mesmos. A falta de dados a respeito do potencial de
malignizacdo dos pdlipos, juntamente com os potenciais riscos, bem como os custos da
video-histeroscopia, nao permitem concluir se hd beneficio custo-efetivo na retirada
cirdrgica de todo pdlipo endometrial diagnosticado **. Especialistas advogam que
polipos com baixo risco para malignizacdo, tais como aqueles de pacientes que nao
apresentam sangramento uterino anormal, de mulheres que ndo estio em uso de
tamoxifeno e aqueles polipos que ndo apresentam caracteristicas suspeitas a
histeroscopia, deveriam ter uma conduta expectante 3% Em concordancia a estes autores,
pesquisas mostram que o curso natural de pdlipos menores que 10 mm € a regressao
espontanea, e postulam que seria prudente a observacao de pequenos pélipos por alguns
meses ao invés de se submeter a paciente a procedimento cirdrgico *°. A maioria dos
autores, entretanto, acredita que os pélipos devem sim, ser retirados. O principal motivo
para indica¢do da resseccdo cirdirgica € para afastar malignidade, porque somente a
cirurgia com o estudo histopatolégico da lesdo pode afirmar que se trata realmente de
uma lesdo benigna. O segundo motivo para indicacdo da exérese destas lesdes € para o
tratamento dos sintomas, especialmente o sangramento irregular e a dismenorréia, que

= ~ . . . 38,47
sdo alteracdes comuns associadas a este tipo de patologia ™ ™'.
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3.1.1 Diagnéstico histologico e classificacao dos polipos endometriais

Do Ponto de vista histolégico de acordo com Mazur et al., 199542, oS

polipos apresentam caracteristicas que facilitam o seu diagndstico tais como:

1. O tecido apresenta-se como grande fragmento e tem forma
polipdide;

2. Estas lesdes tendem a ser marcadas tridimensionalmente pela
superficie epitelial;

3. Apresentam estroma denso, por vezes fibrosos com grandes artérias,
e as glandulas costumam ser irregulares, tortuosas e mais dilatadas
do que o normal. As glandulas aparentemente estdo fora da fase do
ciclo menstrual ou geralmente mostram-se hiperplésicas;

4. Os p6lipos normalmente apresentam-se como fragmentos de tecidos

que se projetam separadamente do tecido endometrial **.

A classificacdo dos pdlipos endometriais do ponto de vista histologico é
dificil, por serem lesdes morfologicamente diferenciadas. Para fins de propdsitos
praticos, os poélipos sdo classificados como benignos e adenomioma polipdide atipico.
Os polipos benignos podem ainda se apresentar nas seguintes formas morfologicas:
Proliferativos/hiperplésicos, atréficos, funcionais, mistos endometrial/endocervical e
adenomiomatoso. Os polipos também podem apresentar lesdes focais como

hiperplasias, hiperplasias atipicas e carcinoma intra-epitelial **.
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De acordo com Mazur et al., 1995, os pélipos pode ser definidos da seguinte forma:
A. Pélipos Comuns:

Poélipos proliferativos/hiperplasicos. Sio os mais comuns. Eles geralmente sdo
diagnosticados somente ao exame microscopico, mostram proliferagdo irregular das
glandulas, ndcleo pseudoestratificado e atividade mitética.

Poélipos atroéficos. Sdo usualmente encontrados na pds-menopausa. Apresentam
glandulas atréficas marcadas por tecido epitelial colunar baixo e mostram atividade
mitética. As glandulas geralmente sdo dilatadas e cisticas e o estroma denso e fibrético.
Pélipos com padrao funcional. Estes pdlipos, assim como o endométrio a sua volta sdo
hormonalmente responsivos e apresentam mudangas proliferativas ou secretdrias.
Poélipos mistos endometrial-endocervical. Originam-se no alto da endocérvice e no
baixo seguimento uterino e costumam conter tecido endocervical e endometrial.

Polipo de padrao adenomiomatoso. Estes pdlipos apresentam musculo em seu

estroma. Eles geralmente t€ém padrao proliferativo/hiperplédsico ou funcional.

B. Adenomioma polipédide atipico. E um pdlipo raro caracterizado por glandulas que
sao marcadas por epitélio atipico e circundadas por fibras musculares lisas. Ocorre

geralmente na pés-menopausa ou perimenopausa em idade por volta dos 40 anos *2.

3.1.2 Patogénese do pélipo endometrial uterino

A etiologia dos polipos endometriais ndo foi ainda claramente
estabelecida. Entretanto, os fatores hormonais, bem como os fatores genéticos parecem

desempenhar um papel preponderante em sua génese mais frequente.
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A. Alteracoes hormonais
O estimulo hormonal tanto estrogénico como progestagénico sao
conhecidos moduladores da proliferacdo e diferenciacdo endometrial através dos seus

receptores 48 .

Isto justifica o fato de que a neoplasia endometrial origina-se da
exposicdo do endométrio a acdo do estrégeno. A progesterona protege as células
endometriais da hiperestimulacdo estrogénica, pois diminui o nimero de receptores para
o estrogeno, aumenta o metabolismo intracelular e inibe a conversao da androstenediona
em estrona, reduzindo a atividade mitética das células endometriais 49,50

Classicamente, estd descrito que o estimulo estrogénico, tais como
aqueles evidenciados em mulheres obesas, em pacientes que fazem uso prolongado de
hormonios em terapia de reposicdo hormonal, e em usudrias de tamoxifeno para
tratamento de neoplasia da mama, podem predispor ao desenvolvimento dos pdlipos
endometriais uterinos >> >'>>. A base hormonal para o desenvolvimento destas lesdes é
que as mesmas nunca foram descritas antes da menarca 48 Entretanto, autores acreditam
que a hipdtese da estimulacao estrogénica € paradoxal pois como justificar os polipos de
mulheres na pés-menopausa? Assim, nao estd claro se os pélipos surgidos durante o
menacme compartilham a mesma etiopatogenia daqueles p6lipos diagnosticados na pos-
menopausa .

Receptores hormonais. Os pélipos endometriais sdo conhecidos por
induzir hiperplasia focal do endométrio com o aumento das expressoes dos receptores
de estrégeno e progesterona no epitélio glandular polipdide, quando comparado ao
epitélio glandular adjacente > Foi postulado que teoricamente os pdlipos poderiam
surgir de uma super-expressao dos receptores estrogénicos localizadamente ou de uma

expressao reduzida dos receptores da progesterona. Ao contrario do que foi previsto, no

entanto, foi concluido que os polipos endometriais talvez resultem de uma diminui¢do
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dos receptores de estrogénio, bem como dos receptores de progesterona nas células
estromais do endométrio. Devido a diminuic@o de todos os receptores, os polipos seriam
insensiveis as mudangas hormonais ciclicas e falhariam em sofrer as alteragdes normais
do endométrio **. Paradoxalmente, pesquisadores, ao estudar os receptores hormonais
no poélipo endometrial em diferentes fases do ciclo menstrual, encontraram que 0s
polipos costumam apresentar uma diminuicdo dos receptores apenas de progesterona na
fase proliferativa, e um acréscimo dos receptores de estrégeno na fase secretora “°.
Outros estudos mostraram, que ha uma diferenciacdo entre os receptores das porcoes
estromal e glandular do pdlipo. Foi demonstrado que os receptores estrogénicos e da
progesterona eram em menor quantidade na por¢do estromal do que na porcao glandular
de polipos de pacientes na pds-menopausa e havia uma correlacdo entre este diminuto

nimero de receptores o os baixos niveis de estrégeno circulante .

Obesidade. A obesidade tem sido imputada como um fator de risco
independente para o desenvolvimento do polipo endometrial. Pesquisadores sugerem
que a histeroscopia deveria ser recomendada como um exame habitual em pacientes
com o IMC maior ou igual a 30, ou seja obesas, porque estudos mostram que a
obesidade age como um iniciador na patogénese do pélipo endometrial uterino “°.
Acredita-se que o fator causal 6bvio associado a esta condi¢do seria ocasionado por um
ambiente estrogénico 38,59 Entretanto, ao se estudar a obesidade como fator de risco
para o desenvolvimento do pdlipo endometrial uterino, apds estudos com regressao
logistica usando a idade, obesidade, e niveis de estradiol, encontrou-se que a obesidade

4 . . . ~ 5
€ um fator de risco isolado para o desenvolvimento desta lesao 8
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Terapia de reposicao hormonal. Acredita-se que a terapia de reposi¢ao
hormonal com ou sem progesterona seja um fator que talvez induza ao crescimento dos
polipos endometriais ®. Estudos encontraram pélipos endometriais associados ao uso
dos anticoncepcionais hormonais orais em 2.1 % das pacientes, mas a maior freqiiéncia
destes pélipos foi relatada entre as usudrias de terapia de reposicdo hormonal (25%) °'.
Postula-se que a terapia de reposi¢do hormonal ndo somente induza a formacdo do
polipo endometrial como também leva ao desenvolvimento de hiperplasias nestas
lesdes. Pesquisadores demonstraram que pacientes fazendo uso de terapia de reposi¢ao
hormonal apresentavam hiperplasia endometrial nos pdlipos duas vezes mais freqiiente

do que as pacientes controles que ndo faziam uso da TRH %%

Tamoxifeno e o pélipo endometrial. Tamoxifeno é um modulador
seletivo para os receptores de estrogenio (SERM) que é freqiientemente utilizado para o
tratamento do cincer de mama em pacientes com receptores estrégeno-positivo . O
polipo endometrial € a patologia mais comum descrita associada ao uso do tamoxifeno

na pods-menopausa o4,

Alguns fatores de risco tém sido implicados com o
desenvolvimento destes polipos em pacientes usudrias de tamoxifeno, tais como ser
mais idosa, apresentar historia de longa duracdo da neoplasia da mama, ter aumento do
IMC e a apresentar endométrio mais espesso 6, Algumas destas mulheres tendem a
desenvolver pélipo endometrial recorrente, principalmente se fizeram uso de TRH
previamente 3! Outra caracteristica importante dos pélipos de pacientes usudrias de

tamoxifeno € que estas lesdes tendem a ser multiplas e maiores do que naquelas

. ~ . s 66
pacientes que ndo fazem uso deste tipo de medicagdo .
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B. Alteracoes genéticas e o polipo endometrial

Com relagdo as alteracdes genéticas, foram demonstradas alteragdes
envolvendo principalmente o cromossomo 6p21, sugerindo que as aberracdes
cromossOmicas teriam um papel na sua génese mais freqiiente. Estas alteracoes
provavelmente envolvem genes que estdo relacionados com o processo proliferativo ¢
% Foram encontradas também 3 anormalidades citogenéticas maiores que estdo

associadas a esta patologia, a saber: rearranjo na regiao 6p21-22, rearranjo da regiao

12q13-15 e rearranjo na regido 7q22 destes cromossomos™.

