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RESUMO

Introducéo. Entre os 22 tipos diferentes de cancer relacionados a obesidade, situa-se o
cancer de endométrio que tem como sintomas iniciais o sangramento uterino anormal e
espessamento endometrial. Neste contexto inserem-se as alteracdes metabolicas, as
histologicas endometriais € o processo inflamatorio. Objetivos. Comparar através da
avaliagdo clinica, da histologia do endométrio e do perfil inflamatdrio no sangue periférico
mulheres obesas e ndo obesas com sangramento uterino anormal e espessamento endometrial
e estabelecer uma correlagdo entre estes aspectos e o maior risco de lesdes endometriais pré-
malignas e malignas. Métodos. Os dados clinicos foram coletados por meio de entrevista
estruturada. Amostras de endométrio foram feitas usando-se canula de aspiragcao endometrial
ambulatorial de 3 mm. O diagnostico histologico seguiu a nomenclatura da WHO 2014; a
imuno-histoquimica para pesquisa de PTEN utilizou anticorpo monoclonal murinico. Para
avaliagdo do perfil inflamatério utilizou-se ELISA em plasma de sangue venoso e a dosagem
de IL-6, TNF-a, IL-10 e TGF-B. Resultados. Foram 35 mulheres obesas comparadas a 21
ndo obesas. As varidveis de risco para histologia alterada foram diretamente proporcionais
ao IMC, dias de sangramento e espessura do endométrio e inversamente a presenca de HAC.
A area do fragmento biopsiado ndo diferiu entre histologia normal ou alterada. Mulheres
hipertensas apresentaram PTEN alterado. Nao houve diferenca no perfil inflamatorio entre
obesas e ndo obesas. Conclusdo. E possivel que, o controle da obesidade, a diminuigo do
processo inflamatorio, e a investigacdo do endométrio minimizem o risco de alteragdes

endometriais em mulheres com sangramento uterino anormal e espessamento endometrial.

Palavras-chave: Curetagem aspirativa, cancer de endométrio, inflamagdo, sindrome

metabolica, obesidade.



ABSTRACT

Introduction. Among the 22 different types of obesity-related cancers are endometrial
cancer, the initial symptoms of which are abnormal uterine bleeding and endometrial
thickening. In this context, metabolic changes, endometrial histological changes and the
inflammatory process are included Objective. To compare through clinical evaluation,
endometrial histology and inflammatory profile in peripheral blood obese and non-obese
women with abnormal uterine bleeding and endometrial thickening and to establish a
correlation between these aspects and the higher risk of premalignant and malignant
endometrial lesions. Methods. Clinical data were collected through structured interviews.
Endometrial samples were taken using 3 mm ambulatory endometrial aspiration cannulas.
The histological diagnosis followed the WHO 2014 nomenclature; immunohistochemistry
for PTEN screening used murine monoclonal antibody. The inflammatory profile was
assessed by measuring IL-6, TNF-a, IL-10 and TGF-3 by ELISA in venous blood plasma.
Results. There were 35 obese and 21 nonobese women. Risk variables for altered histology
were BMI, bleeding days, and endometrial thickness and inversely in the CAH. The area of
the fragment was not different between altered and unchanged histology. Only high blood
pressure was associated with altered PTEN. There is an association between PTEN and
changes in histology. There was no difference in the inflammatory profile between obese
and non-obese. Conclusion. Obesity control decreased inflammatory process, and
endometrial investigation may minimize the risk of endometrial changes in women with
abnormal uterine bleeding and endometrial thickening the risk of endometrial changes in

women with abnormal uterine bleeding and endometrial thickening.

Key words: Aspiration curettage, endometrial carcinoma, inflammation, metabolic

syndrome, obesity.
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1 INTRODUCAO

A obesidade, segundo estudos da organizagdo mundial de saude, alcangou
proporcdes epidémicas globalmente, com pelo menos 2,8 milhdes de pessoas morrendo a
cada ano como resultado devido ao sobrepeso ou por estarem obesas. Aparentemente, esse
problema estaria associado a paises com alto Indice de Desenvolvimento Humano (IDH), no
entanto, a obesidade em diversos graus € prevalente em paises de médio e baixo IDH (BRAY
et al., 2018). A obesidade representa um dos fatores de risco mais importantes para doengas
cronicas, incluindo diabetes tipo 2 (DM2), doengas cardiovasculares e cancer que sao,
também, as principais causas de mortalidade e morbidade no mundo e relacionadas a
sindrome metabolica.

Existem outros indicadores de obesidade, no entanto, pela praticidade, facilidade de
uso e homogeneidada, utiliza-se Indice de Massa Coproral (IMC) como um pardmetro para
caracterizar este agravo a saude. O indicador ¢ utilizado devido a dificuldades em medir
diretamente a gordura corporal e sua distribui¢do quando se utilizam outros métodos mais
caros e mais complexos como a tomografia, a densitometria ou bioimpedancia entre outros
(PARIS, 2019). Assim, o IMC ( que ¢ igual ao peso em quilogramas dividido pela altura ao
quadrado) serd normal entre 18,5 a 24,9; sobrepeso de 25 a 29,9; obesidade grau I de 30 a
34,9; obesidade grau II de 35 a 39,9 e obesidade grau III acima de 40 (BRAY et al., 2018).

As pessoas com sobrepeso e obesidade sdo aquelas cujo excesso de acimulo de
gordura traz consequéncias negativas a saude bem como alguns tipos de cancer, como de
endométrio, mama, ovarios, prostata, figado, bexiga, rins e colon (RENEHAN; ZWAHLEN;
EGGER, 2015; STEELE et al., 2017) entre cerca de 22 tipos de cancer relacionados a
obesidade (BHASKARAN, 2014). O risco para essas doencgas se eleva com o aumento do
IMC e ha fatores relacionando-o a sindrome metaboélica (SM) a inflamacao, e a resisténcia a
insulina (RI) com repercussdes em diversas vias de sinalizacdo celular (MACKINTOSH
ML, DERBYSHIRE AE, MCVEY RJ, 2019; STEIN, JENNIFER H. , RUTKOWSKI
JOSEPH M., SCHERER, 2016).

Por outro lado, pacientes com obesidade modrbida estdo entre as que podem apresentar
alteracdes endometriais que se manifestam como sangramento uterino anormal (SUA)
(CAIRO; FONSECA; SIMOES, 2012) ou espessamento endometrial, alteracdes estas
relacionadas aos precursores do cancer de endométrio do tipo endometridide (hiperplasias

endometriais/lesdes intra-epiteliais endometriais € o proprio cancer de endométrio



endometridide) (DISAIA, PHILIIP J., CRESMAN, 2018; MATTHEWS, 2014; OZDEMIR
etal., 2015; SCHMANDT et al., 2011).

