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RESUMO

BARBOSA, H. F. Estudo da apoptose no endométrio adjacente aos pdlipos e carcinomas do
endométrio na pos-menopausa. 2003. 67p . Dissertagdo de mestrado — Faculdade de Medicina
de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2003.

A apoptose é um mecanismo fundamental para a homeostase do tecido endometrial. No entanto,
seu papel no desenvolvimento das lesdes benignas e malignas do endométrio nio esté totalmente
esclarecido. O objetivo deste estudo foi avaliar a ocorréncia de apoptose nos carcinomas e nos
pélipos endometriais e em seus endométrios adjacentes. Foram incluidas 40 pacientes, 15 com
adenocarcinoma de endométrio do tipo endometridide e 25 com pdlipo endometrial. A apoptose
foi identificada na lesdo neoplasica e em seu endométrio adjacente através da coloragdo de
hematoxilina e eosina (HE) e do método TUNEL (TdT-mediated dUTP-biotin Nick End-
Labelling) e os resultados foram expressos como indice de apoptose [(nimero de células em
apoptose/ nimero total de células) X 100]. A mediana do indice de apoptose (1A) pelo método
HE foi 1,2% no carcinoma, 1,06% no endométrio adjacente ao carcinoma, 0,54% no poélipo e
0,1% no endométrio adjacente ao pélipo. Pelo método TUNEL, o IA foi 0,73% no carcinoma,
1,05% no endométrio adjacente ao carcinoma, 0,35% no pdlipo e 0,06% no endométrio adjacente
ao polipo. Os métodos HE e TUNEL apresentaram um coeficiente de correlagdo de Spearman (r)
> 0,6 em todos os grupos. Concluiu-se que o carcinoma de endométrio apresenta indice de
apoptose maior do que o pélipo endometrial, € que o endométrio adjacente ao carcinoma

apresenta indice de apoptose maior do que o endométrio adjacente ao p6lipo endometrial.

Palavras-chave: carcinoma do endométrio; p6lipo endometrial; apoptose; endométrio adjacente.



ABSTRACT

BARBOSA, H. F. Evaluation of apoptosis in adjacent endometrium at polyps and
carcinomas of the endometrium in postmenopause. 2003. 67p Master’s paper — Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2003.

Apoptosis is a fundamental mechanism for homeostasis of endometrial tissue. However, its role
in the development of benign and malign endometrial lesions is not completely understood. The
aim of the study was to evaluate the occurrence of apoptosis in endometrial carcinomas and
polyps as well as in their adjacent endometrium. Forty cases were assessed: 15 endometrial
adenocarcinomas and 25 endometrial polyps. We identified the apoptosis in neoplastic and
adjacent tissue by the Hematoxylin and Eosin (HE) staining and TUNEL (TdT-mediated dUTP-
biotin Nick End-Labelling) assay and quantified it by the apoptotic index [(apoptotic cells/ cells)
X 100]. Median of apoptotic index (Al) by the HE method was 1,2% in carcinoma, 1,06% in
adjacent endometrium at carcinoma, 0,54% in polyp and 0,1% in adjacent endometrium at polyp.
By the TUNEL method, the Al was 0,73% in carcinoma, 1,05% in adjacent endometrium at
carcinoma, 0,35% in polyp and 0,06% in adjacent endometrium at polyp. The HE and TUNEL
methods showed Spearman correlation coefficient (r) >0,6 in every groups. We conclude that
carcinoma of the endometrium showed apoptotic index greater than in endometrial polyp, and
that adjacent endometrium of carcinoma showed apoptotic index greater than in adjacent

endometrium at endometrial polyp.

Key words: carcinoma of the endometrium; endometrial polyp; apoptosis; adjacent endometrium.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Caracteristicas gerais das pacientes com cancer e pdlipo endometriais .......c..cccceeee..... 22
Tabela 2 - Distribui¢do dos casos de cancer de acordo com o estadio e grau histolégico............. 23
Tabela 3 - Mediana do indice de apoptose (IA) pelo método HE........cccccceriiiiinninniniireeenee. 24
Tabela 4 - Mediana do indice de apoptose (1A) pelo método TUNEL.........ccccooverveecmnnrrnrcennnenn. 26

Tabela 5 - Correlagdo entre o indice de apoptose obtido pelo método H-E e o indice de apoptose

obtido pelo método TUNEL........coviiiiiiiiiiieeeeccte sttt eesec s saese s aeeean 28



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1. Carateristicas morfoldgicas da célula que evolui para necrose ou
PArA APOPEOSE susssssassssssssissmsasasssssomsssissss asss is sssess5ens oHeaNa s s8sEE o aLEe AR eSS s oML S e b s ad 07

Figura 2. Apoptose nas lesdes endometriais e endométrio adjacente segundo

critérios do MEtodo HE ..ottt e 25
Figura 3. Apoptose nas lesdes endometriais e endométrio adjacente segundo
critérios dometodo TUNEL:  scsosssnsmmssssssmminssssssssimpmmsssssimssissmvismsisssasssasssssssis 27
Lamina 1. Fotomicrografias de adenocarcinoma de endométrio (A e B) e endométrio
adjacente (C e D) apresentando figuras de apoptose nas técnicas de
hematoxilina-eosina e de TUNEL, respectivamente (400X)......cccccceeeceereeseeecceenacenans 44

Lamina 2. Fotomicrografias de pdlipo endometrial (A e B) e endométrio
adjacente (C e D) apresentando figuras de apoptose nas técnicas

de hematoxilina-eosina e de TUNEL, respectivamente (400X)......cccoceeeeveeereceeeennnes 45



SUMARIO

Resumo
Abstract
Lista de tabelas

Lista de ilustragdes

1 INTRODUGAO.......coiuiuiteieeeieseaesesssesesessssssesssssssssssssssssssssssssssssesssssassssesssssssassssessssssssssassssssasncs 01
1.1 Fisiologia do endométrio na pOS-MENOPAUSA........ccevuerruiremerrreecrieriseesaeisssissassssesssesssessssessesessnns 01
1.2 Os pblipos e 0 carcinoma endometrial........ccccceecieeercirnienrcrscerciriencecneeseeseceeeceseeeaecesnees 03
1.3 Aspectos gerais da/apOplose. . cnsmmsmsniasnimnsismmmnnnssinnsssriisiisi 04
1:4 ApOPLOSE: €/CATCINOG RSSO s uusnsssvessmesssiasssssssssnsssasasssnsssessssssusss sessussesssesssisssssasssssssssssessssssusssiss 09
1.5 Apoptose no'tecido End OMIEtiTaliw issssmssssmmsmsasssssossussssrsasssssessassessorssssasasssssnssasassessassanssss 11
1.6 O endométrio adjacente nas lesGes malignas € benignas........ccceeveeereerrerreericceriscecneecsecensneeene 12
L7 PLOPOSIGRO...cciccntirisercesssinsssssssssssasssnasssnsssssssseroussssanessssassorsassonsonsansssasssssenstassssnnsassssss sossasasssssnass 12
2. OBIETIVOS i:cisvessanuissnsssansussnsesssssmsessssisssss s araeias w95 5555868505080 087 5 5L 4537 6055006 THAT0as ¥ e b aes Ao 493453 14
3 CASUISTTEA. B TATS TR cevvurnsonmonmossssisssososeosssssoesesososssssssessetss ssss s s umsssssissises 15
3.1 Modelo de estud0...osssusssssasusssusssssssessmssmasssanesssssissiasssssssondssdensssssessisn sosss avusssassnsssisssvassasnuassnsss 15
3.2 CaASUTSTICE ssussessusssssnssunssuensessavanesssssssssss ssssssssissssssussss s8s4sss a3 oEstasssssaesssss ussqEssssasasseasseo sesssassnassesssss 15
3.2.1 Critério de INCIUSAOD....ceiiiiiiiiitiit ettt eeese et seesseesaesae st st e asesaesse s s sssaansssssassesnnenssennenns 16

3.2.2 Critérios de EXCIUSAD. c..uciiuiieriiiiietiecttectiesteceatee e eteessseesseessesssesssaessssessssenseesssessssessssensessnnes 16



IR 1Y 15500 Yo Lo 1T PR 16

3.3.1 Propedéutica e tratamento das doengas do endométrio..........ccocceueuerueeenrrenreinncecnrecscceacanen 16
3.3.2 Obtengdo das amostras para analise histolOgiCa.......cc.ceeevereerrcerreeesereicrereeinirececcreeceeenaeene 18
3.3.3  Avaliagao NiSTOIOBICA cssuusmusserssnsssimsmsssssassssssasasn hssnssssnesmnssssdossoss sssiisisonasnsssnsesssssanasinssvanase 18