A apoptose desempenha um importante papel no pdlipo endometrial
uterino, apresentando alteracdo dependente da fase do ciclo. As proteinas de
proliferacao Ki-67 e de apoptose, Bcl-2 e P-53 mutante foram detectadas mais
freqiientemente durante a fase proliferativa do ciclo menstrual do que durante a fase
lutefnica nos pélipos endometriais uterinos '°. Elevados niveis de Bcl-2, um inibidor de
apoptose, foi encontrado no poélipo endometrial, dando suporte a teoria da falta de
apoptose. Os poélipos de mulheres na pré e pds menopausa, apesar de expressarem
diferentes quantidade de receptores hormonais (E e P), ambos mantém os mecanismos
reguladores para as taxas de proliferacao celular (Ki-67), entretanto, parecem ter
perdido o controle usual para os receptores hormonais reguladores da apoptose
(expressdo da Bcl). Isto leva a crer que os polipos endometriais se desenvolvem ndo de
um aumento da proliferacio celular, mas sim de um decréscimo da morte celular através

da apoptose 2671,

Os pdlipos também costumam expressar Cox-2 (cicloxigenase-2), MMP-
2 e MMP-9 (Matriz metaloproteinase 2 e 9). Estas enzimas habitualmente sdo

influenciadas pelos niveis de estrégeno e estdo envolvidas com o processo de
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proliferacdo celular e angiogénese "> " **. Sabe-se, entretanto, que ndo apenas estas
alteracdes ocorrem no polipo endometrial, como também podem ocorrer alteragdes da
PTEN (Proteina homdloga da tensina e da fosfatase) A PTEN € um gene supressor de
tumor, que resulta na proteina citoplasmatica de mesmo nome, e possui a capacidade de
modular a apoptose e o ciclo celular, bem como de inibir a migragao celular. A mutagdo
do gene de supressdo tumoral PTEN é a mais freqiiente alteracdo associada ao
adenocarcinoma de endométrio. Estudos mostram que a perda da fungao da PTEN por
mutacdo é um evento precoce na tumorigénese endometrial que talvez ocorra em
resposta aos fatores de risco hormonais "*. Em p6lipos com hiperplasia complexa, foi
encontrada perda da PTEN, sugerindo que a perda de expressao da PTEN pode orientar
lesdes que precisam ser melhor controladas 2. Em pacientes usudrias de tamoxifeno a
transformac¢ao maligna dos pdlipos, deve-se na maioria das vezes a mutacdo do cédon
12 do K-ras. K-ras € um gene que codifica proteina de sinalizacdo intracelular com
conseqiiente proliferacdo celular exacerbada. Estas mutacdes neste grupo de pacientes

tém sido muito elevadas, chegando a 64% s,

3.1.3 Potencial de malignizacao dos polipos endometriais uterinos.

A literatura descreve fatores clinicos que s@o classicamente associados ao
aumento do risco para o desenvolvimento da neoplasia de endométrio relacionada ao
polipo endometrial uterino. Sdo eles: a idade avancada, o status pds-menopausal, a
hipertensdo e a obesidade '°. Em estudo conduzido em Sdo Paulo, mulheres com idade
acima de 60 anos portadoras de polipo endometrial, apresentaram uma maior incidéncia
de malignidade e de lesdes pré-malignas, quando comparadas aos controles de idade

mais jovem '’. Outra pesquisa encontrou 13% de malignidade em uma série de pélipos
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endometriais e foi concluido que estes achados eram significativamente associados com
idade maior que 65 anos *°. O status menopausal também tem sido considerado um fator
importante de risco para malignizacio do pélipo, independente da idade °. A
associacdo da hipertensdo arterial aos polipos tem sido amplamente estudada e &
considerada entidade nosolégica que aumenta o potencial de malignizacdo destas
lesdes’®. Em estudo conduzido na Itdlia sobre hipertensdo e o risco de malignizacdo dos
polipos endometriais ficou constatada que a hipertensdo era a caracteristica mais

significativa de risco para malignizacdo dos pélipos endometriais.** ’° .

As alteracdes enddcrinas e genéticas poderiam facilitar a transformacao
neoplésica e ser um passo dentre outros multiplos estdgios necessarios para facilitar a
oncogénese endometrial %. Estrogenio e progesterona agem reciprocamente no tecido
endometrial responsivo para incrementar o risco de neoplasia. A progesterona tem a
habilidade de se opor biologicamente aos efeitos do estrogénio através dos seus
receptores. Mulheres expostas ao estrogénio sem os efeitos opostos da progesterona
mostram uma resposta dose dura¢do dependente, com um aumento de 2 a 10 vezes para

o risco do desenvolvimento de neoplasia endometrial ' %.

Observacdes sugerem que os polipos endometriais, assim como as
hiperplasias atipicas endometriais, sdo monoclonais, portanto, neoplasicas, em contraste
com o endométrio normal, que € policlonal " A diversidade morfoldgica dos polipos
endometriais mostra que 0s mesmos costumam seguir uma seqiiéncia evolutiva,
progredindo de pélipos atréficos a hiperpldsicos, chegando finalmente a pdlipos
carcinomatosos. Entretanto, opinides diferem se o pélipo endometrial € um marcador
intrinseco para concorrente ou subseqiiente malignizacao 33 Estudos sugerem que estas
lesdes talvez representem um estdgio intermedidrio entre as hiperplasias e a

Lo . 180
malignizagdo endometrial *.



19

Os pdlipos podem ser um fator de risco para o carcinoma de endométrio,
devido a sua associagdo com as lesdes hiperpldsicas e neopldsicas. Esta associacdo das
hiperplasias e dos carcinomas ligados aos pdlipos endometriais no entanto, diverge
amplamente nas diversas séries publicadas. O risco de transformacdo maligna estd
ligado diretamente 2 idade da paciente. Quanto maior a idade, maior é o risco *°. Para as
hiperplasias associadas aos pdlipos, os estudos mostram uma freqii€ncia média de 3,6%
a28,8% 3,81 14 para o carcinoma, foi encontrada uma incidéncia média de 0,8 a 13%,
podendo chegar a 32%, em estudos feitos com pacientes acima de 65 anos.
Adicionalmente, em uteros com o diagndstico de carcinoma endometrial, foram
detectados pélipos associados a esta neoplasia em até 32 % dos casos > > *. J4 estd
bem estabelecido que o carcinoma endometrial do tipo seroso € apto para crescer e se
desenvolver no pdlipo endometrial, pois pesquisadores encontraram que 88% destas

lesdes carcinomatosas cresceram dentro de pélipos endometriais > .

O diagnéstico histopatologico e a confirmacdo do surgimento de uma
neoplasia associada ao polipo endometrial necessitam preencher alguns critérios.
Primeiro, faz-se necessario que o pdlipo seja retirado por completo e ndo somente partes
ou fragmentos. A indicacdo de toda a retirada se faz necessaria, porque somente pode
ser considerada como neoplasia originada em um pdlipo aquela que esteja efetivamente
localizada nesta lesdo. Além deste critério, a base do pdlipo, bem como o endométrio

. . . 34
adjacente, devem ser considerados benignos .



20

3.2 Instabilidade de microssatélites

Estudos recentes t€m mostrado o papel da andlise gendmica em vdrias
neoplasias, principalmente endometrial e intestinal, e sua correlagdo com o diagndstico
e prognéstico destas lesdes. Dentre estes estudos, destacam-se a instabilidade de
microssatélites (IMS), que tem sido correlacionada com o cancer endometrial uterino,
genético e esporddico e tem também grande importincia progndstica nestas lesoes *® 7.
Os microssatélites sao definidos como curtas seqii€ncias de 1-6 bases, repetidas em
“tandem”, ou série que freqlientemente mostram polimorfismo multialélico e tém sido

extensivamente usados como marcadores genéticos 8,

A IMS foi primeiramente
associada 2 sindrome de Lynch em 1993 * . A natureza polimérfica dos
microssatélites € devido as altas taxas de mutacdes causadas por erro da DNA
polimerase e isso pode originar variantes aumentando ou diminuindo o nimero de
repeticoes internas, isto é, podendo causar instabilidade. Este tipo de alteracdo depende
de numerosos parametros incluindo o nimero de repeticdes, conteido da seqiiéncia,
localizagdo cromossdmica e capacidade do reparo de pareamento das células °'. Existem
varios mecanismos que envolvem os genes de reparos, tais como erros de pareamento,
erros de excisdo do tipo nuclear e erros por excisdo das bases °>. S3o chamadas de
mononucleotideos se a mesma base se repete, como por exemplo repeticdes de
poliadeninas; dinucleotideos sdo as repeticdes de duas bases por exemplo citosina-
adenina 9C-A e assim sucessivamente até o agrupamento de 6 bases > Embora os
microssatélites sejam normalmente encontrados nas regides ndo codificadoras do DNA,
eles também podem ser associados a mudancas estruturais em areas codificadoras de

94, 23

muitos genes . Habitualmente, hd uma significativa variacdo individual no nimero

de repeticdoes contidas nos microssatélites. Entretanto, essa quantidade mantém-se



21

estavel em todas as células e s@o transmitidas de uma geracdo para outra. Assim, elas
sd0 unicas para cada individuo, e idénticas nas células de diferentes tecidos de uma

mesma pessoa, sejam elas germinativas ou somdticas *-.