O estimulo do endométrio pelo estrogénio sem o efeito de diferenciacdo da
progesterona ¢ um fator etioldgico primario associado ao desenvolvimento de hiperplasia
endometrial e adenocarcinoma. Fontes enddgenas (anovulacao e obesidade) (ZHANG et al.,
2010) e exdgenas (terapia hormonal) sem oposi¢do ao estrogénio aumentam o risco de
carcinoma de endométrio (ARGENTA et al., 2014; BERCHUCK; BOYD, 1995).

Os fatores de crescimento insulindides podem modular a a¢do dos hormdnios nos
tecidos-alvo através de mecanismos autdcrinos e paracrinos. As células endometriais
produzem os fatores de crescimento insulindides I e II (IGF-I e IGF-II), IGFBPs (DE
PERGOLA; SILVESTRIS, 2013; SCHOR et al., 2004). O mecanismo de acao dos fatores
de crescimento até o nucleo inclui: receptores dos fatores de crescimento, seus substratos,
enzimas (quinases e lipases), fatores transformadores e proteinas ligadoras de DNA
(SCHOR, 2004).

Os niveis dos esteroides sexuais assim como sua principal proteina carreadora
(globulina de ligacdo de hormdnios sexuais — SHBG) variam em funcdo de fatores como
sexo, idade, excesso de peso e distribui¢do abdominal de gordura, presenga de diabete e
outras doengas cronicas. S3o também capazes de influenciar o metabolismo glicidico e o
lipidico e a distribuicdo da gordura corporal (DIMETZ; GOMES, 2000). Os niveis desta
globulina parecem estar diminuidos em mulheres com cancer de endométrio e com o
aumento da localizacdo de gordura abdominal (DISAIA, PHILIIP J., CRESMAN, 2018).
Este fato propicia maior quantidade de hormdnios biodisponiveis.

O precursor comum da produ¢do enddgena de hormonios sexuais ¢ o colesterol.
Existem diversas vias e enzimas que levarao a produ¢ao de estrogénios gonadais a partir de
seus precursores e colesterol. Observa-se a eficiéncia aumentada de conversdo no
hipertireoidismo, envelhecimento, doenca hepatica e obesidade (KASE, NATHAN G.,
WEINGGOLD, 1987). E existe uma significativa relagdo entre o peso corporal e o grau de
conversao de androgénio para estrogénio tanto em mulheres pré como pds menopausa
(KASE, NATHAN G., WEINGGOLD, 1987; MATIAS-GUIU; PRAT, 2013; RIZNER,
2013).

E dessa forma que a obesidade fornece substrato para a conversio periférica de
androgénio em estrogénio, mas existem outros locais responsaveis por essa aromatizagao

(vias de aromatizagdo A4 e AS5). Além do tecido adiposo, o musculo, a pele, a mucosa



intestinal e o cérebro podem produzir a aromatizagdo de androgénio para estrogénio o que
pode ter significativa importancia clinica.

Outro importante esteroide precursor da formagdo de estrogénios ¢ o El-sulfato
(estrona-sulfato) o mais importante estrogénio no sangue periférico de mulheres na
menopausa, encontrado em quantidades relativamente altas (pés menopausa sem TH: de
35,60 a 96,60 pg/mL ou 0,6 nM/mL). Associado ao IMC, sugere-se que se origina a partir
do tecido adiposo em mulheres com cancer de endométrio (RIZNER, 2013).

A atividade da aromatase ¢ estimulada por varios fatores pro-inflamatorios derivados
do tecido adiposo como IL-18, IL-6, prostaglandina E2 e fator de necrose tumoral o (TNF-
a), além de fator de crescimento derivado do figado (IGF-1). Ao mesmo tempo, ocorre a
diminui¢do da producdo hepatica de SHBG, o que torna o estradiol disponivel e bioativo
(DIMETZ; GOMES, 2000). Esse processo, no qual haveria horménio bioativo disponivel,
poderia explicar varios tipos de cancer relacionados a atividade da aromatase e conversao
periférica de estrogénios em homens e mulheres com excesso de peso (DANNENBERG;
BERGER, 2013).

A obesidade ¢ um estado de inflamagao cronica subclinica, substrato da maioria de
suas complicacdes sistémicas. Essa inflamagdo constitui-se em um ambiente propicio ao
desenvolvimento, progressdo e manutencao do cendrio neopldsico uma vez que diversos
mediadores e sinalizadores sdo ativados, em diferentes sitios e vias, fazendo com que o
quadro se perpetue (DENG et al., 2016).

Existem individuos obesos que ndo apresentam quadros metaboélicos disfuncionais e,
aparentemente, ndo teriam riscos aumentados para doengas cardiovasculares, diabete ou
cancer (DENG et al., 2016; VACHHARAJANI; GRANGER, 2009).

Por outro lado, a ingesta aumentada leva ao aumento peso, e relfete as conexdes entre
o meio social e o individuo na medida em que o excesso de calorias e sua baixa utilizagdo
levam ao desbalango funcional e energético (FAIR; MONTGOMERY, 2009).

A obesidade traz um aumento progressivo, hiperplasia e hipertrofia, dos adipécitos,
no entanto a vascularizagdo local aparentemente ndo acompanha a demanda de oxigenagao,
levando a hipoéxia desse tecido (SORISKY; MOLGAT; GAGNON, 2013; VUCENIK;
JONES; MCLENITHAN, 2015). Essa hipoxia ocasiona a necrose tecidual com consequente
infiltragdo de macrofagos no tecido adiposo (TRAYHURN, 2013). Metabolitos sdo gerados,

entre eles adipocinas que incluem o glicerol, 4dcidos graxos livres, substancias da reagdo



inflamatoéria, interleucinas, inibidor do ativador do plasminogénio-1 (PAI-1) proteina C-
reativa entre tantos outros (SORISKY; MOLGAT; GAGNON, 2013).

Disso resulta um processo pro-inflamatdrio local e as interagdes entre adipocitos e
células imunes residentes em diferentes estagios aumentam a lipolise de adipocitos e a
secre¢do de lipidios, bem como a producdo de células adipociticas e imunologicas com
multiplos fatores pro-inflamatérios (CALi; MOLON; VIOLA, 2017). Sistemicamente, essa
reagdo local se manifesta com resisténcia a insulina, hiperinsulinemia, hiperglicemia,
hiperlipidemia e dano vascular, todos associados ao estresse oxidativo e ao desenvolvimento
e progressao do cancer (CALi; MOLON; VIOLA, 2017; HOTAMISLIGIL, 2017; LEE et
al., 2015).