3.3.4 Identificag@o das células em apoptose segundo critérios morfologicos a
L[ oS0 o 6] (o 19

3.3.5 Identificagdo das células em apoptose com a utilizagdo da técnica TUNEL

(TdT-mediated dUTP-biotin Nick End-Labelling).......ccccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiannan.. 20
3.3.6 Contagem das células e definigdo do indice de apoptose. ........cccoveeverruecruenececnncncreccnncseennes 20
3.3.7 Banco de dados € analise eStatiStiCa........cccuereueireueiriuiinuiinuiiiiiceeennecenresae s s ecsessaeeesneenns 21
3.3.8 Critérios para a redagao dO teXtO......ccccvirruriuiiiiniiniiiitiiiitcse sttt sse s ess s s nessesseens 21
Y RESULTADIOS.......comssmesissos sunsonsss s sssssss s saessassss s s0omsssisssssisssssasissss i sisasss ssassssssssiossussunss 22
4.1 Caracterizacao das PaCi ENtES s ussrsssassemsssasussssssssssssasisssmssssesssssoimsssssssisesvessssss osssessssssrseasssssess 22

4.2 Apoptose nas lesdes endometriais e endométrio adjacente segundo
criteriosidonietodo HE o, commmsmmmmmmrmsrnsinrmanmemstremmnsmmnemssessssosssssstsmsamsasss 23

4.3 Apoptose nas lesdes endometriais e endométrio adjacente segundo

critérios do método! TUNELiassasssmsssssmssmsisssssamsnssssoscassssssasisssmsssrasstosssasssssspessesissony 26
4.4 Correlagdo entre o indice de apoptose pelo método HE e pelo método TUNEL...................... 28
e RTR O 29
6 CONCLUSOES.....tuiuiieitritressstessssse s sesssssssssssssssssasssssssssssssessssssssssssssssssssnssesssssssessasassssssssssans 38
T REPERENEIAS s tmsassmnvitsessorsomenssekmsmsseniessmstssionsssamssosissisteseonsesssseiossisiossssimsmss o isassssiiss 39
ANEX0 A - LAMINGS 1 € 2..ciiiiiiiiiiiiiiiiciiitiicntiinnc it sss b sbesas s s sabssasesassns sesessssane 44
Anexo B- Classificagdo da OMS para os tumores malignos do endomeétrio.........coceeceeeereereecerscenees 46

Anexo C - Estadiamento do cancer eNdOMELIial........cccccvieiiveeiiiieeeiieeesnnseessseesssseesssseessssesessasessanes 47



Anexo D - Processamento e preparo das amostras endometriais.......cccveeveeeeuveeenereneerrneeseveesnnennns 48

Anexo E - Preparo da coloragdo Hematoxilina € EoSina........c.ccceveevveeirennectenenicciicecccnccnen 49
Anexo F - Preparo do método TUNEL.......ccccccovimiiniininiiniciciencctnctesneete et 50
Anexo G - Solugdes € tampdes UtiliZados.......ceeceeeeeeeiieriirinieeieinrtcereeerccieersnnce e essnneesaneenaees 52

Anexo H — Aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa do HCFMRPUSP.........ccveremrucueenenncennes 53



INTRODUCAO




1 INTRODUCAO

1.1 Fisiologia do endométrio na pés-menopausa

O endométrio no periodo pds-menopausa € sede de alteragdes facilmente
diagnosticadas com os recursos propedéuticos disponiveis na atualidade. Com o objetivo de se
realizar um diagndstico precoce da neoplasia maligna do endométrio e até de lesdes precursoras
desta neoplasia, tem-se atualmente o acesso facilitado a cavidade uterina através da ultra-
sonografia, endoscopia e ressondncia magnética. Entretanto, além do cancer de endométrio
diagnosticado precocemente, outras tantas lesdes sdo identificadas, tais como as hiperplasias e
os polipos. Estabelecer uma relagdo de coexisténcia ou de progressdo destas alteragdes constitui
desafio importante, uma vez que € necessario definir condutas terapéuticas precisas frente a
estas alteragGes, evitando-se tratamentos mutilantes como a histerectomia em casos que
poderiam ser tratados conservadoramente.

O endométrio pode ser dividido morfologicamente em duas camadas, a camada
funcional e a camada basal. O propdsito da camada funcional é preparar o endométrio para a
implantagdo do blastocisto. E o sitio de proliferagdo, secregdo e degeneragdo. A camada basal
tem fungdo de permitir a regeneragio do endométrio apos a perda menstrual da camada funcional.

No periodo pés menopausa, pela auséncia de estimulo hormonal, a camada funcional apresenta-



se atrofica, com glandulas escassas formadas por um epitélio baixo e um estroma denso, e a
camada basal é de dificil individualizag@o a microscopia dptica.

No final do periodo reprodutivo observa-se que o endométrio apresenta variantes do
quadro normal. A disposi¢do e densidade das glandulas, seu trajeto, largura da luz, altura e
maturidade do epitélio glandular oscilam, sem que necessariamente se manifeste um transtorno
funcional. Observa-se uma mucosa endometrial de transi¢do em quase 50% de todos as amostras
de endométrio examinadas histologicamente em mulheres na peri-menopausa. Com o
esgotamento definitivo da fung@o ovariana, observa-se um endométrio em repouso funcional, que
nos proximos anos se convertera em endométrio atréfico (DALLENBACH-HELLWEG, 1985).
Segundo esta autora, esta atrofia representa o que se poderia chamar de “imagem cristalizada” do
Gltimo ciclo antes do comego da menopausa, podendo assumir formas diferentes. Quando o
ultimo ciclo é ovulatério e as menstruagdes sdo regulares, temos uma atrofia simples, com
glandulas estreitas, epitélio baixo, nicleos pequenos e ndo funcionantes, situados em um estroma
denso de células fusiformes e traves fibréticas. As artérias espiraladas estdo ausentes e a camada
funcional ndo pode ser discriminada da basal ao microscdpio Optico. Se os ultimos ciclos sido
anovulatdrios e as proliferagdes endometriais irregulares, encontraremos na menopausa a mesma
imagem desta irregularidade proliferativa, sem oposi¢do da progesterona, onde numerosas
glandulas cisticas dilatadas sdo observadas e podem ser tomadas por uma hiperplasia glandular
cistica. O endométrio assume um aspecto de atrofia cistica em um epitélio glandular totalmente
baixo, ndo funcional. Portanto, a principal diferenga morfoldgica entre a atrofia simples e cistica
€ a largura de sua luz glandular. Clinicamente, esta diferenga ndo tem importancia e ambos os
quadros devem ser considerados formas fisioldgicas de regressdao (DALLENBACH-HELLWEG,
1985). A atrofia cistica no endométrio é observada mais freqiientemente, em 70% dos casos;

16,3% sdo de endométrios hiperplasicos ativos e 7,8% de atrofia simples. As demais imagens da



mucosa que sdo observadas na menopausa, estdo condicionadas a produgdo n3o fisiolégica ou
aporte artificial de estrégenos, portanto consideradas proliferagdes patoldgicas

(DALLENBACH-HELLWEG, 1985).

1.2 Os polipos e o carcinoma endometrial

Pélipo € um termo apenas descritivo e ndo denota por si, qualquer processo patoldgico
especifico. Por convengdo, o termo designa um crescimento focal e circunscrito da mucosa
endometrial, geralmente na porgdo basal e que protrui para dentro da cavidade uterina. Podem
assumir forma séssil ou pediculada, estando ligados por uma fina faixa de tecido. A ocorréncia e
o desenvolvimento dos poélipos endometriais se da por um amadurecimento irregular da
superficie endometrial; correspondem a hiperplasias circunscritas estimuladas hormonalmente e
sdo crescimento da lamina basal.

Apesar de estruturas benignas, os polipos endometriais estdo associados ao risco de
desenvolvimento de cancer de endométrio (ARMENIA,1967; BAKOUR; KHAN; GUPTA,
2000; PASTNER, 1998; PETERSON, 1956). Segundo Peterson (1956), 2,7% dos casos de
cancer estdo associados a pdlipos antes da menopausa e, depois da menopausa, a associagio
chega a 15%. Estudos implicaram o hiperestrogenismo como o agente causal de lesdes
precursoras do cancer de endométrio (TSENG; GURPIDE, 1975; WOODRUFF; PICKAR, 1994;
ZIEL; FINKLE, 1975). Sabe-se porém, que os po6lipos endometriais podem se originar em um
endométrio inativo ou atréfico e neste ambiente desenvolver um carcinoma; estes casos
geralmente ocorrem em mulheres mais idosas e tem um comportamento bioldgico mais agressivo

(FERENCZY; BERTRAND; GELFAND, 1979; KURMAN; SCULLY, 1976; PASTNER, 1998).



A associagdo entre a presenga de pdlipos e o risco de desenvolvimento de cincer de
endométrio e o fato de que essas lesdes podem se originar de um endométrio atr6fico faz com que
o interesse no estudo da carcinogénese recaia sobre estas lesdes. S30 necessarios novos estudos
para a identificagdo de outros fatores predisponentes ou causadores de lesdes precursoras do

cancer de endométrio, além do hiperestrogenismo.