A funcdo dos microssatéllites no genoma nao estd clara. Embora o DNA
repetitivo ja tenha sido conhecido como “junk DNA”, acredita-se atualmente que ele
desenvolva funcdes especialmente associadas com a regulacao da expressao génica. Sao
conhecidas seqiiéncias de microssatélites e minissatélites (longas seqii€éncias repetidas
em “tandem” entre 20 e 50 vezes, contendo unidade de até 100 pares de bases) que
podem afetar a regulacdo génica através de transcricdo ou alterando a cromatina e a
conformagdao do DNA %.97 Por serem encontrados em todos os cromossomos, eles tém
tido ampla utilizagdo tais como: no mapeamento do genoma humano, em estudos
forenses, em populacdes genéticas, no manuseio de recursos biolégicos e para segregar

alelos em estudos sobre heranca de doencas > *°.

Ja estd bem estabelecido que a IMS ocorre devido a inativacdo de
proteinas intranucleares que compreendem o sistema de reparo do DNA (MMR). Este
sistema inclui as proteinas hMLHI1, hMLH3, hMSH2, hMSH3, hMSH6, hPMS1 e
hPMS?2, responséveis pela identificacdo e excisdo de erros durante a replicacdo’”. As
proteinas MLH1, MSH2 e MSH6 sao as mais freqiientemente alteradas, por

S = 100
promoverem metilagdo e mutagdo 99 100

A metilacdo do DNA consiste em uma
modificacdo covalente da atividade de uma familia de enzimas chamadas DNA metil-
transferase (DNMT) que catalisa a transferéncia do grupo metil da S-adenosilmetionina
(SAM) para um residuo de citosina que antecede uma guanina—dinucleotideolm. A

hipermetilacdo do gene de reparo hMLHI1, ocorre em estdgios iniciais da progressao

) ) . i . (e 102
tumoral e o seu silenciamento resulta em instabilidade de microssatélites
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Quando hd um defeito no sistema que zela pelo mecanismo de replicagao
do DNA, (como resultado do deslizamento da DNA polimerase durante a sintese),
ocorre instabilidade de microssatélites. Este € um fendOmeno comum e, em células
normais, pode ser corrigido 103, Todavia, em células com alteracdes, isto €, como
resultado de mutagdes ou hipermetilacdes de um ou mais genes do sistema de reparo
MMR, estas expansdes e delecdes nao sio reparadas. Estes defeitos sdo manifestos por
bandas extras e aberrantes dentro de multiplos marcadores de microssatélites. Tal
fenomeno € particularmente evidente em certas neoplasias, tais como nos tumores
colorretais, provenientes de muta¢des herdadas dos genes do reparo, causados por erros
da DNA polimerase (slippage) da ordem de 5-10 por locus DNA '* '®_ Esta alteracio
também ocorre freqiientemente em neoplasias endometriais, como resultado da

106, Portanto, a IMS é

inativacdo da MLHI1 através da promocao da hipermetilacio
considerada um marcador de defeitos dos genes MMR, que sdo sinalizadores

moleculares para alteracdes nos genes de reparo do DNA.

A instabilidade gendmica apresenta duas vias aparentemente distintas na
origem de tumores. A primeira via e mais comum ¢ caracterizada pela inativacdo em
sequéncia de genes de supressdo tumoral. Os tumores gerados através desta via
usualmente costumam apresentar instabilidade cromossdmica com freqiientes
anormalidades citogenéticas e perdas de alelos'”. As mutacdes em oncogenes
normalmente sdo eventos isolados e dominantes, enquanto a inativacdo de genes de
supressdo tumoral costumeiramente dependem da perda funcional de ambas as cOpias
dos genes relevantes. A primeira das duas perdas ocorre mais frequentemente por
mutacdo. A segunda perda € um evento cromossOmico, geralmente uma delecdo. A
segunda via € caracteristica de tumores em pacientes com cancer colorretal hereditario

~ : . 1
ndo poliposo ou sindrome de Lynch'®.
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Os critérios para defini¢cdo e o diagndstico da IMS foram determinados
em uma conferéncia internacional sobre instabilidade de microssatélites e patrocinada
pelo National Cancer Institute (NCI) em 1998. Dentre vadrias conclusdes ficou
estabelecido que: a forma de instabilidade gendmica associada aos erros de reparo do
DNA deveria ser chamada de instabilidade de microssatélites. Um painel de 5
marcadores microssatélites foi validado e recomendado para ser usado em futuras

pesquisas da drea.

Tabela 1- Marcadores recomendados pelo NCI e respectivos cromossomos

Marcador Cromossomo
BAT 25 1p13.1

BAT 26 2p

D2S123 2pl6

D5S346 5q21/22
D17S250 17q11-q12

A IMS poderd ser obtida de tumores obtidos “in natura” e também
através de espécimes dissecadas e fixadas para estudo histopatolégico.” Estas
alteracdes podem ser detectadas pela reacdo em cadeia de polimerase (PCR) e

visualizadas por diferentes técnicas '*.

Apesar do pélipo endometrial ser muito freqiiente e estar associado ao
carcinoma de endométrio, ainda ndo estd claro se a instabilidade de microssatélites
desempenha um papel na génese desta doenca, devido ao baixo nimero de estudos
publicados, todos com pequena quantidade de amostras. Até o momento, ainda nao
existe nenhum estudo molecular prospectivo com amostras de lesdes polipdides obtidas

através da histeroscopia para estudo da IMS. Apesar da instabilidade de microssatélites
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estar associada a processos pré-malignos e malignos de lesdes endometriais os polipos

nao foram ainda devidamente avaliados quanto a esta instabilidade.
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4.METODOS

4.1 Selecao das pacientes

Ap6s a aprovagdo do estudo pelo comité de ética em pesquisa médica da
Universidade Catdlica de Brasilia registrado sob o nimero CEP/UCB56/2008, as
amostras foram coletadas de pacientes que deram o consentimento informado, aceitando
participar do estudo. Foi realizada a anélise prospectiva de polipos endometriais obtidos
de 119 pacientes do Hospital Universitdrio de Brasilia e do Instituto Verhum que foram
admitidas entre setembro de 2008 a abril de 2009, e que receberam o diagndstico de
polipo endometrial através de ultrassonografia transvaginal e, subseqilientemente, foram
submetidas a ressecc¢do histeroscopica. Os fatores avaliados incluiram caracteristicas
clinicas das pacientes, bem como possiveis fatores de risco para malignizacdo dos
polipos tais como: idade, indice de massa corpérea (IMC), menarca, paridade,
abortamentos € menopausa (mulheres eram consideradas como em pds-menopausa se
reportassem auséncia de menstruacdo por pelo menos 12 meses consecutivos ou se
tivessem o diagndstico de menopausa cirdrgica). Foram, ainda, invrestigados o uso de
terapia de reposicao hormonal (TRH) e o nimero de pdlipos. Foram considerados como
multiplos polipos a presenca de 2 ou mais polipos na cavidade endometrial uterina.
Somente pacientes que foram submetidas a exérese cirurgica do pdlipo e obtiveram o
resultado histopatoldgico confirmando que realmente se tratava de uma lesdo polipoide
e apresentavam o endométrio adjacente com o diagnostico de endométrio normal, foram

incluidas no estudo. Os dados clinicos das pacientes foram obtidos através dos

prontudrios.
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4.2 Video-histeroscopia

Todas as pacientes envolvidas nesta andlise receberam as informacgdes
sobre este procedimento diagndstico e terapé€utico, bem como os riscos envolvidos no
mesmo. Atualmente, a video histeroscopia € considerada o padrdo ouro para o
diagnostico dos pélipos endometriais ''°. As pacientes foram previamente preparadas
para a cirurgia. A ressecc@o ocorreu sob sedacdo, na maioria das vezes, exceto quando
as condi¢des clinicas ndo permitiam. Todas foram assistidas por anestesista em centro
cirirgico, monitoradas com oximetria e tinham acesso venoso durante o procedimento.
Inicialmente, a paciente foi colocada em posic¢ao ginecoldgica, realizado o toque vaginal
e colocado o espéculo de Collins. Foi realizada dilatagdo do canal cervical até a vela 9
de Hegar. O ressectoscopio foi entdo preparado com alcas de corte ligadas ao bisturi
elétrico de corrente monopolar. O pdlipo e a mucosa adjacente endometrial foram
identificados (Figuras 1A,1B,1C,1D) e removidos utilizando-se um ressectoscopio
monopolar (Karl-Storz- Tuttlingen- Alemanha). Estudos mostram que amostras obtidas
da base do pdlipo e do endométrio adjacente sdo necessdrias para andlise acurada do
pélipo *. Um pequeno fragmento do tecido polipéide e do endométrio adjacente foram
colocados em recipientes separados com a solu¢do de RNA-later - RNA stabilization
reagent (Quiagen Inc., Valencia, CA), para andlise genética, e outra amostra separado
do pdlipo e endométrio adjacente foram fixados em formol a 10% e enviado para

andlise histopatoldgica.