Na década de 1990, o interesse pelo tecido adiposo foi reavaliado, resultando na
descoberta da leptina, em 1994, bem como de diversos hormonios, que tém sido isolados do
tecido adiposo, relacionados a regulacdo de processos fisioldgicos e metabdlicos, entre eles
imunidade e inflamagdo (RAUCCI et al., 2013)

A leptina estimula a produg¢ao de IL-1, IL-6, IL-12 e fator de necrose tumoral o. (TNF-
a) por células da imunidade inata, estimula a producdo de ROS e secre¢dao de leucotrieno
B4, ciclooxigenase 2 (COX2) e 6xido nitrico. A leptina também exerce efeitos diretos sobre
o aumento da proliferacao de células T e sobre a polarizagdo das células THI e inibicdo da
proliferacao de Treg (HOTAMISLIGIL, 2017; LIN; ZHANG, 2017; XU et al., 2013).

Em estados de obesidade, os niveis de adiponectina diminuem e os de leptina
aumentam (PARK et al., 2014). Estas duas adipocinas tém efeitos opostos na resposta
inflamatoria. Assim também o acumulo de macréfagos pro-inflamatérios ¢ uma
caracteristica central da obesidade e um componente importante da inflamac¢ao adiposa
ligada a complicagdes sistémicas da obesidade (DENG et al., 2016).

O microambiente tumoral ¢ complexo e abrange varias vias de ativagdo para
iniciagdo, promog¢do, manutencao e progressao das alteracdes tumorais. Basicamente, entre
as células do sistema imune (SI) inato e adaptativo recrutadas para o local do tumor, os
macrofagos sdo particularmente abundantes e estdo presentes em todos os estidgios da
progressdo do tumor (ROY NOY; JEFFREY W. POLLARD, 2014). Ou seja, tudo vai
depender do fendtipo adquirido pelos macréfagos (M1 ou M2), que sdo metabolicamente
ativos, influenciando as fungdes locais e sist€émicas pela secrecao de uma grande diversidade

de moléculas, como citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento. A estrutura dos



macrofagos, bem como seu perfil de citocinas secretadas, enzimas e marcadores de
superficie, apresentam ligeiras variagdes que dependem da funcao e estadio de maturagdo.

A ativagdo de macrofagos pode se dar por duas vias distintas, a classica e a alternativa
(SOLINAS et al., 2009), assim eles podem tomar a designacdo de macréfagos M1 ou M2,
de acordo com a via de ativacdo: classica ou alternativa. Os M1 (via classica) desempenham
um papel preponderante na protecdo contra agentes patogé€nicos intracelulares e células
cancerigenas em virtude de sua grande atividade citotoxica e da resposta imune que
desencadeiam (SOLINAS et al., 2009). A ativagdo classica ¢ mediada por estimulos como
IFN-gama TNF-o., receptores TRL e lipopolissacarideos (LPS), enquanto a alternativa se da
por interleucinas IL-4, e IL-13, atuando através de receptores IL-4R. A ativacdo classica
produz IL-1, IL-12, IL-23, TNF-a ¢ CLCL10, bem como ROS e RNI (reactive nitrogen
intermediates), como 6xido nitrico (NO), com uma potente agdo microbicida. Também
podem funcionar com células apresentadoras de antigenos.

A ativacdo alternativa (M2) ocorre em ambientes de exposicao a IL-4, IL-13, IL-10
ou corticosteroides, fator de crescimento transformador 3 (TGF- ) e de PGE2. Esse segundo
modo de ativacdo ¢ importante para a resolucao da inflamagao, no entanto tem sido associado
ao desenvolvimento de neoplasias. A via alternativa produz substancias como IL-10, IL-1R
e as quimiocinas CCL17 e CCL22 e tem baixa capacidade de apresentacdo de antigenos
(GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010; SOLINAS et al., 2009).

No tumor primario, os macroéfagos podem estimular a angiogénese e aumentar a
invasdo, motilidade e evasdo de células tumorais, além de promover disseminacao,
sobrevivéncia e crescimento de células tumorais. Cada uma dessas atividades esta
relacionada a uma subpopulagdo identificavel de macroéfagos bem como ao desenvolvimento
de diferentes patologias e canceres (LIN; ZHANG, 2017). Os macrofagos também sao
imunossupressores, impedindo o ataque de células tumorais pelas células NK e células T
durante a progressdo do tumor ou logo apds a quimioterapia ou imunoterapia (CORREA et
al., 2017, ROY NOY; JEFFREY W. POLLARD, 2014) mantendo um ambiente tumoral
imunossupressor. De qualquer forma, ainda existem muitas informagdes a serem descobertas
relacionadas aos macrdofagos e sua ativagao.

A principio, o tecido adiposo era visto apenas como o local de armazenamento de
energia. No entanto, sabe-se que ele participa de uma série de eventos relacionados ao
processo inflamatorio muitos dos quais comuns ao desenvolvimento, progressdo e

manuten¢do de vias neopldsicas (isto &, cancer). Alguns desses mediadores serdo avaliados



neste trabalho, como TNF-a e TGF-B, IL-6 e IL-10, tanto em mulheres consideradas nao
obesas (grupo controle) como em mulheres com obesidade, nas quais se investiga o
endométrio devido ao sangramento uterino anormal e espessamento, que pode ser
considerado uma alteragcdo susceptivel de evoluir para hiperplasias, EIN ou cancer de
endométrio (CORREA etal., 2017; GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010)

No contexto da obesidade, a hipoxia local do tecido em torno de adipdcitos promove
a mudanca de macréfagos de M2 para o fendtipo M1. Isso muda o perfil de produgdo de
citocinas anti-inflamatdrias, como interleucina-10 (IL-10) dos macroéfagos M2 a citocinas
pro-inflamatérias como IL-6 e TNF-o dos macréfagos M1 (MAACHI et al., 2004;
TRAYHURN, 2013). Consequentemente, tanto a produgdo como a secre¢do dessas duas
adipocinas estdo aumentadas e, em conjunto, elas aumentam a tumorigénese através de seu
efeito pro-inflamatorio (LEE et al., 2015) .

Nesse sentido, ¢ fundamental que se compreenda o papel central e complexo da
imunidade do hospedeiro (CALI; MOLON; VIOLA, 2017) no desenvolvimento da neoplasia
maligna. Por outro lado, 0 mesmo SI pode desempenhar um papel importante na progressao
de precursores. Assim, pode haver um periodo de equilibrio, quando as alteragdes
precursoras estdo sob controle do SI (CORREA et al., 2017), no entanto algumas células ou
clones podem driblar o SI e progredir para a malignizagdo (BARBERIS et al., 2016;
MUTTER et al., 2014).