1.3 Aspectos gerais da apoptose

O termo “Apoptosis” foi criado por Kerr, Wyllie e Currie em 1972. E usado no
idioma grego para descrever a “queda” das folhas das arvores e das pétalas das flores. O
fendmeno foi descrito como uma forma de morte celular morfologicamente diferente da necrose e
presente em diversos fendmenos fisioldgicos. A apoptose € responsavel pelo controle do tamanho
de populagdes celulares no desenvolvimento embrionario e na diferenciagdo celular, na
metamorfose e nos processos atr6ficos mediados por hormdnios, como os que ocorrem com o
endométrio na pos-menopausa. Dentro deste contexto, a apoptose presta-se a eliminar células
senescentes, doentias ou alteradas geneticamente, como uma resposta defensiva inata do
organismo para a manutengdo da homeostasia tissular (GERSCHENSON; ROTELLO, 1992;
GOLDSWORTHY; CONOLLY; FRANSSON-STEEN, 1996 b).

Na apoptose ocorre uma série de alteragdes morfoldgicas seqiienciais, caracterizadas
por: compactagdo e fragmentagdo da cromatina, com formagdo de massas granulares bem
circunscritas, que margeiam a membrana nuclear; condensagdo citoplasmatica com marcada
eosinofilia; convolugdo das membranas citoplasmética e nuclear com posterior cariorrexia em
fragmentos envoltos por carioteca; emissdo de brotos celulares que se fragmentam, dando origem

aos corpos apoptoticos; fagocitose desses corpos por células vizinhas, por macréfagos ou a sua



eliminagdo no limen de estruturas tubulares (DAVES; RYAN, 1998; GERSCHENSON;
ROTELLO, 1992; GOLDSWORTHY; FRANSSON-STEEN; MARONPOT, 1996 a; WYLLIE;
KERR; CURRIE, 1980).

O processo de apoptose € distinto do processo de necrose tanto do ponto de vista
morfolégico quanto bioquimico. A necrose, também conhecida como morte acidental, é gerada
por um processo patologico, causa um processo inflamatdrio e ativagdo de enzimas lisossomais.
A apoptose, referendada como morte celular programada caracteriza-se pela auséncia de processo
inflamatério e a ativagcdo de endonucleases com quebra de DNA enddgeno caracterizando
processo fisiologico (DUKE; OJEIUS; YOUNG, 1996; UEDA; SUDHIR, 1994). Existem muitas
diferengas entre os dois tipos de morte celular e para melhor compreensio, estas diferengas estdo

resumidas na Quadro | e ilustradas na figura 1.



Quadro 1 - Diferengas morfol6gicas e bioquimicas entre apoptose e necrose

Apoptose

Necrose

Distribui¢io no tecido

Reacgio tissular

Alteragoes morfologicas

Alteragdes bioquimicas

Liberaciao de enzimas

lisossOmicas

Estrutura celular

Processo inflamatorio

Células isoladas

Fagocitose

Redug¢do do volume celular

Organelas intactas

Cromatina condensada

Citoplasma condensado

Membrana intacta

Ativagdo de endonucleases

Quebra do DNA

Niao

Fragmentos envoltos por

membrana

Ausente

Grupo de células

Exsudato celular

Edema celular

Organelas danificadas
Cromatina fragmentada
Citoplasma fragmentado
Membrana danificada
Destruig@o por bombeamento
idnico

Ativagdo de enzimas lisossomais

Sim

Ruptura celular

Presente




CELULA
NORMAL

FAGOCITO

NECROSE APOPTOSE

Figura 1. Carateristicas morfologicas da célula que evolui para necrose ou para apoptose
(UEDA; SUDHIR, 1994)

Ha trés diferentes mecanismos que podem dar inicio ao processo apoptotico. A via
intrinseca, ou mitocondrial, € iniciada dentro da célula, na membrana externa da mitocondria,
através da liberagao de citocromo ¢ ¢ Apaf-1, que irdo ativar a caspase 9 que por sua vez ativara

toda a cascata de caspases iniciadoras. A via extrinseca é iniciada com a ligagdo de ativadores de



morte celular em proteinas de superficie JAATTELA, 1999). Em um terceiro mecanismo a célula
possui uma via de auto-destruigio, parecida com as vias descritas anteriormente, mas nio utilizam
as caspases; esta via se inicia com a liberagdo do fator de indug@o da apoptose (AIF), proteina
produzida nos espago intermembranoso da mitocondria, que se liga ao DNA e inicia sua
destruig@o e morte celular (JOZA et al., 2001).

Tanto a via intrinseca como a via extrinseca convergem para uma via final comum que
¢ a ativagdo de uma familia de proteases, as caspases. Elas tém esse nome porque clivam as
proteinas em residuos de 4cido aspartico (aspartic acid — Asp). Segundo Huppertz et al. (1999), a
cascata do processo apoptdtico pode ser dividida em 3 estdgios: iniciagdo, execu¢do e morte
celular. A iniciagdo comega com a indug@o da cascata através da interagdo entre receptor (receptor
de morte celular) e indutores da apoptose. A ativagdo destes receptores forma um sinal complexo
que ativa as caspases. As caspases provocam eventos proteoliticos, como a clivagem do
citoesqueleto e a degradagdo de uma variedade de proteinas, entre elas a vimentina e a fodrina. Na
seqiiéncia, as caspases iniciadoras levam a clivagem ou modificagdo espacial da fosfatidilserina,
que promove a atragdo de macrofagos, indugdo da cascata da coagulagdo e da fusdo sincicial. As
caspases iniciadoras também ativam as caspases executoras, iniciando o segundo passo, a
execugdo, que sdo reguladas através da proteina Bcl-2. Sabe-se que, uma vez iniciado, o processo
¢ irreversivel. Logo apés, ocorre a ativag@io de proteases levando ao processo de degradagdo de
uma variedade de proteinas, resultando em danos irreversiveis para a célula, inclusive com
degradagdo de proteinas do envelope nuclear (HUPPERTZ et al., 1999). Na seqiiéncia, as caspases
ativam endonucleases e o 4cido dexoribonucléico (DNA) é fragmentado. O tempo deste processo
pode demorar de minutos a horas, dependendo do tipo de tecido e do estado funcional da célula. A
morte celular apoptética € o resultado da complexa cascata que resulta no colapso nuclear e

citoplasmatico, em que o material foi degradado na auséncia de processo inflamatério, gerando os



corpos apoptoticos. Para Amarante-Mendes e Green (1999) haveria um quarto estagio, o enterro,
no qual observa-se a organizagdo e eliminagdo de células apoptdticas sem qualquer dano
secundario ao microambiente extracelular.

Como visto, a resposta apoptdtica € uma cascata complexa, altamente organizada, de
eventos moleculares que culminam na clivagem internucleossdmica do DNA em fragmentos com
varias unidades de pares de base, resultando na desorganizagdo dos componentes estruturais da

célula.

1.4 Apoptose e carcinogénese

Na proliferagdo e diferenciagdo, a morte celular programada é um importante processo
no desenvolvimento tecidual, responsavel pela eliminagdo de células com alteragdes no DNA. No
tecido adulto o processo de apoptose € fendmeno fisioldgico e ativo, mantém a homeostase,
elimina as células mutadas, possui um papel importante na regressio de lesdes hiperplasicas
induzidas por estimulos proliferativos e seu bloqueio € critico no processo da carcinogénese
(KORSMEYER et al., 1992).

Células tumorais expressam vdrias proteinas que lhes permitem resistir ao processo de
apoptose. Bcl-2 € a proteina anti-apoptética mais estudada e foi originalmente descoberta em
linfomas nos quais o gene bcl-2 é translocado para um locus de uma imunoglobulina de cadeia
pesada, resultando em super-expressdo em células B (TSUJIMOTO et al., 1985). O potencial
oncogénico do bcl-2 foi verificado em vérios modelos transgénicos. Ao contrario de outros
oncogenes conhecidos até o momento, o bcl-2 ndo € capaz de estimular crescimento, mas
aumenta a sobrevida da célula em condi¢Ges sub-6timas por inibir a apoptose (VAUX, 1988).

Este achado identificou a inibi¢do da apoptose como um importante mecanismo de iniciagdo do



céncer e revolucionou o estudo da tumorigénese. Estima-se que niveis aumentados da proteina
Bcl-2 podem ser detectadas em aproximadamente 50% dos tipos de cancer humano, o que
enfatiza a importancia da inibigdo da apoptose como um passo fundamental na carcinogénese
humana (REED, 1997). A super-expressdo de bcl-2 ndo ¢ limitado a linfomas de células B com a
translocagdo cromossomica t(14;18), sendo um achado comum em virios tipos de céancer
humano, incluindo outras neoplasias hematoldgicas, carcinomas de mama, prostata, ovario, célon
e pulmdo.