27

Visualizacao de diferentes tipos de polipos endometriais pela video-histeroscopia

Figura 1. A Figura 1.B

Figura 1.C Figura 1.D

Figura 1.

1.A Pélipo pediculado, 1. B Pdlipo de paciente pés-menopausa, 1.C Pdlipo séssil e
1.D Pélipo vascularizado. As lesdoes sao visualizadas apés a passagem do
ressectoscopio monopolar oéptica de Smm a 30° (Karl-Storz- Tuttlingen-

Alemanha).
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4.3 Estudo histologico

A andlise histopatolégica foi realizada e revisada por patologistas da
divisdo de patologia do Hospital Universitario de Brasilia. Ao chegar ao Laboratério, a
peca cirdrgica foi identificada, analisada, descrita e fotografada. A peca foi entdo
clivada e, ap0s este procedimento, o material foi processado tecnicamente, incluido em
parafina e corado com hematoxilina-eosina. A lamina foi coberta com laminula de

vidro, observada ao microscépio e ao final elaborado o laudo histopatolégico.

O diagnéstico das lesdes endometriais foi descrito da seguinte forma: Os
polipos foram considerados como benignos (pdlipos endometriais, polipos com
hiperplasia simples sem atipia, pélipos com hiperplasia complexa sem atipia,) ou pré-
malignos/malignos (pdélipos com hiperplasia simples e atipia, polipos com hiperplasia

U As  definicoes

complexa com atipia e carcinoma invasor de endométrio)
histopatoldgicas foram baseadas nos seguintes critérios: foi definida como hiperplasia
simples sem atipias as lesdes em que a arquitetura endometrial se mostrava
moderadamente distorcida cheia de glandulas com dilatacdo cistica; foi definida como
hiperplasia complexa sem atipias lesdes em que o epitélio se apresentava cheio de
ramificagcdes glandulares complexas e ativa estratificacdo mitotica com células de forma
tubular; foi definida como hiperplasia atipica simples quando as alteracdes eram
similares as da hiperplasia simples sem atipias, porém com glandulas mais irregulares e
marcadas por células atipicas; foi definida como hiperplasia complexa com atipias

quando as lesdes eram caracterizadas por um aumento na complexidade glandular e

atipias citologicas; o carcinoma endometrial foi caracterizado como uma lesdo que se
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apresentava cheia de glandulas tubulares malignas variando em tamanho, invadindo o

estroma, mostrando importantes atipias e atividade mitética *°.

4.4 Analise genética
4.4.1 Extracao de DNA

O DNA do tecido normal e do pdlipo foi extraido e purificado usando-se

o kit padrao Invisorb Spin Micro DNA kit- Invitek (Berlin, Germany).

Inicialmente, incubou-se a quantidade necessaria a ser utilizada de
tampao de eluicdo D a 56°C. A amostra de tecido fresco (mdx. Smg) foi colocada em
um tubo eppendorff de 1,5 mL e macerou-se até completa lise do fragmento de tecido.
Subsegiientemente, adicionou-se 100 uL de tampdo de lise M e 10 pL de Proteinase K
a amostra, misturando em vértex por 10 segundos. Apds esse passo, incubou-se o tubo
com a reacdo por 30 min a 56°C sobre continua agitacdo (800 rpm). Feito isso, a
amostra foi centrifugada por 2 minutos na velocidade méxima e o sobrenadante foi

transferido para um novo tubo eppendorff de 1,5 mL.

Em seguida, adicionou-se 100 uL de tampao de ligacao B6 e procedeu-se
misturando a amostra por movimentos de pipetagem. Foi colocada uma coluna Spin
(Spin Filter) em um tubo eppendorff de 2 ml e pipetou-se o material lisado na
membrana da coluna. Periodicamente, o tubo foi centrifugado por 1 min a 13,000xg. Foi
adicionado 300 puL de tampdo de lavagem I a membrana da coluna Spin e centrifugou-

se novamente por 30segundos a 13,000xg. O tubo eppendorff foi descartado, passando

* Proteinase K — armazenamento (2 a 8°C), outros componentes do kit (18 a 25°C). Foi adicionada H,O a
proteinase K (a quantidade de dgua depende do niimero de extragdes), e armazenou-se a - 20°C.
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a coluna Spin para um novo tubo de 2 ml. Em seguida, adicionou-se 750 ul de tampao
de lavagem II e centrifugou-se por 30 segundos a 13,000xg. O tubo eppendorff foi
novamente descartado, e a coluna Spin foi passada para outro tubo eppendorff de 2 ml.
Centrifugou-se por 2 min a 13,000xg para eliminar completamente o etanol residual.
Assim, colocou-se a coluna Spin em um novo tubo eppendorff de 1,5 ml e adicionou-se
200 puL do tampao de elui¢do D a 56°C (previamente aquecido no banho) a membrana
da coluna Spin. Em seguida, o eppendorff foi incubado a temperatura ambiente por 1
min, sendo logo apds centrifugado a 6,000xg por 1 min. Por fim, a coluna Spin foi

descartada e a amostra extraida foi devidamente identificada e armazenada a -20°C.

Quantificacao do DNA em Gel de Agarose a 1%

Os DNAs foram quantificados em gel de agarose a 1% corado com
brometo de etideo (10mg/mL). Para preparacdo do gel, colocou-se 0,3g de agarose
(Gibco BRL ®) e 30ml de trisborato EDTA (TBE 1X) em um erlenmeyer. O gel foi
levado ao microondas (30seg), e, apds ser esfriado em dgua corrente, adicionou-se 4 uLL
de brometo de etideo (10mg/mL). Em seguida, colocou-se o gel na cama para solidificar
juntamente com os dois pentes de 14 pocos. Os DNAs foram quantificados aplicando-se
SuL de DNA de cada amostra e 4uLL de tampdo de carregamento. Foi utilizado como
padrdo de tamanhos de fragmentos o DNA ladder 1Kb plus (Invitrogen). A eletroforese

foi realizada com voltagem de 90 e miliamperagem de 50.

Para a andlise dos géis e captura das imagens, utilizou-se um
transiluminador UV, presente no aparelho Gel Logic 120 Eletrophoresis Documentation
and Analysis System (Eastman Kodak, New Haven, CT, USA). Os DNAs foram

quantificados segundo o programa Kodak digital science 1D.
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Quantificacio do DNA no Nanodrop

A fim de se verificar a concentracio de DNA, as amostras foram
avaliadas no aparelho Spectrophotometer ND — 1000 V3.5.1 — Nanodrop, utilizando-se
apenas 1 uL. de DNA de cada amostra para quantificagdo. A partir da concentragdo

observada, as amostras foram diluidas para a concentra¢do de trabalho a 10ng/pL.

4.4.2 Desenho de iniciadores

O desenho dos iniciadores foi feito com base nos critérios do NCI
(Instituto Nacional do Cancer), que os indicou como sendo os mais informativos para
deteccao de instabilidade. As seqiiéncias diretas e reversas de cada iniciador foram
retiradas do banco de gene e da base de dados genéticos. Os primers foram marcados
com fluorescéncia para andlise em eletroforese capilar (tabela 2). Em todos os primers
reversos uma sequéncia denominada ‘PIG-tailing’ constituida de 5 nucleotideos -
TCAGGG foi adicionada, a fim de evitar a adenilacdo (adi¢do de A) da regido 3°. As

seqiiéncias, bem como o tipo de marcacao estdo evidenciadas na tabela abaixo:

Tabela 2: Descricao dos cinco microssatélites recomendados, com seqiiéncia direta
e reversa, e suas respectivas marcacoes.

Iniciadores Marcacao Seqiiéncia direta Seqiiéncia reversa
BAT25 FAM 5’-TCG CCT CCA AGA 5’-TCT GCA TTT TAA
ATG TAA GT-3’ CTA TGG CTC-3’
BAT26 NED 5’-TGA CTA CTT TTG 5’-AAC CAT TCA ACA
ACT TCA GCC-3’ TTT TTA ACC C-3’
D2S123 FAM 5’-AAA CAG GAT GCC 5’-GGA CTT TCC ACC
TGC CTT TA-3’ TAT GGG AC-3’
D5S346 VIC 5’-AGC AGA TAA GAC 5’-ACT CAC TCT AGT
AGT ATT ACT AGT T-3’ GAT AAA TCG GG-3’
D178250 PET 5’-GGA AGA ATC AAA 5’-GCT GGC CAT ATA

[Mfd15CA]

TAG ACA AT-3’

TAT ATT TAA ACC-3’
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4.4.3 Reacao em cadeia de polimerase e instabilidade de microssatélites

A andlise da instabilidade de microssatélites foi realizada utilizando-se os
cinco marcadores determinados por consenso do NCI para deteccdo do cancer colo-
retal. Estes marcadores incluem os mononucleotideos BAT 25 e BAT 26, e os
dinucleotideos D2S123, D5S346 e D17S5250. A PCR foi realizada com uma solugdo de
12.5 pl contendo 1.25 pLL 10X PCR tampao (Invitrogen), 1.25 pL. de albumina sérica de
bovino (BSA; 2.5 mg/mL), 0.625 pL (50 mM) MgCl,, 1.25 uL (25 mM)
desoxirribonucleotideo trifosfato (ANTP), 0.2 puL platinum Taq polymerase (5 U/uL;
Invitrogen), 2 uLL. DNA (10 ng) e 0.5 pL de cada primer (0.4 uM). Os produtos da PCR
foram em seguida colocados no termociclador Veriti 96 Well Thermocycler (Applied
Biosystems, Foster City CA, USA) para amplificacdo. As amostras foram desnaturadas
a 95°C por 2 minutos, seguido de 20 ciclos de desnaturag¢do a 94°C por 30 segundos,
anelamento a 59°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 30 segundos com extensdo

final a 72°C por 20 minutos.