E importante ressaltar que, ao longo da evolugdo da neoplasia, diferentes
subconjuntos de células do SI, tanto dos compartimentos imunes inatos quanto nos
adaptativos, alcancam o microambiente tumoral, exibindo fungdes opostas & medida que a
lesdo progride (CALi; MOLON; VIOLA, 2017; CORREA et al., 2017). Compreende-se
assim, a importancia do microambiente tumoral e suas implicacagdes na secrec¢do de
citocinas para o desenvolvimento do tumor. O tecido adiposo propicia o crescimento e
desenvolvimento tumoral quando produz mediadores pro-inflamatoriose e anti-nflamtdrios
de forma inadequada. Citocinas pro-inflamatorias como IL-6 e TNF-o promovem a
proliferacdo e angiosénese; interleucina-13 , IL-10 e TGF-f também tem papel na
manutengdo tumoral, renerando tecidos e inibindo o recrutamento de células imune anti-
neoplésicas.

Em relacdo as alteracdes endometriais, estas podem ser identificadas a partir da
queixa de sangramento uterino anormal ou pelo espessamento endometrial diagnosticado

através de ultrassom transvaginal realizado com o objetivo de investigar o endométrio ou



outras patologias relacionadas a consulta ginecologica (DISAIA, CRESMAN, 2018).
Estudos mostram que pacientes assintomaticas, candidatas a cirurgia bariatrica apresentaram
27,6% das biopsias realizadas com cureta de Pipelle com resultados alterados, e entre os
diagnosticos estdo hiperplasia, metaplasia ou polipos (KAIYRLYKYZY et al., 2015).
Estudos anteriores demostraram prevaléncia de 6,8% de hiperplasia ou cancer de endométrio
em pacientes com IMC > 35 (ARGENTA et al., 2014). Viola et al. (2008) encontrou
hiperplasia em 6,7% de mulheres obesas ou obesas assintomaticas, tanto na pré como pos-
menopausa, submetidas a biopsia de Pipelle (VIOLA et al., 2008). Também pode-se dizer
que participam da obesidade e alteragdes endometriais, a sindrome dos ovarios policisticos
(CHARALAMPAKIS et al., 2016).

Em geral, o fluxo menstrual dura de trés a quatro dias, embora cada mulher apresente
caracteristicas peculiares. A média de perda varia entre 30 e 80 ml, com intervalos em dias
de 26 a 34. O ciclo menstrual ¢ caracterizado por diferentes fases como a proliferagdo e
descamacgdo, e delas depende a normalidade do endométrio (KING; CRITCHLEY, 2010;
MARUYAMA; YOSHIMURA, 2008). Portanto, sangramento uterino anormal (SUA) ¢
aquele que apresenta uma alteracdo em um ou mais desses pardmetros, ou seja, um
sangramento excessivo em duragdo, frequéncia ou quantidade (STRUFALDI, 2014). Esse
distarbio tem diagnostico eminentemente clinico baseado nos dados obtidos na anamnese e
nos exames fisico e ginecoldgico. Encontra-se na identificacdo da natureza do sangramento
e nas repercussoes clinicas a defini¢do das possibilidades de tratamento desse agravo comum
a saude da mulher MADHRA et al., 2014; STRUFALDI, 2014).

O SUA ¢ responsavel por 20% das consultas ginecoldgicas e estima-se que 30% das
mulheres informam quadros de menorragia anualmente. Essa condi¢do debilitante ¢ a
indicacdo de dois tercos das histerectomias e cerca de 25% das cirurgias ginecologicas
(PETRACCO; BADALOTTI; ARENT, 2009).

A Federacdo Internacional de Ginecologia e Obstetricia sugere uma classifica¢do a
fim de unificar diagndstico e condutas diante de sangramentos uterinos anormais conhecida
como sistema PALM/COEIN - Pélipo uterino (P), Adenomiose (A), Leiomiomia (L), lesdes
precursoras ¢ Malignas do corpo uterino (M), Coagulopatias (C), distarbios da Ovulacao
(O), disfun¢ao Endometrial (E), latrogénicas (I) e Nao classificadas nos itens anteriores (N)
- acronimo das possiveis alteragdes. Propde a discriminacdo entre sangramento agudo ou
ndo, e um fluxograma de investigagcdo do qual faz parte a bidpsia de endométrio (BENETTI-

PINTO et al., 2017, MADHRA et al., 2014; MUNRO et al., 2011).



Na avaliacdo ultrassonografica do endométrio, tanto a aparéncia como a espessura
dependem de se a mulher estd no menacme (e neste caso depende também do periodo do
ciclo menstrual) como se esta na menopausa. As medidas esperadas para o endométrio sao:
periodo menstrual 2-4 mm, fase proliferativa precoce (dia 16-14 do ciclo) 5 -7 mm; fase
proliferativa tardia ou pré-ovulatoria até¢ 11 mm; fase secretoria 7-16 mm.

A espessura tipica do endométrio na menopausa ¢ inferior a 5 mm. Esta espessura
pode varia em situacdes especificas com diferentes medidas em mulheres com antecedentes
de sangramento uterino anormal ou ndo e menopausa. Considera-se um risco aproximado de
7% se o endométrio estiver acima de 5 mm em mulheres na menopausa e com sangramento.
Sem antecedentes de sangramento, aceita-se uma variacdo de 8-11 mm; sendo o risco
esperado de carcinoma de endométrio se este valor ultrapassar 11 mm de 7% (GUPTA;
DESAI; BHATT, 2017; KIM; KIM; KIM, 2016; NALABOFF; PELLERITO; BEN-LEVI,
2001). Segundo a estatistica global de cancer GLOBOCAN, houve cerca de 382.069 novos
casos de cancer de corpo de utero em 2018 (BRAY et al., 2018). E entre as neoplasias
malignas que acometeram o sexo feminino, o cancer do corpo do tutero foi o sexto tipo mais
frequente.

Entre todos os canceres, o aumento do indice de massa corporal estd mais fortemente
associado a incidéncia e morte por cancer de endométrio. Segundo Schmandt et al., 2011, a
compreensdo dos mecanismos moleculares subjacentes ao papel do tecido adiposo e a
obesidade que contribuem para a patogénese do cancer de endométrio poderiam fornecer
estratégias racionais para a preven¢do da doenga primaria e recorrente (SCHMANDT et al.,
2011).