Acredita-se que o bcl-2 contribua para o desenvolvimento neoplasico por permitir o
acimulo de mutagdes genéticas (TASKIN et al.,, 1997; YAMAUCHI et al., 1996).
Surpreendentemente este € o caso de apenas um grupo de neoplasias malignas incluindo certos
tipos de leucemia, linfoma e céancer de prdstata, enquanto a expressio de bcl-2 em
adenocarcinoma € mais freqiientemente um marcador de aumento da sobrevida e, em alguns
casos, de uma melhor resposta a terapia. Isto ocorre porque sua atuagdo € fortemente regulada
pela interagdo com outras proteinas relacionadas, que fazem parte da familia de proteinas Bcl-2,
dividida em proteinas anti-apoptéticas fortemente relacionadas a Bcel-2 (Bcl-x, Bcl-2, Mcl-1, Al,
e Boo) e proteinas pro-apoptoticas mais fracamente relacionadas (Bax, Bak, Bok, Bik, Blk, Hrk,
BNIP3, Bim, Bad, Bid e Diva). Dados experimentais sugerem que a razdo entre membros anti-
apoptoticos e pré-apoptdticos da familia Bcl-2 € melhor determinante de sensibilidade celular a
apoptose que niveis de expressdo de membros individuais. A falta da correlago esperada entre a
expressdo de Bcl-2 e pior progndstico em muitos tipos de cancer pode ser devida a baixos niveis

de expressdo de outros membros da familia.



1.5 Apoptose no tecido endometrial

No endométrio humano, a apoptose ocorre predominantemente nas fases secretéria e
menstrual, e esta relacionada a alteragdes na expressdo de bcl-2 e Bax (MORSI et al., 2000;
VASKIVUO et al., 2000). A expressdo de bcl-2 parece ser ciclo-dependente, sendo aumentada no
endométrio proliferativo, diminuida na fase secretdria e muito baixa ou ausente na fase secretoria
tardia e menstrual. No periodo pés menopausa a ocorréncia de apoptose e seu significado no
endométrio atréfico ainda ndo estda bem definido, devido aos poucos estudos disponiveis na
literatura. Mourits et al. (2002), ao estudar pacientes na pés-menopausa em uso de tamoxifeno e
comparar com pacientes sem tratamento, verificou maior ocorréncia de apoptose no endométrio
atrofico de pacientes do primeiro grupo.

O estudo da apoptose, sua regulagdo na hiperplasia endometrial e sua correlagdgo com
a progressdo para carcinoma de endométrio tém despertado interesse nos Gltimos anos. Morsi et
al. (2000) concluiu que a progressdo de hiperplasia endometrial para carcinoma de endométrio
envolve um aumento da apoptose e diminui¢do da expressdo de bcl-2. No carcinoma de
endométrio a expressdo de bcl-2 € inversamente proporcional ao grau de diferenciagdo (MORSI
et al., 2000; TASKIN et al., 1997; YAMAUCHI et al., 1996). Alguns autores encontraram que a
super-expressdo de bcl-2 € rara na hiperplasia endometrial e no carcinoma de endométrio, sendo
menos intensa que no endométrio proliferativo normal (NIEMANN et al., 1996); além disso a
expressdo de bcl-2 estd relacionada inversamente com fatores prognésticos reconhecidos
universalmente, tais como profundidade de invasdo, grau histolégico e estadiamento da
Federagdo Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO) (GEISLER et al., 1998). A
transformagdo do endométrio proliferativo em endométrio hiperplasico e posteriormente em

carcinoma de endométrio envolve uma diminui¢do de Bcl-2 e um aumento da apoptose.



1.6 O endométrio adjacente nas leses malignas e benignas

O endométrio adjacente as lesdes malignas e benignas do endométrio tem despertado
o interesse dos pesquisadores na Gltima década. O endométrio adjacente ao pélipo se mostrou
uma fonte intrigante de questionamentos quando se percebeu que, na pés menopausa, enquanto
os polipos apresentavam freqiientemente hiperplasia, o endométrio adjacente apresentava um
padrdo atrofico (MAIA Jr. et al., 1997). Este fato levou a hipotese de que esta hiperplasia ndo
estaria associada a altos niveis de estrogénio e novos estudos envolvendo o endométrio adjacente
seriam necessarios para estabelecer o mecanismo celular envolvido no desenvolvimento do
polipo. Em estudo conduzido por Peiro et al. (2001), o endométrio adjacente ao carcinoma de
endométrio se apresentou atréfico em 43% dos casos, com hiperplasia simples sem atipias em
18% dos casos € com hiperplasia complexa, com ou sem atipias, em 39% dos casos, 0 que mostra
uma grande variagdo no espectro de alteragdes histopatoldgicas. Da mesma forma que nos
polipos, novos estudos envolvendo o endométrio adjacente ao carcinoma sdo necessarios para

avaliar os mecanismos envolvidos na génese e progresséo das lesdes do endométrio.

1.7 Proposicio

Os achados de aumento da apoptose e diminuigdo da expressdo de bcl-2 nas lesdes
carcinomatosas podem parecer paradoxais quando se estuda a carcinogénese neste tecido.
Entretanto, conforme discutido anteriormente, este achado pode ser devido a altos niveis de
expressdo de outros membros (pré-apoptdticos) da familia bcl-2. Além disso, trata-se de um

tecido andrquico, em que os rigidos controles da homeostasia tissular ndo estdo presentes € o



processo de carcinogénese ja estd bem estabelecido. Por conta disso, a analise do processo de
apoptose em tecidos que ainda ndo sofreram com a perda da homeostasia tissular, pode dar
contribuigdes ao estudo da carcinogénese no endométrio.

Desta forma, propds-se o estudo da apoptose em amostras de carcinoma endometrial e
de seu endométrio adjacente e em amostras de polipo endometrial e seu endométrio adjacente,
uma vez que os fatores que levam um endométrio atréfico a se proliferar e desenvolver uma

hiperplasia, um p6lipo ou um carcinoma ainda nio sdo totalmente conhecidos.
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2 OBJETIVOS
> Avaliar a ocorréncia de apoptose no endométrio adjacente aos pdlipos e carcinomas do
endométrio.

> Avaliar a ocorréncia de apoptose nos polipos e nos carcinomas do endométrio.
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3 CASUISTICA E METODOS

3.1 Modelo de estudo

Foi realizado um estudo observacional do tipo transversal.

3.2 Casuistica

Foram incluidas 40 pacientes, sendo 25 com diagnéstico de polipo endometrial e 15
pacientes com diagnéstico de carcinoma de endométrio do tipo endometridide. Estas pacientes
foram submetidas a tratamento cirurgico, no periodo de janeiro de 1999 a novembro de 2002.

O estudo foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo Paulo (HC-

FMRPUSP), processo n° 9610/2003 (Anexo H).



3.2.1 Critérios de inclusiao

Foram incluidas no estudo: pacientes que tinham diagndstico de pélipo ou carcinoma
endometriais € que estavam na pés-menopausa, definida como um ano apds a cessagdo da
menstruagdo, segundo critério de Lima e Baracat (1995); pacientes que ndo faziam uso de terapia
de reposig¢@o hormonal ha pelo menos trés meses, a fim de se descartar sua influéncia no processo

de apoptose; e pacientes em que foi possivel obter endométrio adjacente para analise.

3.2.2 Critérios de exclusio

Foram excluidas do estudo: pacientes cujas ldminas apds o preparo ndo apresentaram

amostragem de glandulas satisfatéria para anélise do endométrio adjacente; pacientes com tumor

ndo endometridide; e pacientes com tumor indiferenciado ( grau III).

3.3 Métodos

3.3.1 Propedéutica e tratamento das doenc¢as do endométrio

Todas as pacientes, assintométicas ou com sangramento na pds-menopausa, que

tinham alteragdes endometriais a ultra-sonografia, foram submetidas a histeroscopia diagndstica.

As lesdes polipdides foram biopsiadas com pinga de histeroscopia e as lesdes suspeitas de

malignidade foram biopsiadas com pinga de histeroscopia ou com cureta de Novak



As pacientes com diagndstico de pélipo endometrial foram submetidas a histeroscopia
cirirgica, sob raquianestesia, para exérese do pdlipo e biopsia do endométrio adjacente com o
ressectoscopio.

As pacientes com diagnostico de carcinoma endometrial foram submetidas a
intervengdo cirrgica por via laparoscopica, sob anestesia geral. Esta interven¢do seguiu os
seguintes passos: obtengdo de amostras de liquido ascitico ou lavado peritonial com solugio
fisiologica para citologia; avaliagdo de toda a cavidade abdominal, com inspe¢do cuidadosa de
toda a superficie peritoneal e remogdo ou bidpsia dos implantes suspeitos, se encontrados;
realizagdo de histerectomia total e salpingooforectomia bilateral; apés a retirada da pega,
realizagdo de avaliagdo macroscopica fora do campo operatorio para determinar se havia area de
invasdo observavel; nos casos em que havia invasdo profunda do miométrio ou do canal
endocervical, realizaggo de linfadenectomia pélvica.

O estadiamento foi feito segundo critérios da Federagdo Internacional de Ginecologia
e Obstetricia (FIGO) (SHEPHERD, 1989) (Anexo C).