Tabela 3: Tamanho dos fragmentos esperados e observados dos 5 marcadores
obtidos apos a genotipagem.

Tamanho do

Tamanho do fragmento
Marcador fragmento esperado observado Alelos
BAT25 110-130 123-127 A
BAT26 110-120 118-122 A
D2S123 200-230 202-230 C/A
D5S346 100-130 116-134 G/C
D17S250[Mfd15CA] 140-170 154-169 C/T

Ap6s a PCR, 1 pL do produto foi misturado com 8.85 puL de Hi-Di

formamide (Applied Biosystems) e 0.15 puL de GeneScan 500 LIZ Size Standard
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(Applied Biosystems). Cada amostra de polipo e o seu correspondente tecido normal de
cada paciente foram analizados para os 5 marcadores em singleplex PCR. Inicialmente
um programa foi designado para amplificar todos os loci individualmente e sob as
mesmas condicoes. Os primers foram entdo combinados com a finalidade de
amplificacdo simultanea. O marcador D17S250 nao amplificou sob estas condigdes.
Assim, foi realizada uma reagdo em multiplex para os outros marcadores e em
singleplex para este marcado nao amplificado conjuntamente. A solucdo foi desnaturada
a 95°C por 2 minutos e esfriada no gelo antes de ser colocada no sequenciador - DNA
ABI PRISM 3130XL Genetic Sequencer (Applied Biosystems). A andlise dos
resultados obtidos foi realizada utilizando-se o programa 4.0 GeneMapper (Applied
Biosystems). Ficou estabelecido que o diagnéstico da IMS seria firmado, quando
ocorresse uma mudanca de qualquer extensdo, delecdo ou inser¢do de unidades
repetitivas de bases em um microssatélite do tecido da lesdo em comparagdo com o
tecido normal da mesma paciente *°. A fim de avaliar os resultados da IMS um painel
dos 5 marcadores foi utilizado para classificar os tumores. As lesdes foram
categorizadas como de alta instabilidade se dois ou mais dos cinco marcadores
apresentassem instabilidade. Eram considerados como de baixa instabilidade se apenas
um dos marcadores apresentasse IMS e eram considerados estdveis se ndo houvesse
diferenca entre os resultados encontrados quando comparados o pdlipo com o tecido
normal. O tecido normal do endométrio adjacente da propria paciente serviu de controle
negativo. A valida¢do do estudo com o controle adequado de DNA do tecido normal
(IMS negativo) e do tecido com alteracdes (IMS-positivo) foi realizada. Os resultados
foram todos confirmados em duplicata. Estes resultados foram posteriormente

correlacionados aos parametros clinicos e histopatoldgicos.
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4.5 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada na Loma Linda University-CA USA-
sob a supervisdo do Prof. Dr. Khaled Bahajri. Foram utilizadas freqiiéncia, média e
desvio padrio. O teste exato de Fisher ''? foi usado para analisar as varidveis
quantitativas com respeito a presenga ou auséncia de instabilidade de microssatélites.
Regressao logistica bindria multivariada foi utilizada para determinar a razao de chances
(Odds Ratio) para varidveis independentes associadas. Beta foi usada para indicar a
presenca de probabilidade de falha ou rejei¢do das hipéteses testadas, quando a hipétese
era falsa ou verdadeira'®. O nivel de significAncia foi estabelecido em p<0.05. A
andlise estatistica foi realizada utilizando-se o Statistical Package for the Social Sciense
para windows versdo 17.0 (SPSS Inc, IL, USA). Utilizaram-se ainda os programas

Excel e Word para tabelas textos e graficos.
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5. RESULTADOS

Um total de 109 pdlipos endometriais foram selecionados para o nosso
estudo. A avaliacdo da instabilidade de microssatélites ndo foi obtida em 10 amostras
devido a dificuldades técnicas relacionadas com o DNA. Foram analizados os achados
clinicos tais como a idade e o indice de massa corpdrea, bem como o nimero de pdlipos
encontrados em cada paciente. Foram ainda avaliados os achados histopatolégicos e
posteriormente foi feita a correlacio destes achados com a instabilidade de

microssatélites.
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5.1 Resultados dos achados clinicos

A idade das pacientes variou de 28 a 76 anos com uma média de 52 anos
(figura 2). O maior percentual de pacientes foi encontrado na faixa etdria dos 41 aos 50
anos (43%). De 51 a 60 anos foi a segunda faixa etaria mais prevalente com 20% das

pacientes.

Distribuicao das Pacientes por idade

3% 2%

M<31 '31a40 H41a50 B51a60 61a70 M>70

Figura 2. Pacientes e distribuicao por idade
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Indice de massa corpérea (IMC) das pacientes estudadas (Figura 3). Dentre as
participantes, 27,7% estavam com sobrepeso e 21,5% apresentavam-se obesas
perfazendo assim 49,2% ou seja; cerca da metade das pacientes deste estudo

apresentavam um incremento do peso.

IMC das pacientes estudadas

21,50%

e

m Normal
Sobrepeso
m Obeso

Figura 3. IMC das pacientes com poélipo endometrial uterino
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5.2 Resultados dos achados histologicos

A histopatologia das lesdes demonstrou que 86 (79%) das mesmas eram
de polipos endometriais comuns, 20 (18,3%) eram de pdlipos com hiperplasia simples
sem atipia, havia 1 (0.9%) p6lipo endometrial com hiperplasia complexa sem atipia, 1
(0.9%) polipo endometrial com hiperplasia simples com atipia e 1 (0.9%) carcinoma

endometrial (figura 4).

Histologia dos Pdlipos

111

A\

m Polipo endometrial
Polipo com hiperplasia simples sem atipia
m Polipo com hiperplasia complexa sem atipia
m Polipo com hiperplasia atipica simples
Carcinoma endometrial

Figura 4. Distribuicao dos poélipos endometriais estudados por tipos histologicos.
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Para andlise do nimero de pdlipos foi encontrado que 28 das pacientes
apresentaram multiplos polipos versus 81 participantes com poélipos solitarios. Ao
correlacionar o nimero de pdlipos aos achados histopatologicos foi encontrado que os
polipos endometriais multiplos se associavam mais freqlientemente a hiperplasia
simples sem atipia 10/20 (50%), quando comparados aqueles polipos endometriais

comuns sem este tipo de alteracdo 18/76 (23,6%)( Figura 5).

Numero pélipos vs Achados Histopatologicos

Pélipo Multiplo

Pdlipo Salitario

Polipo endometrial

m Polipo Solitario
B Pdlipo Multiplo

Polipo com hiperplasia
simples sem atipia
complexa sem atipia

Polipo com hiperplasia
atipica simples

Polipo com hiperplasia
Carcinoma endometrial

Figura 5. Associacdo do niumero de po6lipos com os achados histopatologicos
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O pdlipo endometrial hiperpldsico (Figura 6) foi o mais frequentemente

encontrado em associacdo a instabilidade de microssatélites

Figura 6. Estudo microscopico de poélipo endometrial hiperplasico. As
glandulas neste tipo de lesio apresentam-se irregulares (setas) com niicleo
pseudoestratificado e atividade mitdtica. (Coloracdo hematoxilina/eosina aumento
20 vezes).
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Nas figuras abaixo notam-se poélipos com diferentes tipos histolégicos onde o primeiro

(figura 7.A) apresenta hiperplasia simples sem atipia e o segundo (figura 7.B) apresenta

um polipo com carcinoma endometrial. Esta foi a tnica neoplasia encontrada no estudo.

Tratava-se de um tumor do tipo adenocarcinoma endometriéide com grau I de

diferenciacdo.