Este estudo se propds a analisar fatores relacionados ao sangramento uterino anormal
e espessamento endometrial em mulheres obesas candidatas a cirurgia bariatrica
comparando-as as mulheres em pré-operatdrio de cirurgia ginecoldgica ndo obesas a fim de
estabelecer quais variaveis melhor caracterizam mulheres sob risco de desenvolver lesdes
endometriais pré-malignas e malignas, incluindo o estudo do processo inflamatorio cronico
de baixa intensidade uma vez que este relaciona-se com o inicio, desenvolvimento e
progressdo de neoplasias malignas (CALi; MOLON; VIOLA, 2017; LIN; ZHANG, 2017;
VACHHARAIJANI; GRANGER, 2009).

Os marcadores da reacdo inflamatdria no sangue periférico estudados aqui foram o

fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), fator transformador de crescimento beta (TGF-p),



interleucina 6 (IL-6), interleucina 10 (IL-10) (LEE et al., 2015) pelo ensaio imunoenzimatico
(ELISA) no plasma obtido do sangue venoso periférico (THWE; AMIEL, 2018).

O padrao de identificagdo de fosfatase e homologo da tensina (PTEN) no endométrio
normal, ou com alteragdes pré-malignas e patologicas mostra certo padrdo. Nos tecidos sem
oposicdo estrogénica (hiper-estimulacdo estrogénica) existe a expressdo de PTEN, mas
podem ocorrer areas de glandulas negativas. Existem trabalhos que associam a perda de
PTEN a um risco aumentado de desenvolvimento de cancer de endométrio (MUTTER et al.,
2000, 2014). Outros estudos correlacionam a perda desta expressdo as lesdes classificadas
como lesdes intraepiteliais endometriais (EIN) (MONTE et al., 2010) potencialmente
malignas.

Por ultimo, espera-se que na identificagdo de alteracdes detectaveis no sangue
periférico, na natureza do sangramento uterino, nas repercussdes clinicas da obesidade,
existam alguns indicadores das possibilidades de tratamento deste agravo a satde das
mulheres sob risco aumentado de desenvolver lesdes precursoras ou de cancer de endométrio
(MADHRA et al., 2014; STRUFALDI, 2014).

A revisdo de literatura foi conduzida apds identificagdo de estudos primarios e
secundarios, correlacionando obesidade e processo inflamatorio, lesdes pré-malignas de
endométrio e cancer de endométrio, de fontes nacionais e internacionais, nas principais bases
de dados como LILACS, Scielo e PubMEd abrangendo, principalmente, o periodo entre
2010 e 2019.



2 JUSTIFICATIVA

E comum que mulheres candidatas a cirtrgica bariatrica apresentem sangramento
uterino anormal pré-existente ou resultante de alteragdes metabodlicas pos-cirurgicas, bem
como ocorram déficits nutricionais especificos como a diminui¢do das reservas de ferro,
devido a sindromes disabsortivas.

Mulheres nessa situagcdo sdo, entdo, encaminhadas ao ginecologista para que se
obtenha o controle da perda sanguinea e, consequentemente, da anemia. No entanto, a
maioria delas ndo terd o endométrio investigado, apesar de estarem no grupo de maior risco
para o desenvolvimento de lesdes endometriais. Este estudo se propos a avaliar a relacao
entre aspectos clinicos, o sangramento uterino anormal, o espessamento endometrial, o
processo inflamatorio relacionados as alteracdes endometriais e a obesidade. Compreender
todos estes aspectos em conjunto poderia evitar tanto o subtratamento como o
sobretratamento com intervencdes desnecessarias. Além disto, estas mulheres podem
apresentar alteracdes endometriais relacionadas ao desenvolvimento do cancer de

endométrio em estagios iniciais passiveis de intervengdes precoces.



g)

3 OBJETIVOS

Objetivo principal: Comparar através da avaliac¢do clinica, da histologia do endométrio e
do perfil inflamatorio no sangue periférico mulheres obesas e ndo obesas com sangramento
uterino anormal e espessamento endometrial e estabelecer uma correlagdo entre estes

aspectos e o maior risco de lesdes endometriais pré-malignas e malignas.

Objetivos especificos:

Identificar fatores clinicos relacionados ao sangramento uterino anormal e espessamento
endometrial em mulheres obesas e ndo obesas.

Avaliar os principais fatores de risco para o desenvolvimento de lesdes endometriais;
Estudar o endométrio de mulheres obesas e ndo obesas com sangramento uterino anormal e
espessamento endometrial através da histologia e da imuno-histoquimica;

Avaliar a expressao de PTEN no endométrio;

Avaliar interleucinas pro-inflamatorias (IL-6, TNF-a) e anti-inflamatdrias (IL-10, TGF-p3)
em mulheres obesas e ndo obesas;

Correlacionar os achados histoldgicos e imuno-histoquimicos endometriais ao processo
inflamatorio: interleucinas pro-inflamatoérias (IL-6, TNF-a) e anti-inflamatorias (IL-10,
TGF-B);

Padronizar a indicagdo da realizagdo de bidpsias endometriais para avaliagdo histologica e
imuno-histoquimica do endométrio em mulheres com sangramento uterino anormal e

espessamento endometrial.



4 MATERIAIS E METODOS

Foi realizado um estudo transversal, comparativo com amostra de conveniéncia.

4.1. Local

A coleta de dados, biopsias e amostras de sangue foram realizadas no Hospital
Regional da Asa Norte (HRAN) no ambulatério de cirurgia bariatrica e durante a internagao
pré-operatoria de candidatas a cirurgia bariatrica; assim como no ambulatdrio de ginecologia
oncoldgica ou durante a internagdo pré-operatoria de candidatas a cirurgia ginecoldgica
devido a sangramento uterino anormal. As dosagens de interleucinas foram realizadas na
Universidade de Brasilia no Laboratorio de Imunologia e os exames histologicos e THQ
foram processados em laboratorio parceiro sem o6nus.

4.2 Populacao

Populagdo de estudo: As mulheres convidadas a participar do estudo apresentavam
obesidade morbida, estavam em acompanhamento ambulatorial para a realizagao de cirurgia
bariatrica e apresentavam sangramento uterino anormal e espessamento endometrial
diagnosticado através de ecografia transvaginal previamente a cirurgia ginecologica e
bariatrica. O fluxograma a seguir mostra a inclusdo de mulheres entre julho de 2016 e julho
de 2018 (Fluxograma 1).

Fluxograma 1. Mulheres contatadas

Mulheres contatadas

Mulheres N3o
entrevistadas:

incluidas 63

Obesas: Nao obesas: Mulheres
35 21 excluidas: 37




Grupo controle

O grupo controle foi constituido por mulheres sintomaticas, com sangramento
uterino anormal, por doengas benignas, ndo obesas (IMC < 30) num total de 21 mulheres
(arroladas através do ambulatério de ginecologia) submetidas a biopsia devido ao
sangramento uterino anormal resistente ao tratamento clinico hormonal ou com anti-
inflamatorio.