As histeroscopias diagndsticas e cirirgicas foram realizadas com equipamento Storz®
com sistema Optico de 5 mm de didmetro e visdo de 30 °. Para as histeroscopias diagnésticas
utilizou-se 0 CO, como meio de distensdo da cavidade uterina. Para as histeroscopias cirtrgicas
utilizou-se, como meio de distensdo e irrigagdo intra uterina, o manitol a 3%, cujo controle de
pressdo e fluxo intra uterino fora realizado pela bomba de infusdo Endomat ®; o sistema 6ptico
de 5 mm foi acoplado em um elemento de trabalho acoplado a al¢a diatérmica para ressec¢io
(ressectoscopio) que perfaz um didmetro total de 10 mm. As laparoscopias foram realizadas com
equipamento Storz® com sistema Optico de 10mm de didmetro e visdo de 90°, utilizando o CO,

como meio de distensdo da cavidade abdominal.



3.3.2 Obten¢ao das amostras para analise histolégica

As amostras de polipo endometrial e de seu endométrio adjacente foram obtidas
através de histeroscopia cirlirgica, utilizando-se o ressectoscopio. As amostras de carcinoma de
endométrio e de seu endométrio adjacente foram obtidas imediatamente apos a retirada da pega
cirurgica durante a laparoscopia. O material foi enviado ao Departamento de Patologia da

Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, onde foi incluido em parafina (Anexo D).

3.3.3 Avaliacgio histologica

A partir dos blocos de parafina correspondentes aos fragmentos mais representativos
de cada lesdo foram feitos cortes histoldgicos de 4um (micrétomo Spencer, modelo 820, série n°
17.797) que foram colocados em ldminas de vidro (Anexo F). Realizou-se a coloragdo
Hematoxilina e Eosina (HE) (Anexo E) para confirmagdo diagnéstica. Os casos de carcinoma de
endométrio foram classificados segundo critérios histolégicos da OMS (ODICINO, 2001) e o
grau histolégico determinado segundo critérios da FIGO (ZAINO et al.,, 1995). Os critérios
utilizados para diagnéstico de pélipo endometrial foram a presenga de um crescimento focal e
circunscrito da mucosa endometrial contendo vasos sanguineos de parede espessa e estroma
fibroso (HENDRICKSON, 1980). A identificagdo da apoptose foi realizada pela coloragio HE
nos 40 casos incluidos. Utilizou-se também a coloragdo pelo método TUNEL (TdT-mediated
dUTP-biotin Nick End-Labelling) (Anexo F) em 13 casos de céncer e 15 casos de pdlipo.

Verificou-se entdio a ocorréncia de apoptose no pélipo endometrial € no endométrio adjacente, e
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no carcinoma de endométrio e no endométrio adjacente. Todos os casos foram avaliados por dois

pesquisadores.

3.3.4 Identificagdo das células em apoptose segundo critérios morfolégicos a2 microscopia

optica

A identificagdo das células em apoptose foi realizada em laminas coradas pela
hematoxilina-eosina. Esta metodologia esta em consondncia com as de outros autores que tém se
apoiado na coloragdo HE para a identificagdo de células em apoptose. Os critérios morfolégicos
adotados para a identificagdo e quantificagdo da apoptose foram (MOURITS et al.,, 2002;
STAUNTON & GAFFNEY, 1995; WYLLIE et al., 1980):

e corpusculo arredondado simples com citoplasma condensado, fortemente eosinofilico, com
um agrupamento simples de material fortemente basofilico representando a condensagéo da
cromatina;

e fragmentagio da cromatina com citoplasma ao redor formando os corpos apoptéticos intra-
celulares;

e 0s corpos apoptéticos espalhados no limen glandular ndo foram contados porque eles
podem persistir no limen por tempo indefinido; também nzo foram contados em éreas
necrdticas ou na presenga de reagio inflamatdria ao redor;

e as células em apoptose foram cuidadosamente diferenciadas de linfocitos picnoticos,

fragmentos de leucécitos polimorfonucleares e células em mitose.
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3.3.5 Identifica¢do das células em apoptose com a utilizagio da técnica TUNEL (TdT-

mediated dUTP-biotin Nick End-Labelling)

O “DeadEnd™ Colorimetric TUNEL System”, da Promega, marca os terminais
fragmentados do DNA de células apoptdticas usando um ensaio TUNEL modificado. Um
nucleotideo biotinilado (biotina) é incorporado ao terminal 3’-OH do DNA usando a enzima
Terminal deoxinucleotideo Transferase (TdT). A estreptavidina é entdo ligada ao nucleotideo
biotinilado, formando o complexo estreptavidina-biotina. Este complexo é revelado por um
cromogeno estavel, a diaminobenzidina (DAB). Com este processo, os nucleos apoptdticos sdo

marcados com uma coloragéo marrom escura.

3.3.6 Contagem das células e definigio do indice de apoptose

A contagem das células foi realizada utilizando-se um microscépio Optico Zeiss®,
com uma objetiva de 40X e ocular integradora de 1mm?” de 10X (aumento total de 400X). Para
cada caso, foram contadas todas as células epiteliais nos 10 campos mais representativos do
tecido glandular ndo necrético e identificadas as células em apoptose; o indice apoptético foi
definido com sendo a razdo entre o nimero de células apoptdticas e 0o numero total de células
contadas (com um minimo de 1000 células contadas), expresso em porcentagem (MOURITS et

al., 2002).
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3.3.7 Banco de dados e anilise estatistica

Os dados foram armazenados em um banco de dados criado com auxilio do software
Microsoft Access 2002® e as diversas correlagdes foram estabelecidas por consultas a este banco
de dados. Os calculos foram efetuados em planilhas construidas com o auxilio do software
Microsoft Excel 2002® e as analises estatisticas dos resultados foram realizadas com auxilio do
software GraphPad Prism 3.00®. Foram utilizados o teste de Mann Whitney, para anélise de
varidveis numéricas n3o paramétricas, o teste exato de Fisher, para analise de variaveis
qualitativas, e o teste de correlagdo de Spearman para avaliar a correlagdo entre os indices de

apoptose obtidos nos métodos HE e TUNEL. Estabeleceu-se 0,05 como nivel de significéncia.

3.3.8 Normas para a redacio do texto

A redagdo deste texto foi realizada segundo as diretrizes para apresentagdo de

dissertagdes e teses da USP (UNIVERSIDADE DE SAO PAULO, 2003).
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizagao das pacientes

As pacientes com diagnostico de cancer de endométrio apresentaram a idade com
mediana de 67 anos (53-90) e as pacientes com p6lipo endometrial mediana de 60 anos (49-75)
(P=0,006; teste de Mann-Whitney). O tempo de menopausa nas pacientes com céncer teve
mediana de 20 anos (1-45) e nas pacientes com pdlipo, mediana de 10 anos (2-37) (P=0,02; teste
de Mann- Whitney). Quanto ao numero de gestagdes prévias, as pacientes com cancer
apresentaram mediana de 3 (0-14) e as pacientes com pdlipo, mediana de 4 (0-14) (P=0,95; teste
de Mann-Whitney). A presenga de sangramento pds-menopausa como queixa principal foi
observada em 12 (80%) pacientes com cancer ¢ em 7 (28%) pacientes com pdlipo [Odds

Ratio=10,3 (IC 95%: 2,4 — 51,4) P=0,001; teste exato de Fisher] (Tabelal).

Tabela 1 - Caracteristicas gerais das pacientes com cancer e p6lipo endometriais

Cancer Pélipo P
(n=15) (n=25)
Idade (anos) 67 (53-90) 60 (49-75) 0.006
Numero de gestagdes 3 (0-14) 4 (0-14) ns
Tempo de menopausa (anos) 20 (1-45) 9 (2-37) 0,02

Sangramento 12 (80%) 7 (28%) 0,001
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Nenhum dos 25 casos de polipo endometrial incluidos apresentavam atipias celulares,
21(84%) apresentavam endométrio adjacente atréfico e 4 endométrio adjacente proliferativo.

Todos os 15 casos de cancer incluidos foram do tipo adenocarcinoma endometridide.
Apos o estadiamento cirlirgico, 3 casos estavam no estadio IA, 8 casos 1B, 1 caso IC, 1 caso IIA,
1 caso 1IB, I caso I1IC. Quanto ao grau de diferenciagdo, 12 casos foram classificados como grau
1 € 3 casos como grau Il (Tabela 2). Quanto a classificagdo do endométrio adjacente, 10
apresentavam endométrio atréfico, 1 hiperplasia simples sem atipias, 1 hiperplasia complexa sem

atipias, 1 hiperplasia simples com atipias, 2 hiperplasia complexa com atipia.

Tabela 2 - Distribui¢do dos casos de cancer de acordo com o estadio e grau histolégico

Estadio 1A IB IC 1A 1IB HIC
Grau histolégico 1 2 7 2 1 0 0
Grau histoldgico 2 1 0 0 0 1 1

4.2 Apoptose nas lesdes endometriais e endométrio adjacente segundo critérios do método

HE

O indice de apoptose no cancer de endométrio teve mediana de 1,2% (0,25 —4,3) e no
endométrio adjacente 1,06% (0 — 3,9) (P=0,71; Mann-Whitney). O indice de apoptose no pélipo
endometrial teve mediana de 0,54% (0 — 1,3) e no endométrio adjacente 0,1% (0 — 0,9)

(P=0,0002; Mann-Whitney) (Tabela 3, Figuras 2A e 2B, Laminas 1A, 1C, 2A e 2C do anexo A).