Figura 7.A Pélipo endometrial
hiperplasico. Apresenta glandulas
irregulares (setas) com nicleo
pseudoestratificado. O estroma denso
é uma das caracteristicas do poélipo.
(Coloracao hematoxilina/eosina
aumento 20 vezes)

neoplasia.Proliferacao neoplasica,
formada por estruturas sélidas e por
glandulas irregulares, ramificadas e
justapostas (seta a), revestidas por
células colunares, com nucleos em
varios niveis de estratificacio,
pleomorficos e atipicos, com
cromatina grosseira e figuras de
mitose freqiientes (seta b). (Coloracao
hematoxilina/eosina- aumento 40
vezes)
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5.3 Resultados do estudo genético

De um total de 109 pdlipos analisados, 7 apresentaram IMS, todos com baixa
instabilidade. Houve predominio do marcador D17S250 (6 casos) e 1 caso com o
marcador D5S346. Nao foi encontrada instabilidade de microssatélites associada aos
mononucleotideos BAT 25 ¢ BAT 26 (figura 8) nem associada ao dinucleotideo

D2S123 (Figura 9)

BAT26 — Amostra 12N

[BATZ6 ]
112 114 116 118 120 122 124 126 128 130
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|z 120.72| |sz 121 86 |z 122.80] |z 123,58 sz 124.53]

BAT26 — Amostra 12P
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al 120 al 121 jal 122,36 (a1 123 al 124
|5z 120 87| |5z 121 50) |z 122 57| |sz 123.90] [sz 129.47)

Figura 8. Eletroferogramas mostrando os alelos obtidos pelo marcador BAT 26 da
participante de nimero 12 (N e P). A comparacio grafica dos alelos do tecido
normal apresenta-se igual a encontrada no tecido polipéide. O maior alelo mede
122.6 em ambos os tecidos, portanto um caso de auséncia de instabilidade de

microssatélites.
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D2S123 — Amostra 10N

D25123 ]
198 200 202 204 208 208 210 2 4 216 218 20 n 224 26 228 230 232 234 238 238 240)
1200
1000
800
600
400
200
i ,,Mf
sz 210 18] sz 220 84
D2S123 — Amostra 10P
D251Z3 ]

198 200 202 204 206 208 10 22 214 216 e 220 222 224 2 228 230 232 234 236 238 240)

1000

‘ [IRAREY

al 208 al 230
=z 210.20] |5z 220 88}

Figura 9. Eletroferogramas mostrando os alelos heterozigotos obtidos pelo
marcador D2S123 da participante de nimero 10 (N e P). Nota-se que os alelos
medem respectivamente 210 e 229 respectivamente, ndo ha portanto diferencas
entre o tamanho dos alelos das amostras do tecido polipéide quando comparados
aos das amostras de tecido normal. Visualizacdo de auséncia de instabilidade de

microssatélites.
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Foram observados picos “stutters” durante a andlise. Cada pico verdadeiro
costuma estar circundado por este tipo de alteracdo. Na maioria das vezes os picos que
ndo sdo reconhecidos como alelos verdadeiros sdo chamados de alelos fantasmas ou
stutters (figura 13). Os “stutters costumam ocorrer mais frequentemente nos
dinucleotideos e sdo altamente reprodutiveis para um determinado marcador. Stutters
sao falhas que geram bandas com unidades de repeticdo a menos do que o alelo original.
Eles costumam ocorrer devido a erro de replicacdo por alteracio da enzima taq
polimerase, e aumentam de acordo com o nimero de ciclos da PCR. Eles também

e g . L1 113,114
ocorrem quando o material bioldgico estd comprometido >

D17S250 — Amostra 10N
[DI7sEED \
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Figura 10. Artefatos de amplificacdo do tipo ‘‘stutter’ (setas), obtidos pelo
marcador D17S250[Mfd15CA], da participante de nimero 10 (N e P). Nota-se que
os alelos verdadeiros apresentam um tamanho de 157 (maiores) e 159 (menores)
respectivamente no tecido normal e no tecido polipdide respectivamente. Os picos

menores circundantes sao reconhecidos como falsos alelos ou alelos fantasmas.
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Dos 7 casos que apresentaram instabilidade de microssatélites 6 foram com o marcador

D17S250 (Figuras 11-15)
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Figura 11. Eletroferogramas mostrando instabilidade de microssatélites da
participante de nimero 84. O pdlipo endometrial deste caso mostra alteracao da
altura e posicao dos picos. Ha diferenciacdo do tamanho dos picos dos alelos do

tecido normal quando comparados ao tamanho dos alelos do tecido polipdide (157

X 149)
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participante de nimero 47. Ha alteracao do tamanho e distribuicio dos picos ou
seja; padrao caracteristico de instabilidade de microssatélites. Além disso os alelos
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Figura 13. Eletroferogramas da participante de nimero 69 mostrando

i

< W8 414F0

uma

diferenciacao no padrao de tamanho e distribuicao dos graficos do tecido polip6ide

quando comparados ao tecido normal. Visualiza-se também uma alteracao no

tamanho dos maiores picos na analise do marcador D17S250.
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Figura 14. Participante de nimero 112. Hi uma diferenciacio no padrao do
tamanho e distribuiciao dos picos quando comparados o tecido normal e o tecido
polipdéide. Ha também uma pequena diferenca entre os tamanhos dos alelos, que
nao pode ser atribuida a alteracées técnicas visto que para os marcadores
dinucleotideos como é o caso, todo desvio no tamanho dos alelos é reconhecido

como instabilidade de microssatélites''’
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Fig. 15. Eletroferograma do marcador D17S250 da participante de nimero 42. A

I'l \ _;'I I"\\" I.jl.

amostra do polipo endometrial (P) deste caso IMS positivo mostra desvio do
padrao quando comparado com o tecido normal. Ha também uma diferenciacio

no tamanho dos picos menores quando comparados entre as amostras de tecido

normal e o tecido com alteracao.
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5.4 Resultados dos achados clinicos e histopatologicos e a sua associacao com a

instabilidade de microssatélites

Nao houve diferencas significativas entre o polipo endometrial e a

instabilidade de microssatélites com respeito a idade, idade da menarca, IMC médio,

paridade abortamento, menopausa ou uso de terapia de reposi¢do hormonal (p-

value=0.99). Entretanto, pacientes com miultiplos pdlipos apresentaram um marginal,

porém ndo estatisticamente significante aumento da freqiiéncia de instabilidade de

microssatélites quando comparadas com pacientes com polipos solitdrios. A correlagdao

entre os parametros clinicos e a instabilidade de microssatélites € apresentada na tabela

4 abaixo.

Tabela 4.Relacao entre os parametros clinicos e a instabilidade de microssatélites

IMS negativo

IMS positivo

Variavies (n=107) (n=7) p-value
Idade 50.06 + 0.55 53.42 +12.67 0.421
IMC (Kg/M?) 26.36 + 6.04 29.41 +11.98 0.602
Menarca 13.34+1.92 13.33 +1.97 0.99
Paridade 2.14+1.37 3 +2.61 0.184
Abortamento 1+1.3 2 +1 0.186
Menopausa(%)
Sim 39 (92.8%) 3 (7.2%) 0,54
Nao 63 (94.0%) 4 (6.0%)
Numero de pdlipos
Solitario (%) 78 (96.3%) 3 (3.7%) 0.07
Multiplo (%) 24 (85.7%) 4 (14.3%)
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A avaliacdo histopatoldgica dos 109 pdlipos € apresentada na tabela 5 a

seguir:

Tabela 5 - Relacdo entre a instabilidade de microssatélites e os achados

histopatologicos
. . IMS
Resultados histopatologicos
Sim Niao
Percent. Percent
Nuamero (%) Nuamero (%) OR (CI) p-value
Benigno
) o 0.13
Pélipos endometriais 4 4.7 82 95.3 1.0
P6lipos endometriais com
hiperplasia simples sem atipia 3 15 17 85.0 3.6 (0.74-17.66)
P6lipo endometrial com
hiperplasia complexa sem atipia 0 0.0 1 100.0
** NA
Lesoes pré-malignas ou malignas
P6lipo endometrial com
hiperplasia atipica simples ** 0 0.0 1 100.0 N/A
Carcinoma endometrial ** 0 0.0 1 100.0 NA

N/A* OR Nao pode ser gerada

** Este dado ndo foi considerado quando do célculo do P-value ou sua freqiiéncia foi muito baixa
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Nos avaliamos a instabilidade de microssatélites em 5 loci, mas somente

o D17S250 (6 amostras) e o D5S346 (1 amostra) mostraram esta alteracdo. Portanto,

todos os casos apresentaram baixa instabilidade (tabela 6).

Tabela 6 — Caracteristicas clinicas, histopatologicas e genéticas das pacientes que

apresentaram instabilidade de microssatélites.

Numero de Podlipos IMS marcadores

Numero Idade da
da Achados paciente
paciente  histopatologicos (anos) Solitario Multiplo BAT25 BAT26 D2§123 D5S346 D17S250
18 Pélipo endometrial 66 X - - - - +
Pélipo com
hiperplasia simples
42 sem atipia 65 X - - - - +
Pélipo com
hiperplasia simples
47 sem atipia 68 X - - - - +
69 Pélipo endometrial 46 X - - - - +
84 Pélipo endometrial 38 X - - - - +
Pélipo com
hiperplasia simples
105 sem atipia 41 X - - - + -
112 Pélipo endometrial 50 X - - - - +
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A regressdo logistica bindria multivariada foi usada para correlacionar as
seguintes varidveis: polipos com hiperplasia simples sem atipia e o nimero de pdlipos,
enquanto a idade foi usada para controle do modelo. Apds ajustar a idade e o ndmero de
polipos, lesdes com hiperplasia simples sem atipia mostraram maior chance de
apresentar IMS (OR: 2.59;95% CI: 0.48, 13.88). Além disso, multiplos p6lipos tinham
mais chance de apresentar IMS (OR:3.29; 95% CI: 0.61, 17.84). Estes achados nao

foram estatisticamente significantes.