A indicagdo de bidpsia foi devida ao sangramento uterino anormal e espessamento
endometrial detectado através de ecografia transvaginal realizada anteriormente aos
procedimentos cirurgicos independente de alteragdes estruturais (diagnostico de pdlipo,
adenomiose, leiomioma) ou ndo estruturais. Considerou-se espessamento endometrial
valores acima de 16 mm para mulheres no menacme, e para mulheres na menopausa acima

de 5 mm sem sangramento

4.3 Comité de Etica

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa sob nimero CAAE
45796515.3.0000.5553 Numero do Parecer: 1.129.075, de 15 de maio de 2015 (Apéndice
9.1).

Apoés esclarecimentos sobre o projeto, assinava-se fornecido o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

Um questiondrio foi preenchido com informagdes sobre hipertensdo, diabete,
tabagismo, asma (informacgdo gerada espontaneamente pelas mulheres), sindrome dos
ovarios policisticos, antecedentes de neoplasia maligna pessoal e familiar; peso, altura,
padrdo menstrual, uso de terapia hormonal e espessura endometrial que era obtida através
de exame de ultrassom transvaginal.

Foram 156 mulheres convidadas a participar do estudo (durante as reunides da
cirurgia bariatrica no terceiro sabado de casa més no auditério do HRAN); destas, 63 ndo
entraram no estudo. Para 93 mulheres foram feitas coletas de amostras; para analise
estatistica foram 56; trinta e sete ndo entraram na andlise estatistica: 15 por perda de amostras
durante o processamento; 10 por bidpsias sem sucesso; antecedentes de infarto miocérdico,
duas com antecedentes de neoplasia (mama em uso de tamoxifeno e neoplasia maligna de
endométrio usando dispositivo intrauterino hormonal); uma engravidou, entre outras
inadequacdes ao estudo como a falta de seguimento, isto €, o ndo retorno com a ecografia

transvaginal para avaliacdo da medida do endométrio e realizagdo da biopsia endometrial.



Entre 63 mulheres, eventualmente havia mais de um motivo para ndo inclusio: 4 ja
submetidas a histerectomia; 3 sem inicio da vida sexual; 3 na menopausa sem alteragdes
endometriais; 7 recusaram-se a participar no momento da coleta de endométrio; 2 por
tentativa de autoexterminio; 8 sem contato prévio a cirurgia; 11 utilizando algum tipo de
horménio (anticoncepcional, dispositivo intrauterino, tibolona); e outras que ndo retornaram
para dar continuidade como o0 ndo comparecimento para coleta de sangue ou endométrio.
Outras mulheres ja submetidas a cirurgia bariatrica procuraram ser atendidas na expectativa
de conseguir cirurgia plastica, ou para reconstrucdo de mama (pds cancer de mama
necessitando reconstru¢do com proétese), ou para corre¢do do sangramento uterino anormal
(aguardando histerectomias, inser¢do de dispositivo intrauterino, entre outros motivos).

Todas as mulheres arroladas pela cirurgia ginecologica foram operadas (26).

Foram coletas 17 colpocitologias oncéticas segundo o Protocolo Brasileiro de
Prevengdo de Cancer de Colo de Utero entre as mulheres obesas e inseridos 3 dispositivos
intrauterinos. Uma paciente obesa, ja submetida a cirurgia baridtrica, foi submetida a
histerectomia, trés meses daquele procedimento.

4.6 Critérios de exclusdo

Mulheres gestantes, com cancer genital conhecido ou diagnosticados ao longo do
periodo da pesquisa, soropositivas, com antecedentes de hiperplasia ou céancer de
endométrio, em terapia hormonal. Além destas, aquelas em uso de contraceptivos orais ou
dispositivo intrauterino contendo progesterona.

4.7 Tratamento dos resultados

Modelos regressao de Poisson com variancia robusta foram empregados e razdes de
prevaléncia com intervalo de 95 % foram calculadas para se analisar a intensidade da
associacdo entre varidveis demograficas e clinicas com as ocorréncias de histologia e de
PTEN alterados. Usou-se a regressdo de Poisson porque ela fornece uma melhor estimativa
das razdes de prevaléncia, que por sua vez representam de forma mais significativas para as
medidas de efeito para estudos transversais (BARROS; HIRAKATA, 2003). Empregou-se
o coeficiente kappa ponderado para se avaliar a concordancia entre os histologistas. Valores
médios das citocinas foram comparados entre pacientes obesos € ndo obesos empregando-
se o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. O nivel de significancia foi fixado em p-valor
< 0,05. As analises foram realizadas pelo aplicativo SAS 9.4.

4.8 Analise do perfil inflamatorio



No momento da coleta de dados, também foi feita a coleta de 20 mililitros de sangue
venoso periférico.

Foi feita separa¢do do plasma para dosagem de interleucinas (IL-10, TNF-a e TGF-
B, IL-6), e armazenados em frascos contendo 1 ml de plasma (1 a 3 criotubos) a -80°C,
rotulados e enumerados na sequéncia em que foram coletados.

A quantificacdo dos niveis de citocinas secretadas foi realizada através de ensaio
imunoenzimatico pelo método de ELISA. Os niveis de citocinas foram demonstrados em
valores absolutos (pg/mL)), de acordo com as instrugdes (eBioscience e R & amp; D
System). As placas foram lidas depois de adicionar solugdo de parada a 450 nm usando
espectrofotometro SpectraMax M3 (Molecular Devices, Sunnyvale, EUA).

4.9 Avaliacao histopatoldgica e imuno-histoquimica

Foram realizadas bidpsias ambulatoriais anteriores ou no momento da cirurgia
bariatrica, através de aspiracdo intrauterina com canula Endosampler de 3 mm; e
ginecologica, no momento da histerectomia. Cada amostra de endométrio foi armazenada
em formol e encaminhada ao laboratério de histologia para a realizagdo do diagndstico. Os
espécimes foram revistos por dois patologistas com especial interesse em patologia
ginecologica, os quais foram “cegos” quanto as informagdes clinico-patologicas. Cada
amostra ambulatorial foi realizada preferencialmente na primeira fase do ciclo menstrual nas
pacientes no menacme e em qualquer periodo em mulheres na pos-menopausa (se
apresentassem espessamento endometrial e sangramento uterino anormal). Entretanto, a
coleta também dependeu do momento cirargico.