24

Tabela 3 - Mediana do indice de apoptose (1A) pelo método HE

Pacientes Lesdo Endométrio adjacente P

1A (%) 1A (%)
Cancer (n=15) 1,2 (0,25 —-4,3) 1,06 (0 - 3,9) ns
Pélipo (n=25) 0,54 (0-1,3) 0,1(0-0,9) 0,0002

Ao comparar o indice de apoptose encontrado no cancer e o encontrado no pdlipo
endometrial obteve-se uma diferenga estatisticamente significante (P=0,004; Mann-Whitney)
(Figura 2C).

Por fim, a comparagdo entre o indice de apoptose no endométrio adjacente ao céncer e
no endométrio adjacente ao pdlipo também mostrou uma diferenga estatisticamente significante

(P<0,0001) (Figura 2D).
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4.3 Apoptose nas lesdes endometriais e endométrio adjacente segundo critérios do método

TUNEL

O indice de apoptose no carcinoma de endométrio teve mediana de 0,73% (0,12 —
2,81) e no endométrio adjacente 1,05% (0,22 — 2,1) (P=0,52; Mann-Whitney). O indice de
apoptose no poélipo endometrial teve mediana de 0,35% (0 — 1,3) e no endométrio adjacente
0,06% (0 — 0,82) (P=0,03; Mann-Whitney) (Tabela 4, Figuras 3A e 3B, Laminas 1B, 1D, 2B e

2D do anexo A).

Tabela 4 - Mediana do indice de apoptose (1A) pelo método TUNEL

Pacientes Lesdo Endométrio adjacente P
1A (%) 1A (%)

Cancer (n=15) 0,73 (0,12 - 2,81) 1,05 (0,22 -2,1) ns

Pélipo (n=25) 0,35 (0-1,3) 0,06 (0 -0,82) 0,03

Ao comparar o indice de apoptose encontrado no cancer e o encontrado no pdlipo
endometrial obteve-se uma diferenga estatisticamente significante (P=0,04; Mann-Whitney)
(Figura 3C).

Por fim, a comparag#o entre o indice de apoptose no endométrio adjacente ao cancer €
no endométrio adjacente ao polipo também mostrou uma diferenga estatisticamente significante

(P<0,0001) (Figura 3D).
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4.4 Correlacgio entre o indice de apoptose pelo método HE e pelo método TUNEL

Dos 15 casos de céancer incluidos, 13 casos foram estudados tanto pelo método HE,
quanto pelo método TUNEL. Dos 25 casos de pélipo endometrial incluidos, 15 foram estudados
pelos dois métodos. Para a comparagdo, utilizou-se de analise estatistica para se estabelecer o
coeficiente de correlagdo de Spearman (r) entre o indice de apoptose (IA) obtido com o HE € o
indice obtido com o método TUNEL. Os resultados obtidos para o céancer tiveram r=0,88 (IC
95%: 0,64 — 0.97; P<0,0001); para o endométrio adjacente (EA) ao cancer r=0,64 (IC 95%: 0,11
- 0,88; P=0,02); para o polipo =0,61 (IC 95%: 0,11 — 0,84; P=0,045 ); para o endométrio

adjacente (EA) ao pdlipo r=0,62 (IC 95%: 0,14 — 0,86; P=0,01) (Tabela 5).

Tabela 5 — Correlag#o entre o indice de apoptose obtido pelo método H-E e o indice de apoptose
obtido pelo método TUNEL, r = coeficiente de correlagdo de Spearman

r P
Cancer 0,88 <0,0001
EA - cancer 0,64 0,02
Polipo 0,61 0,045

EA — pélipo 0,62 0,01
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5 DISCUSSAO

A apoptose é um dos mecanismos responsaveis pelo controle do tamanho de
populagdes celulares no desenvolvimento embrionario e na diferenciagdo celular, na
metamorfose e nos processos atr6ficos mediados por horménios, como os que ocorrem
com o endométrio na pés-menopausa. Além do papel desempenhado na manutengdo da
homeostasia tissular em tecidos normais, a apoptose ocorre também em tecidos
neopléasicos e seu significado bioldgico nestes tecidos tem sido objeto de estudo.

A primeira dificuldade encontrada no estudo da apoptose € a escolha do
método para sua identificagdo. A apoptose foi inicialmente identificada por microscopia
eletronica e microscopia o6tica por Kerr, Willie e Currie (1972) e desde entdo novos
métodos vém sendo descritos. A partir do conhecimento dos eventes moleculares
envolvidos no processo de apoptose, surgiram técnicas de imuno-histoquimica para sua
identifica¢do, sendo a técnica do TUNEL (TdT-mediated dUTP-biotin Nick End-
Labelling) a mais difundida. Em nosso estudo, a identificagdo de células em apoptose
através da coloragdo de hematoxilina e eosina (HE) se mostrou tdo eficiente quanto a
identificagdo com o método TUNEL, conforme ratificado nas analises de correlagéo e na
semelhanga dos resultados. Ao comparar os resultados obtidos para o cancer, o
endométrio adjacente ao céncer, o pdlipo e o endométrio adjacente ao polipo, obteve-se

respectivamente um coeficiente de correlagdo de Spearman (r) de 0,88 (P<0,0001), 0,64
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(P=0,02), 0,61(P=0,045) e 0,62 (0,01). Esta concordancia ja parecia evidente quando da
analise dos cortes; a maior parte das células apoptoticas coradas com o método TUNEL
ja apresentavam alteragdes morfoldgicas passiveis de serem identificadas com a
coloragdo HE. Drachenberg, loffe e Papadimitriou (1997), ao estudarem apoptose em 16
cortes histoldgicos de adenocarcinoma de prostata de pacientes néo tratados previamente
observaram que os resultados obtidos com o método HE tinham o mesmo alcance do
método TUNEL . Esta opinido € compartilhada por outros autores, que utilizaram a
colorag@o HE para a identificag@o de células apoptéticas em endométrio (STAUNTON;
GAFFNEY, 1995; MOURITS et al, 2002). Alguns autores descrevem que
eventualmente sd@o vistas figuras tipicas de apoptose no HE que ndo sdo coradas pelo
método TUNEL ou, ao contrério, células coradas sem alteragdes morfologicas, motivos
pelos quais as duas técnicas deveriam ser usadas em estudos de identificagdo de
apoptose segundo estes autores (STAUNTON; GAFFNEY, 1995; POTTEN, 1996;
STEWART et al., 1999). Nossos resultados demonstram que o a coloragdo HE pode ser
utilizado para a identificagdo de apoptose no endométrio, sem necessidade de método
complementar.

Apesar de estarem bens estabelecidos os critérios morfoldgicos para
reconhecimento dos corpos apoptdticos na coloragdo HE, o método para sua contagem
encontra diferengas na literatura. Em nosso estudo, utilizou-se um aumento de 400X e
analisou-se 10 campos com maior populagio glandular, com um minimo de 1000 células
epiteliais contadas. Stewart et al. (1999), ao estudar apoptose em endométrio de
pacientes com sangramento uterino anormal, utilizou um aumento de 250X e analisou

100 glandulas com aspecto circular (cortadas transversalmente) e estroma ao redor, para
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minimizar os efeitos de variagdo no calibre glandular; este método foi desenvolvido por
Lee (1993) ao estudar apoptose em intestino grosso. O método empregado em nosso
trabalho para contagem da apoptose foi utilizada por loffe, Papadimitriou e
Drachemberg (1998) ao estudarem indice de proliferagdo e apoptose em 64 casos
compreendendo endométrio proliferativo, hiperplasico e com patologia maligna;
também foi utilizada por Mourits et al. (2002) ao estudar apoptose em endométrio de
pacientes na pds-menopausa em uso de tamoxifeno. A escolha do método empregado em
nosso trabalho levou em consideragdo que encontrar 100 glandulas endometriais exige
amostragem bastante representativa de endométrio adjacente, o que € inviavel quando o
endométrio em questdo € atrofico; além disso estaria inviabilizada a apresentagdo dos
resultados em forma de indice, dificultando a discuss@o a luz da literatura, pelo menos
no que diz respeito a valores absolutos, uma vez que a maioria dos trabalhos apresenta
seus resultados como indice de apoptose, em porcentagem.