Tabela 7 - Regressao logistica binaria multivariada

Variavel dependente = Instabilidade de Microssatélites (Sim/Nao)

Variaveis Beta Odds Ratio (OR) 95 % Intervalo de confianca
Constante -4.67
Idade (= 50 anos) 0.12 1.13 (0.22,5.81)

Pdlipos com

hiperplasia simples

sem atipia 0.95 2.59 (0.48, 13.88)
Muiltiplos pélipos 1.19 3.29 (0.61,17.84)
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6. DISCUSSAO

A instabilidade de microssatélites tem sido sistematicamente estudada em
muitas condi¢des caracterizadas por polipos, tais como pélipo nasal, gastrico e intestinal
HEME - Apesar de o pélipo endometrial ser uma patologia fregiiente e a instabilidade de
microssatélites ter sido encontrada em 20-34% dos carcinomas espordadicos de

endométrio % 12

, a prevaléncia de IMS no pdlipo endometrial permanece um enigma,
primariamente devido ao pequeno nimero de publicacdes a este respeito e também
porque as publicacdes existentes utilizaram amostras pouco representativas no estudo.
Adicionalmente, estes estudos utilizaram material obtido através de curetagem, a qual é

um método sabidamente falho em extrair todo o pdlipo e resulta em uma espécie que

contém um misto de pélipo com mucosa endometrial, porque retira a lesdo as cegas '

Que seja do nosso conhecimento até o presente, nao hd trabalhos
publicados que tenham tido, como objetivo principal da investiga¢do, o estudo da
associacdo da instabilidade de microssatélites com o pdlipo endometrial uterino. A
maioria dos trabalhos apresenta o pdlipo endometrial apenas como um dos componentes
do estudo. Shia et al., 2008 85 , estudando IMS em carcinoma de endométrio, encontrou
37 polipos; porém, nao fez correlagio dos mesmos com a instabilidade de
microssatélites . Faquin et al., 2000 % conduziram um estudo retrospectivo em que
investigaram a presenca de IMS em uma ampla faixa de alteragdes endometriais e

P . .o . . ~ 94
descreveram alguns polipos, mas este ndo era o objetivo da investigacao ",

Esta pesquisa foi realizada com pdlipos endometriais de 109 pacientes que
desconheciam histéria de HNPCC. A prevaléncia da IMS no pélipo endometrial foi de
6.4% (6/109), todos eles com baixa instabilidade, ou seja, apenas um marcador se

mostrou alterado.



55

O significado clinico e biolégico da baixa instabilidade tem sido
conflitante. Estudos encontraram que a baixa instabilidade de microssatélites em
tumores colorretais ndo difere daqueles tumores que nao apresentam instabilidade em
uma ampla faixa de caracteristicas clinicas, genéticas e histopatolgicas '**. Entretanto,
Kim et al., 2009123, encontraram que, apesar de a IMS-baixa no carcinoma colorretal
estar aparentemente localizada em uma zona cinzenta entre a auséncia de instabilidade e
a alta instabilidade, estes tumores dispdem de caracteristicas clinicas e patologicas
diferenciadas e, provavelmente, formam um distinto sub-grupo '*. Com relaco 2 baixa
instabilidade no carcinoma de endométrio, estudos mostram que a prevaléncia varia de

10 a 30%, mas o seu significado ndo esta claro 119,120

Nesta casuistica, 20% dos pdlipos endometriais apresentaram hiperplasia
simples de endométrio sem atipia, um achado semelhante ao de outros '**. A
instabilidade de microssatélites foi encontrada mais freqiientemente neste achado
histolégico (p6lipos com hiperplasia simples de endométrio sem atipia) (3/20 , 15%) do
que nos pélipos endometriais comuns (4/86, 4,6%). O exato comportamento de como as
lesdes pré-malignas de endométrio progridem para o carcinoma endometrial ndo foi
ainda completamente estabelecido. Até o presente, a atipia nuclear é o mais importante
fator de risco de progressdo para malignidade *°. De acordo com o modelo de
Volgelstein, tumores malignos se desenvolvem do tecido normal através de uma série
de lesdes precursoras. Este processo € acompanhado pela aquisicio de alteracdes
genéticas, particularmente oncogenes e genes de supressdo tumoral, levando ao aumento
subseqiiente da instabilidade de microssatélites % Existem evidéncias moleculares e
epidemioldgicas que sugerem que a hiperplasia endometrial é uma lesdo precursora para

125

a neoplasia de endométrio ~. Estudos tem mostrado que pacientes com muta¢do do

sistema de reparo MMR que apresentam hiperplasia tipica de endométrio e instabilidade
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de microssatélites usualmente apresentam progressao destas lesdes, para a neoplasia de
endométrio.”® Expressdo aberrante deste sistema de reparo talvez esteja presente em
diferentes graus de hiperplasia endometrial e até mesmo no endométrio normal de
algumas destas pacientes bem antes do desenvolvimento da lesdo neoplésica '*'?*. Em
concordancia com estes dados, estudos concluiram, que a IMS talvez se desenvolva
antes das alteracoes clinicas e histopatoldgicas, pré-datando, assim, o diagndstico de

94129 pesquisadores postulam que a maioria das

carcinoma endometrial por anos
alteracdes genéticas, tais como a aquisi¢do do fenétipo de IMS, parecem ocorrer muito
precocemente em uma célula mutante que € capaz de responder a modulacdo e

influéncia hormonal e, talvez, preceda a aquisicdo das alteracdes morfoldgicas do

carcinoma endometrial 2" %,

No presente estudo, a freqiiéncia de carcinoma endometrial entre os
polipos foi de apenas um caso para um total de 109 pacientes. Esta neoplasia era do tipo
adenocarcinoma endometridide e ndo apresentou instabilidade de microssatélites. Esta
paciente tinha 45 anos e usava um dispositivo intra-uterino contendo levonorgestrel com
finalidade de contracep¢do. Desperta atencdo o fato desta paciente haver desenvolvido
neoplasia de endométrio em uso deste tipo de hormonio, porque mulheres com
hiperplasia complexa de endométrio com o desejo de procriar normalmente tem
indicacdo para o uso de progestidgenos, objetivando-se tratar destas lesdes. Este
hormoénio leva a regressao das hiperplasias na maioria das pacientes e tem se mostrado

130, 131
7", Entretanto, apesar destes

eficaz no tratamento do carcinoma de endométrio
efeitos benéficos, a literatura reporta caso de paciente usudria de progesterona para
tratamento de hiperplasia atipica de endométrio e a sua progressdo posterior para

. . f 132 .
neoplasia endometrial metastatica ™. A paciente deste estudo apresentava um

adenocarcinoma bem diferenciado que poderia ser classificado como do tipo I, de
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acordo com os critérios de Bokhman®*. Este tipo de carcinoma é o mais freqiientemente
associado com a instabilidade de microssatélites '**. Estudos recentes, no entanto,
sugerem que esta associacio depende de a doenca estar em um estdgio avancado .
Assim, este achado negativo pode ser explicado primeiramente porque ndo sao todas as
pacientes com adenocarcinoma de endométrio do tipo I que apresentam instabilidade de
microssatélites e também porque a neoplasia desta paciente estava em um estigio inicial
e tratava-se de um adenocarcinoma bem diferenciado, situa¢des que nao favorecem a

presenca da IMS.

A presenca de mudltiplos pdlipos foi encontrada em 28 pacientes
(25.68%), um achado similar ao de outros estudos 3 A IMS foi mais observada em
mulheres que tinham mais de um pélipo 4/28 (14%) versus 3/81 (3.7%) do que naquelas
com polipos solitarios. Este dado mostrou-se marginalmente significante (p<0.07). A
importancia deste resultado deve-se ao fato de que a presenca de multiplos pdlipos tem

sido associada ao aumento de risco para neoplasia endometrial *° .

A idade média das pacientes foi de 52 anos, com 21% delas acima de 60
anos. De um total de 109 casos, 39% estavam na pds-menopausa e, destas, 24,4%
faziam uso de terapia de reposicao hormonal dado similar ao de Savelli e cols. ( 24.8% )
*. Foi ainda relatado um caso de carcinoma mamdrio. As neoplasias mamdrias de

carater hereditdrio apresentam alteracdes genéticas, tais como as mutagdes dos genes

BRCAI1 e BRCA2 que sdo genes de supressdo tumoral do cancer de mama 133, 134

Estudos mostram que a instabilidade de microssatélites também pode ocorrer nas
neoplasias de mama. Moinfar et al., 2008 encontraram que a IMS ou perda de

heterosigosidade ocorreram em 83% dos casos do carcinoma mais freqiiente da mama, o

1

. . 3 , . A . . . ..
carcinoma ductal invasor '*. Além disso, evidéncias indicam que a maioria das

136

neoplasias de mama mostram IMS especialmente dos dinucleotideos "~. Neste estudo, a
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paciente com diagndstico de neoplasia mamaria ndo estava fazendo uso de medicagdes
moduladoras dos receptores de estrogénio (SERM), e sua lesdo endometrial ndo

apresentou alteracdo dos microssatélites nos marcadores investigados.

O indice de massa corpérea € indubitavelmente o meio mais acessivel
para medir a adiposidade. Neste estudo, a avaliacdo do IMC mostrou que cerca da
metade das pacientes apresentavam sobrepeso ou obesidade. A distribui¢io do IMC
ocorreu da seguinte forma: 50,8% apresentavam o IMC normal, 27,7% apresentavam
sobrepeso e 21,5% eram obesas. Estudo conduzido na Europa encontrou IMC normal
em 39% das pacientes, sobrepeso em 39% e obesidade em 19%, respectivamente °.
Mulheres com sobrepeso e obesas apresentam polipo endometrial muito mais frequente
do que aquelas com o IMC normal, especialmente na pds-menopausa 7 Ao estudar
instabilidade de microssatélites e a sua relacio com o indice de massa corpérea em
pacientes portadoras de carcinoma endometrial foi observado que, a despeito da maioria
das pacientes portadoras desta neoplasia ser obesa, ndo havia relagdo entre o alto indice

138 Este estudo concluiu

de massa corpdérea e instabilidade de microssatélites
semelhantemente que ndo ha uma correlacdo da IMS com o aumento do indice de massa

corporea.