As amostras endometriais foram realizadas em todas as mulheres sendo as indicagoes
o sangramento uterino anormal e espessamento endometrial independente de causas
estruturais (diagnodsticos ecograficos de polipo, adenomiose, leiomioma) ou nio estruturais
de sangramento.

As amostras foram fixadas em formaldeido 3,47%, embebidas em parafina e coradas
com hematoxilina-eosina (HE) e os resultados classificados pelos patologistas em: sem atipia
sem hiperplasia; hiperplasia simples; hiperplasia com atipia ou lesdo intraepithelial
endometrial; adenocarcinoma de endométrio. As mulheres com ou sem anormalidades
endometriais foram encaminhadas para e seguimento e tratamento com ginecologista em
suas regionais de origem ou foram submetidas histeroscopia cirurgica, inser¢do de
dispositivo hormonal ou histerectomia. As mulheres que apresentaram adenocarcinoma

foram encaminhadas para o tratamento adequado (cirurgia, radioterapia).



Cada entrevista ocorreu apenas uma vez, 0 mesmo acontecendo quanto as amostras
de endométrio e sangue periférico. Uma vez coletados os dados, o sangue periférico e o
endométrio, considerou-se que aquela mulher ndo mais apresentava o processo inflamatdrio
investigado por ter sido submetida a cirurgia.

Para imuno-histoquimica foi utilizado anticorpo monoclonal murinico 6h2.1 Dako,
usado a dilui¢cdo de 1:100 overnight; a 4°C.

A imuno-histoquimica foi classificada como positiva (considerado normal), PTEN
nulo/negativo quando o sinal foi ausente no nicleo e em compartimentos citoplasmaticos de
todas as células e em pelo menos uma glandula. PTEN null-cluster, quando a alteragao se
mostrava localizada e, PTEN null-diffuse, quando a alteracdo era difusa.

O Endosampler ¢ um dispositivo de succ¢ao de baixa pressdo que funciona como uma
cureta semirrigida de 3 mm com uma Unica ranhura na extremidade (Figura 1) ¢ angulado e
possui marcagdes em centimetros. A pressdo negativa € criada por uma seringa de 10 cm?
na base do dispositivo. Existe um mecanismo de mola de bloqueio na seringa que impede o
refluxo do espécime aspirado.

O endométrio coletado foi dividido em duas amostras:

- Amostra conservada em formol a 3,7%: para realizacdo de histopatologico
convencional e imuno-histoquimica (PTEN);

- Amostra conservada a — 80°C: para posterior reavaliagdo se necessaria.
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Figura 2. Endosampler e cavidade uterina
Fonte: MedGyn Endosampler ™



5 RESULTADOS
As mulheres que tiveram seus dados incluidos na andlise estatistica estavam
distribuidas conforme a tabela abaixo (Tabela 1).

Tabela 1. Distribui¢ao de mulheres por grupo

Bariatrica Ginecologica Total (n)
Nao obesas 0 21 21
Obesas 30(85,71%) 5(14,29%) 35
Total 30 26 56

IMC <30 =nio obesas. IMC > 30 =obesas N = numero de mulheres

Das 35 mulheres obesas 85,71 % participaram do estudo pela cirurgia bariatrica,
enquanto 14,29 % participaram pela cirurgia ginecologica (5 mulheres). Assim, para analise
estatistica os grupos estdo distribuidos em mulheres obesas (35) e ndo obesas (21) num total
de 56 mulheres.

Em relagdo aos dias de sangramento, as ndo obesas tinham em média 16,76 = 14,99
dias de sangramento, enquanto as obesas cerca de 10,72 + 9,25 dias; a espessura de
endométrio foi de 9,54 + 11,61 mm entre as ndo obesas, € de 9,30 £ 6,05 mm entre as obesas.
Em relacdo a intensidade do fluxo, 90,48% das ndo obesas e 85,71 das obesas apresentavam
fluxo intenso. Eram tabagistas: 2 pacientes ndo obesas (9,52%) e 3 obesas (8,57%). Tinham
hipertensao arterial (HAC) entre as ndo obesas 4 (19,05%) e 15 obesas (42,86%); diabetes:
3 ndo obesas (14,29%) e 8 obesas (22,86%); asma 1 ndo obesa (4,76%) ¢ 4 obesas (11,43%);
SOP nenhuma paciente ndo obesa e 5 obesas (14,29%). Nao houve hiperplasia com atipia
ou carcinoma entre as ndo obesas (21 mulheres). Entre as obesas, foram os seguintes
diagnosticos histologicos: sem atipia e sem hiperplasia 30 (85,71%), hiperplasia sem atipia
3 (8,57%), hiperplasia com atipia 1 (2,86%) e adenocarcinoma de endométrio 1 (2,86%)
(Tabela 2)

O menor IMC foi 19,5 em mulher que pesava 44 kg, tinha 44 anos referindo
sangramento por 30 dias; por outro lado, a paciente mais jovem também era a mais obesa
com IMC de 64,1 pesa 185,4 kg aos 27 anos de idade e sangramento por 9 dias.

A Unica variavel significativa entre os grupos foi a idade, sendo as mulheres nao

obesas significativamente mais velhas que as obesas (p=0,0097) (Tabela 2).



Tabela 2. Distribuicao de caracteristicas avaliadas por mulheres obesas e nao obesas

Grupo
Variaveis” Nao obesas Obesas p-valor?
Idade 47,47 £ 8,58 40,41 £7,13 0,0097
Dias de Sangramento 16,67 + 14,99 10,72 £ 9,25 0,1018
Espessura Endométrio
(cam) 9,54+ 11,61 9,30 + 6,05 0,4849
Renda Familiar (reais) 2087,56 £894,81 1695,88 + 791,32 0,1050
Fluxo Menstrual N) N) 0,6697
Nao intenso 2 (9,52) 5(14,29)
Intenso 19 (90,48) 30 (85,71)
Tabagismo 0,8218
Nao fuma 16 (76,19) 24 (68,57)
Fumante 2 (9,52) 3(8,57)
Ex fumante 3 (14,29) 8(22,86)
Hipertensao arterial N) N) 0,0685
Nao 17 (80,95) 20 (57,14)
Sim 4 (19,05) 15 (42,86)
Diabetes o) o) 0,5079
Nao 18 (85,71) 27 (77,14)
Sim 3 (14,29) 8(22,86)
Asma ™) () 0,6402
Nao 20 (95,24) 31 (88,57)
Sim 1 (4,76) 4(11,43)
Sindrome ov. Policisticos ™ ™ 0.1452
(SOP)
Nao 21 (100,00) 30 (85,71)
Sim 0 (0,00) 5(14,29)
Histologia ™) ™) 1,000
S/ Atipia e S/ Hiperplasia** 19 (90,48) 30 (85,71)
Hiperplasia Sem Atipia 2 (9,52) 3(8,57)
Hiperplasia com Atipia 0 (0,00) 1(2,86)
Adenocarcinoma 0 (0,00) 1(2,86)
PTEN ™) ™) 0,4803
Nao funcionou 2(9,52) 1(2,86)
Positivo 15 (71,43) 23 (65,71)
Null Cluster 4 (19,05) 9 (25,71)
Null Difuse 0 (0,00) 2(5,71)




* Valores expressos em porcentagem (%) ou média =+ desvio padrao

**A descrigdo destes diagnosticos encontra—se no apéndice 9.5

# p-valor obtido pelo teste de qui-quadrado ou Mann-Whitney

Total de mulheres: 56

Idade em anos.