O estudo da apoptose em tumores pode ser Util na avaliagdo de sua cinética
celular e do seu comportamento bioldgico. Até a descrigdo da apoptose , em 1972, o
estudo da cinética tumoral era baseada somente na proliferagdo celular, avaliada
principalmente pelo indice mitdtico. Este método consiste em identificar as figuras de
mitose em cortes histologicos corados com HE. A razdo entre o nimero de figuras
mitéticas e o nimero de células contadas constitui o indice mitético (IM), podendo ser
expresso em porcentagem. Um outro método atualmente disponivel € a marcagéo
imuno-histoquimica para a proteina K-67, um marcador de proliferagdo celular. O
primeiro grande estudo a avaliar apoptose em tumores foi realizado por Staunton e

Gaffney em 1995. Foram avaliados 10 tipos de tumores diferentes, com 10 casos cada
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tipo, com a coloragdo HE, sendo encontrado um indice de apoptose (IA) elevado em
tumores de crescimento rapido, sabidamente bons respondedores a quimioterapia
(carcinoma de pequenas células, sarcoma de EWING, linfoma de Burkitt) e IA baixo em
neoplasias mais indolentes (carcinoma folicular de tiredide e linfoma folicular).
Entretanto, dois casos de carcinoma de pequenas células metastatico, que tem
crescimento rapido, apresentaram IA baixo. Além disso, a alta ocorréncia de apoptose
nem sempre se correlaciona com quimiossensibilidade, uma vez que leucemias tiveram
baixo IA. Neste estudo, o indice mitotico (IM) também foi avaliado e na maioria dos
tumores o 1A foi maior que o IM. Uma das explicagdes possiveis € que a mitose €
completada mais rapidamente que a apoptose. Estima-se que os corpos apoptéticos
permanecem no espago extracelular por 1 a 8 horas antes de serem digeridos por
macrofagos (Willie; Kerr; Currie, 1980). Staunton e Gaffney concluiram que diferentes
tipos de tumores apresentam diferentes comportamentos no que diz respeito a apoptose,
refletindo provavelmente uma susceptibilidade inata da célula tumoral a sofrer apoptose.

Estabelecer os mecanismos envolvidos na génese e progressdo das lesdes
endometriais tem sido uma tarefa desafiadora. loffe, Papadimitriou e Drachenberg
(1998) estudaram 64 casos, sendo 10 casos de endométrio proliferativo benigno, 18
casos de hiperplasia endometrial simples, 18 casos de hiperplasia complexa e 18 casos
de carcinoma de endométrio, e avaliou, entre outros pontos, o indice de apoptose (1A)
pela coloragdo HE. O autor encontrou que a progressdo de um tecido endometrial
proliferativo para hiperplasia endometrial e dai para carcinoma de endométrio envolve
um aumento da apoptose. Morsi et al. (1999) estudou 54 casos, 26 de carcinoma de

endométrio, 16 casos de tecido “normal” (incluindo endométrio secretor, proliferativo e
k]
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pos-menopausa) e 12 casos de hiperplasias simples e complexas, e analisou a ocorréncia
de apoptose com imuno-histoquimica para caspases. Também neste trabalho, o autor
encontrou uma maior ocorréncia de apoptose em tecidos hiperplasicos e neoplasicos.
Nosso estudo mostrou um indice de apoptose (IA) elevado no carcinoma endometrial,
1,26%, quando comparado ao polipo endometrial, 0,54% (P=0,0005) pelo método HE,
diferenga esta confirmada pelo método TUNEL. Estes resultados sdo inferiores aos
encontrados por loffe, Papadimitriou e Drachenberg (1998) que obtiveram 3,31% no
carcinoma endometrial, 2,57% na hiperplasia endometrial complexa, 2,2% na
hiperplasia endometrial simples e 1,17% no endométrio proliferativo benigno, utilizando
o método HE. Entretanto, ambos os resultados demonstram o aumento do IA nas
neoplasias. Outros autores chegaram a resultados semelhantes utilizando-se de outros
métodos para o estudo da apoptose, como a citometria de fluxo (MORSI et al., 1999),
imuno-histoquimica para caspases (PEIRO et al, 2001) e o método TUNEL (MORA et
al, 1999).

O aumento da apoptose no carcinoma de endométrio em relagdo ao endométrio
normal ou hiperplasico pode parecer paradoxal em uma primeira anélise, uma vez que a
apoptose possui um papel importante na regresséo de lesdes hiperpldsicas ou neoplasicas
induzidas por estimulos proliferativos. Entretanto, a apoptose no tumor pode refletir
mecanismos auto-regulatérios normais ou alteragées nos mesmos, induzidas por varios
fatores como isquemia (GOBE; AXELSEN; SEARLE, 1990), linfécitos citotéxicos
(CURSON; WEEDON, 1979), ruptura de interagdes entre as células epiteliais e matriz
(FRISCH; FRANCIS, 1994), radioterapia (STEPHENS et al., 1991), drogas citotdxicas

e a expressdo de oncogenes (WILLIE et al., 1987). E importante enfatizar que o indice
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de apoptose (IA) medido em um determinado tumor ndo d4 indicagdo dos mecanismos
envolvidos na sua indugdo, podendo apenas refletir alteragdes ja estabelecidas.

O estudo da apoptose em um tecido que pode ainda ndo ter sofrido alteragdes
celulares e da homeostasia tissular pode dar contribuigdes ao estudo da tumorigénese no
endométrio. Stewart et al. (1999) encontrou um aumento da apoptose no endométrio
proliferativo de 26 pacientes com sangramento uterino disfuncional, ao comparar com a
apoptose no endométrio de 24 pacientes controle, sugerindo que, mesmo em um
endométrio histologicamente normal, o aumento da apoptose pode representar um
marcador morfolégico de desenvolvimento endometrial anormal. Em nosso trabalho, o
estudo da apoptose no endométrio adjacente as lesdes neoplasicas teve papel importante,
por se tratar de tecido histologicamente normal ou pouco alterado.

O indice de apoptose no carcinoma no apresentou diferenga em relagdo ao seu
endométrio adjacente pelos dois métodos. Pelo método HE, o IA no carcinoma foi 1,2 %
e no endométrio adjacente 1,06% (P=0,71), e pelo método TUNEL 0,73% e 1,05%
respectivamente (P=0,52). Na literatura ndo ha estudos disponiveis utilizando o método
HE, ou mesmo o método TUNEL para comparagdo. Peiro et al. (2001), ao analisar 56
amostras de endométrio adjacente ao carcinoma, utilizando imuno-histoquimica para
caspases, encontrou uma maior atividade apoptética no carcinoma, mas nio encontrou
diferenga ao analisar a expressdo de bcl-2. No que diz respeito a apoptose, o endométrio
adjacente parece ja carregar alteragdes celulares que lhe conferem uma semelhanga com
0 carcinoma.

O aumento da apoptose na hiperplasia endometrial em relagio ao endométrio

normal é fato conhecido (IOFFE; PAPADIMITRIOU; DRACHENBERG, 1998).
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Entretanto quando se trata de apoptose em p6lipos na pés-menopausa, ndo haviam ainda
relatos na literatura sobre o assunto. At¢ mesmo para pélipos em mulheres no menacme
a literatura é omissa quando se fala em apoptose, talvez pela bem estabelecida relagdo
entre hiperestrogenismo e o aparecimento de hiperplasia e p6lipos. Em nosso estudo o
IA pelo método HE no polipo foi 0,54%, maior que no endométrio adjacente que foi
0,1% (P=0,0002); pelo método TUNEL, o IA no poélipo foi 0,35% e no endométrio
adjacente, 0,06% (P=0,03). Este resultado sugere que o endométrio adjacente, além de
ser histologicamente diferente (84% dos casos eram atrdficos), ainda ndo sofreu
alteragdes celulares que pudessem culminar com a apoptose e fossem detectadas pelo
método HE ou TUNEL. Até o presente momento nédo se dispde de dados na literatura
acerca da apoptose no endométrio adjacente ao poélipo.

| O endométrio adjacente ao céncer (EAC) e o endométrio adjacente ao pdlipo
(EAP) tém comportamentos distintos no que diz respeito & apoptose. O indice de
apoptose no EAC e no EAP foram respectivamente 1,06% e 0,1% (P<0,0001) pelo
método HE, e 1,05% e 0,06% (P<0,0001) pelo método TUNEL. Um dos objetivos de se
comparar apoptose do endométrio adjacente ao carcinoma com a apoptose do
endométrio adjacente ao p6lipo, foi analisar tecidos que ainda néo tivessem sofrido todas
as mudangas citoldgicas e arquiteturais do carcinoma de endométrio ou do pdlipo. Esta
significante diferenga aconteceu a despeito do fato de que a maioria das amostras era de
endométrio atréfico, normal para a idade. Nossos resultados sugerem que, mesmo antes
do aparecimento da lesdo carcinomatosa, o endométrio ja pode apresentar alteragdes no

que diz respeito a apoptose.
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O estudo da proliferagdo celular associado ao estudo da apoptose no
endométrio adjacente as neoplasias faz-se necessario para uma melhor compreensédo da
cinética celular nestes tecidos. Em nosso estudo, ndo foi possivel determinar o indice
mitdtico porque, ao analisar o endométrio adjacente a lesdes endometriais, deparou-se na
maioria das vezes com um endométrio atréfico, com um niimero reduzido de glandulas e
baixa proliferagdo celular, tornando raras as figuras de mitose. Uma alternatica seria
utilizar imuno-histoquimica para Ki-67, que marca a célula em proliferagdo, mesmo que
a figura de mitose ndo seja tipica, o que pode tornar possivel o estudo no endométrio
atréfico.