Uma das limitagcdes do presente estudo € que, por ser um estudo
transversal, ndo permite estabelecer um nexo causal. Considerando-se que o marcador
D17S250 requereu uma especifica otimizacdo da PCR, e foi quase o tnico que se
mostrou instdvel na série investigada, serd também necessério avaliar um maior ndmero
de casos com o uso de marcadores adicionais, para que se possa concluir se este fato
ndo interferiu nos resultados finais. Por outro lado, esta pesquisa apresentou o maior

nimero de casos em estudos publicados sobre este topico, com amostras obtidas através
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da histeroscopia para o estudo da IMS no pdlipo endometrial uterino o que a torna um

excelente modelo de estudo.

A deteccao precoce € crucial para que se obtenham bons resultados em
qualquer patologia, e o desenvolvimento de métodos diagndsticos € muito importante
para aumentar a chance de deteccdo precoce. Apesar de estudos terem demonstrado uma
estabelecida associagdo entre o aumento de risco de transformagao maligna em pdlipos
endometriais associados a parametros clinicos, tais como hipertensao, idade e status

menopausal > * 77

, ainda ndo existe nenhum marcador que pode ser usado para
predizer qual pélipo endometrial benigno estd sob o risco de transformagdo maligna. Os
métodos moleculares tem sido utilizados para o diagndstico de lesdes pré-malignas em
uma ampla variedade de doengas, diagnosticando assim, patologias mais precocemente
do que previamente esperado’™. Entretanto, ndo hd método clinico, histoquimico ou

bioquimico que tenha provado ser melhor do que o estudo histopatolégico para prever

que polipo endometrial estd sob o risco de transformagao maligna.

A incidéncia da neoplasia endometrial em pacientes com pélipo oscila de
acordo com a literatura entre 0,8 a 13% 33,44 Considerando-se que foi encontrada neste
estudo uma prevaléncia de 6,7% de instabilidade de microssatélites nos pdlipos
endometriais, ou seja, um percentual que, embora estatisticamente ndo tenha
significancia, estava situado entre a faixa percentual de malignizacdo dos poélipos; o
nosso questionamento é no sentido de que, apesar deste ser um achado infreqiiente no
polipo endometrial, poderia a instabilidade de microssatélites ser o elo que liga a
paciente com polipo endometrial e o risco de sofrer transformac¢do maligna no futuro?
Somente estudos longitudinais com maior nimero de pacientes € o uso de marcadores

adicionais poderdo nos responder a estes questionamentos.
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7.CONCLUSOES

Este estudo foi o primeiro publicado que apresenta a presenca de
instabilidade de microssatélites em pdlipos endometriais obtidos por histeroscopia. Era
esperado, por dados da literatura, encontrar um nimero maior de casos de IMS no
polipo endometrial uterino. Porém, a heterogeneidade entre a populag¢do estudada e o
pequeno nimero de marcadores podem ter impactado nos resultados. Em conclusio,
este estudo mostrou que a IMS foi infrequente no pélipo endometrial. Dada a falta de
significancia estatistica dos nossos achados e uma nao clara associacdo entre IMS e
multiplos poélipos e polipos hiperpldsicos, adicionais investigagdes, com um nuimero
maior de amostras, bem como o seguimento das pacientes que apresentaram
instabilidade genética neste estudo serdo necessdrias para que se possa determinar se a
IMS podera ser um marcador util para predizer qual p6lipo endometrial estd sob o risco

de sofrer transformagao maligna.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLERECIDO

A Senhora estd sendo convidada a participar como voluntiria em uma pesquisa.
Ap6s ser esclarecida sobre as informagdes a seguir, no caso de aceitar fazer parte do estudo,
assine ao final deste documento que estd em duas vias. Uma delas é sua e a outra da
pesquisadora responsavel. Em caso de recusa, a senhora ndo serd penalizada de forma
alguma. Em caso de divida, procure os pesquisadores nos telefones 3248-2774 ou 8138-
3868.

1.INFORMACOES SOBRE A PESQUISA

Titulo do Projeto: Estudo da instabilidade de microssatélites no pélipo endometrial
uterino

3. JUSTIFICATIVAS

1. Esta pesquisa se justifica pela possibilidade de auxiliar o médico no diagnéstico dos
polipos endometriais através da genética molecular.

2. Até onde vai o nosso conhecimento, até o presente, ndo foram publicados estudos em
revistas médicas mostrando o estudo genético (instabilidade de microssatélites) em
polipos endometriais, apesar de se saber da existéncia do seu risco de virar cancer,
permanecendo assim uma lacuna na identificacdo real desta questao.

4. OBJETIVOS

Esta pesquisa tem como objetivo fazer um estudo genético de risco do
desenvolvimento de cancer do seu pdlipo e depois este resultado serd comparado com o
resultado da bidpsia e com os seus dados clinicos. Estes dados poderdo ser usados para a
possivel deteccdo do risco de cancer (progndstico) e auxiliar na determinacdo genética
(diagnéstico) destes polipos.

5. PROCEDIMENTOS

Ao comparecer para consulta ginecoldgica com o resultado do exame mostrando
polipo endometrial a senhora serd encaminhada para a retirada da lesdo e interrogada se
aceita participar da pesquisa. Caso aceite a senhora responderd a um questiondrio padrio e
avisard a data, local da cirurgia € o nome do colega que fard a sua cirurgia para que eu
possa entrar em contato com o mesmo solicitando permissao para ir até o local da operagao
para recolher o material. Vale salientar que caso consinta em participar da pesquisa, o seu
aceite significa que a senhora permitird que se leve o seu pdlipo com margens para estudo
da bidpsia (histopatolégico) e a outra parte juntamente com as bordas servird para extragdo
do material genético que serd utilizado na pesquisa bdsica no laboratério de genética da
Universidade Catdlica de Brasilia.

6. DESCONFORTOS E RISCOS ESPERADOS

Nao se aplica, pois o material de estudo limita-se ao pdlipo, e a retirada de pdlipo
endometrial com as bordas pelas praticas atuais é obrigatdria, devido a necessidade de se
afastar cancer dos mesmos, portanto considerando-se que a pesquisa limita-se ao uso de
material j4 retirado ndo tem sentido falar em desconfortos e riscos.



7. BENEFICIOS ESPERADOS

Em longo prazo poderdo ser obtidos marcadores moleculares que auxiliardo na
determinacdo dos fatores de risco de cancer do pdlipo endometrial. A paciente em particular
poderd beneficiar-se de um diagndstico mais preciso de sua lesdo. Esta pesquisa €
totalmente sem custos para a senhora.

8. METODOS ALTERNATIVOS EXISTENTES

Procedimentos alternativos no ambito cirdrgico ficam a cargo do seu cirurgido
assistente e independem da andlise da bidpsia (histopatoldgica) e molecular (instabilidade
de microssatélites).

9. FORMA DE ACOMPANHAMENTO E ASSISTENCIA ASSIM COMO SEUS
RESPONSAVEIS

Nao se aplica.
10. GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS ANTES E DURANTE O CURSO DA
PESQUISA
1. Acesso a qualquer tempo as informacdes sobre procedimentos, riscos e beneficios
relacionados a pesquisa inclusive para dirimir eventuais dividas - Sim
2. Liberdade de retirar seu consentimento a qualquer momento e de deixar de
participar do estudo sem que isto traga prejuizo a continuidade da assisténcia - Sim
3. Salvaguarda da confidencialidade sigilo e privacidade - Sim

11. IDENIZACAO DE EVENTUAIS DANOS DECORRENTES DA PESQUISA
Nao se aplica.
12. OBSERVACOES IMPORTANTES

1. Os pesquisadores comprometem-se a manter o sigilo profissional requerido para
exercer a profissao de médico. O seu questiondrio e demais dados ficardao
arquivados por 5 anos e ficard resguardado de acordo com o cddigo de ética em
pesquisa previamente citado.

2. Este material ficard restrito para este estudo

3. Toda e qualquer divida que a senhora apresentar podera retirar com a pesquisadora
a qualquer momento no telefone 8138-3868 e 3248-2774

Declaro que apds ser esclarecida pela pesquisadora a respeito da pesquisa consinto
voluntariamente em participar da mesma

Brasilia ------ /------ /------

Nome

RG: Data de nascimento / /

Endereco

Cidade

Assinatura da declarante

Testemunha



TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLERECIDO

B --
RG----------- CPF----—----- --No do prontuério-------------------
abaixo assinado concordo em participar do estudo sobre a presenca da instabilidade de
microssatélite (estudo genético) nos polipos endometriais uterinos, desenvolvido pelos
pesquisadores Dra. Salete Rios, Prof. Dr. Floréncio Figueiredo E Prof. Dr* Rosangela Vieira
de Andrade, do curso de pds-graduacdo em Ciéncias Gendmicas e Biotecnologia da
Universidade Catdlica de Brasilia . Fui devidamente informada e esclarecida pelos
pesquisadores sobre este estudo. Foi-me garantido que posso retirar 0 meu consentimento a
qualquer momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou interrup¢do do meu
acompanhamento/assisténcia/tratamento. Declaro que apds ser esclarecida pela
pesquisadora a respeito da pesquisa consinto voluntariamente em participar da mesma.
Brasilia ------ /------ [------

Nome

RG: Data de nascimento / /

Endereco

Cidade

Assinatura do declarante

Representante legal

Natureza do declarante

Nome

RG Data de nascimento / / Sexo_M( ) F()

Endererco

Assinatura do declarante

Declaracao do pesquisador

Declaro para fins da realizacao da pesquisa que cumprirei todas as exigéncias acima , na
qual obtive de forma apropriada e voluntdria o consentimento livre e esclarecido da
declarante acima , qualificada para a realizacdo desta pesquisa

Assinatura da pesquisadora responsavel