O estudo do endométrio adjacente as lesdes neoplasicas pode dar contribuigdes
no entendimento do processo de carcinogénese no endométrio. Da mesma forma que nos
casos de sangramento uterino disfuncional estudados por Staunton e Gaffney (1995), o
aumento da apoptose encontrado nas amostras de endométrio adjacente ao carcinoma,
mesmo histologicamente normais, pode representar um marcador morfolégico de
desenvolvimento anormal, ndo encontrado no endométrio adjacente ao poélipo
endometrial. Este achado pode ter implicagGes praticas. Atualmente, a orientagdo dos
protocolos assistenciais de se fazer a exérese dos polipos endometriais, nas pacientes na
pds- menopausa, baseia-se no risco de progressdo para um carcinoma de endométrio. Os
resultados obtidos em nosso trabalho mostram que o carcinoma de endométrio tem
origem em um endométrio diferente daquele que origina o pdlipo, no que diz respeito a
apoptose. Seguindo esta légica, uma bidpsia do endométrio adjacente ao pélipo poderia
determinar o risco de desenvolvimento de céncer, evitando assim uma cirurgia para

exérese do pélipo. Entretanto, novos estudos sdo necessarios para ratificar e ampliar
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esses conceitos, antes que implicagdes praticas possam ser sugeridas, avaliadas através
de “trials” e aceitas nos protocolos clinicos. Além da apoptose e proliferagdo celular,
estudos envolvendo genes da famila bcl-2, p53, c-myc e HER-2/neu no endométrio
adjacente a lesdes neoplasicas constituem um campo promissor para a pesquisa do

desenvolvimento de neoplasias no endométrio.
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6 CONCLUSOES

> O carcinoma de endométrio apresenta indice de apoptose maior do que o pdélipo
endometrial.

> O endométrio adjacente ao carcinoma apresenta indice de apoptose maior do que o

endométrio adjacente ao pdlipo endometrial.
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ANEXO A

Lamina 1. Fotomicrografias de adenocarcinoma de endométrio (A e B) e endométrio adjacente (C e
D) apresentando figuras de apoptose nas técnicas de hematoxilina-eosina e de TUNEL,
respectivamente (400X)
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Lamina 2. Fotomicrografias de polipo endometrial (A e B) e endométrio adjacente (C e D)
apresentando figuras de apoptose nas técnicas de hematoxilina-eosina e de TUNEL,
respectivamente (400X)



ANEXO B

Quadro 2 - Classificagdo da OMS para os tumores malignos do endométrio (Odicino,
2001)
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Carcinoma endometridide, subtipos:
Adenocarcinoma
Adenoacantoma (adenocarinoma com metaplasia escamosa)
Adenoescamoso (associagdo de adenocarcinoma com carcinoma de

células escamosas)

Adenocarcinoma mucinoso

Adenocarcinoma seroso papilifero

Adenocarcinoma de células claras

Carcinoma adenoescamoso

Carcinoma indiferenciado

Carcinoma misto
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ANEXO C

Quadro 3 - Estadiamento do cancer endometrial (FIGO, 1998)

Estadio 1A Tumor limitado ao endométrio

Estadio IB Invasdo menor que metade do miométrio

Estadio IC Invasdo igual ou maior a metade do miométrio

Estadio I1A Envolvimento das glandulas endocervicais

Estadio 1IB Invasdo do estroma cervical

Estadio 111A Tumor invade serosa ou anexos uterinos ou lavado peritoneal
positivo

Estadio 11I1B Metastase vaginal

Estadio 111C Metastase para linfonodos pélvicos ou para-adrticos

Estadio IVA Invasdo de mucosa vesical ou intestinal

Estadio VB Metéstases a distincia

Quadro 4 - Grau de diferenciagdo dos adenocarcinomas endometriais

Grau 1: 5% de padréo sélido ndo morular ou ndo escamoso
Grau 2: 6 a 50 % de padrio s6lido ndo morular ou ndo escamoso

Grau 3: mais de 50% de padréo s6lido ndo morular ou ndo escamoso
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ANEXO D

Quadro 5 - Processamento e preparo das amostras endometriais

Desidratagdo: exposi¢do do material em cassete plastico a uma série de alcool crescente
(alcool 70%, 80%, 95%, 100%I durante 1 hora em cada e alcool 100%lII, 100%III,
100%]IV durante 2 horas em cada)

Diafanizagéo: exposigdo ao xilol 1 e 2 por 1 hora em cada e xilol 3 por 30 minutos
Parafinizagdo: parafina 1 e 2 por 2 horas em cada

Inclusdo: imersdo do fragmento de tecido em parafina liquida e apés em temperatura
ambiente formando bloco de tecido

Microtomia: cortes longitudinais do material com espessura de 4um com uso do
micrétomo Spencer, modelo 820, série n° 17.797, de navalha descartével

Preparo da laminas: lavagem das ldminas com Dextran ( Extran MA Neutro) e passagem
das mesmas no silane (silanizag&o)

Montagem I: inclusdo do material histolégico em agua destilada a 48° C e pescagem em
lamina de vidro previamente preparada

Montagem final: colocagdo da lamina com material histolégico em uma estufa a 58° C

para retirada do excesso de parafina sendo apds armazenada




ANEXO E

Quadro 6 - Preparo da coloragdo Hematoxilina e Eosina

Imersdo das laminas previamente preparadas em xilol I e Il por 15 minutos cada
Imersdo em banhos decrescentes de etanol (95%, 70%, 50%) por 3 minutos cada
Colorag@o com Hematoxilina de Harris por 5 minutos

Imersdo em solugdo de Scoth por 30 segundos

Coloragdo com Eosina por 30 segundos

Imersdo em banhos crescentes de etanol

Imersdo rapida em xilol, quatro vezes

Montagem das laminas dom entelan
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ANEXO F

Quadro 7 - Preparo do método TUNEL

Imersdo das laminas previamente preparadas xilol L1I e IIl em temperatura ambiente por

5 minutos cada
Lavagem por imersdo das ldminas em etanol 100% por 5 minutos em temperatura

ambiente

Rehidratagdo por imersdo seqiiencial das ldminas em banhos de etanol (95%, 70% e
50%) por 3 minutos cada a temperatura ambiente

Lavagem por imersdo das laminas em PBS por 5 minutos em temperatura ambiente
Remogdo do excesso de liquido

Adigdo da solugdo de tripsina 0,25% em cada ldmina até cobrir todo o corte por 10
minutos em temperatura ambiente

Lavagem por imersdo das ldminas em PBS por 5 minutos em temperatura ambiente
Remogdo do excesso de liquido; adigdo do tampdo de equilibrio fornecido pelo
fabricante por S minutos em temperatura ambiente

Preparo da mistura para reagdo TdT: para o preparo de 100ul de solugdo, suficientes
para uma lamina, utilizou-se 98ul de tampdo de equilibrio, 1ul de nucleotideos
biotinilados e 1l de enzima TdT, todos fornecidos pelo fabricante

Remogido do excesso de liquido e secagem ao redor do corte com papel toalha; adi¢do
de 100ul da mistura para reagdo TdT e cobertura dos tecidos com plastico fornecido pelo
fabricante

Incubag@o das ldminas por 60 minutos em cdmara (imida

continua
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Quadro 7 - Preparo do método TUNEL

Diluigdo do reagente 20X SSC em agua deionizada 1:10; remogdo das coberturas
plasticas e imersdo das laminas nesta solugdo por 15 minutos em temperatura ambiente
Lavagem por imersdo das ldminas em PBS por 5 minutos em temperatura ambiente, por
duas vezes

Diluigio da solugdo Streptavidin HRP em PBS 1:500; adi¢@o de 100ul em cada lamina
e incubado por 30 minutos em temperatura ambiente

Lavagem por imersdo das ldminas em PBS por 5 minutos em temperatura ambiente, por
duas vezes

Preparo da solugdo DAB: para o preparo de 1ml, adicionou-se 50 ul de DAB Substrate
20X Buffer em 950ul de 4gua deionizada; adicionado entdo 50ul de DAB 20X
Chromogen e 50 pl de Hydrogen Peroxide 20X

Adigdo de 100l da solugio DAB em cada lamina e observag@o até o aparecimento de
uma coloragdo amarronzada ao fundo (geralmente 10 minutos)

Lavagem por varias vezes com 4gua deionizada e montagem em Permount®

conclusao



ANEXO G

Quadro 8 - Solugdes e tampdes utilizados
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Solugdo PBS 0,1M pH 7,4 e NaCl 0,15M
NaCl

Fosfato de s6dio monobasico

Fosfato de sddio dibasico

H,O destilada

Acertado o pH com hidréxido de sédio.

H,0, 3% (perdxido de hidrogénio)
H,0; (30 volumes)
PBS 0,IM pH 7,4

Conservado em geladeira.

16,34¢g

0,72g

2,1g

2.000ml

10ml

90ml
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