(N) — niimero de mulheres

PTEN - Phosphatase and tensin homolog (fosfatase e homoélogo da tensina

A tabela 3 mostra as varidveis IMC, HAC, dias de sangramento e espessura

endometrial em relagdo ao risco de ocorréncia de histologia alterada.

Tabela 3. Razdo de risco bruta e ajustada para a ocorréncia de histologia alterada por
variaveis clinicas selecionadas (n = 47)

Variaveis Clinicas Razio de Prevaléncia - RP (IC 95 %)
Bivariada p-valor Ajustada® p-valor

IMC 1,03 (0,95; 1,13) 0,4444 1,11 (1,01; 1,22) 0,0256
HAC 0,4470 0,0122

Nao 2,27 (0,27, 18,68) 0,4470 4,76 (1,40; 16,13) 0,0122

Sim 1 - 1 -
Dias de sangramento 1,07 (1,04; 1,09) <0,0001 1,13 (1,04; 1,22) 0,0045
Espessura do | 1,04 (0,98; 1,09) 0,1844 1,13 (1,05; 1,21) 0,0010
endométrio (mm)

a— Ajustada IMC, HAC, dias de sangramento e tamanho do endométrio
Obs.: Das 56 mulheres, 6 ndo realizaram ecografia para avaliagdo de espessura do endométrio; em 3 o
endométrio foi descrito como ndo identificado.

Na analise bivariada, a Ginica variavel associada significativamente com a ocorréncia
histologia alterada foi o numero de dias de sangramento, que apresentou uma associa¢ao
positiva com a ocorréncia de histologia alterada; isto ¢, quanto mais dias de sangramento,
maior a possibilidade de haver alteragdes endometriais (Tabela 3).

Por outro lado, na andlise multivariada (Tabela 3) todas as varidveis IMC, pressao
arterial, dias de sangramento e espessura do endométrio se mostraram associadas positiva e
significativamente com a ocorréncia de histologia alterada. Ou seja, para cada acréscimo de
uma unidade no IMC a prevaléncia de histologia alterada aumentou em 11% (p = 0,0256).
Mulheres sem hipertensdo apresentaram uma prevaléncia de histologia alterada 4,76 vezes
maior do que mulheres com hipertensdo arterial (p = 0,0122). Por outro lado, para cada
aumento em um dia de sangramento ou para cada aumento de um milimetro na espessura do
endométrio a prevaléncia de alteracdo histologica aumentou em 13 % (p = 0,0045 e p =

0,0010, respectivamente).



Foi feita avaliacdo do fragmento de endométrio comparando o tamanho do mesmo
em relacdo a histologia alterada ou ndo uma vez que poderia ter havido diferenca no tamanho
das amostras prejudicando a avaliacdo histoldégica. A Tabela 4 mostra o tamanho em

milimetros quadrados dos fragmentos e o “p-valor”.

Tabela 4. Valores médios da area do fragmento do endométrio entre histologia alterada e
ndo alterada

Histologia (cm?)

Variavel” Alterada | Nio Alterada p-valor”

Area do fragmento  do
2,79+2,86 1,72+1,37 0,6532

endomeétrio

* Valores expressos em média + desvio padrao

# p-valor calculado pelo teste ndo paramétrico de Mann-Whitney

Conclusdao — ndo houve diferenga significativa da 4rea média do fragmento do
endométrio em relag@o ao diagndstico de histologia alterada ou nao (p = 0,6532).

As avaliacdes dos histologistas apresentaram concordancia perfeita em relagdo a

IHQ, ou seja, kappa = 1 em relagdo ao PTEN. (Tabela 5)

Tabela 5. Avaliagio de concordancia entre IHQ" 1 ¢ IHQ 2 (PTEN)

PTEN 2 Total

PTEN

1 0 1 2 3

3 0 0 0 3

0 5.36 0.00 0.00 0.00 5.36
0 38 0 0 38

! 0.00 67.86 0.00 0.00 67.86
0 0 13 0 13

? 0.00 0.00 23.21 0.00 23.21
0 0 0 2 2

3 0.00 0.00 0.00 3.57 3.57
3 38 13 2 56

Total
5.36 67.86 23.21 3.57 100.00

Analise estatistica de concordancia entre os resultados de imuno-histoquimica® (IHQ) PTEN
com intervalo de confianga de 95%. Kappa igual a 1.0.



Foi feita andlise das varidveis como IMC, HAC, dias de sangramento, e espessura
endometrial em relagdo as alteracdes de PTEN. Tanto na anélise bivariada quanto na analise
multivariada apenas a ocorréncia de HAC se mostrou associada com a ocorréncia de PTEN
alterado. Mulheres com HAC apresentaram uma prevaléncia de 2,55 vezes maior de
alteracdo de PTEN do que pacientes sem HAC, apds o ajuste das demais varidveis (p =

0,0380) (Tabela 6).

Tabela 6. Razdo de risco bruta e ajustada para a ocorréncia de PTEN alterada por
variaveis clinicas selecionadas (n = 45)

Razio de Prevaléncia - RP (IC 95 %)
Bruta p-valor Ajustada p-valor
0,7
IMC 1,02 (0,98; 1,06) 0,2553 1,00 (0,96; 1,05) 964
0,0
HAC 0,0187
380
Nio 1 -1 -
0,0
Sim 2,72 (1,18; 6,26) 0,0187 2,55 (1,05; 6,17)
380
0,9
Dias de Sangramento 1,00 (0,97; 1,03) 0,8200 1,01 (0,97; 1,04) o
0,6
Espessura Endométrio | 0,98 (0,93; 1,03) 0,4689 0,99 (0,94; 1,04) 416

a— Ajustada IMC, HAC, dias de sangramento e tamanho do endométrio

As histologias consideradas normais foram sem atipia e sem hiperplasia; em seguida
o diagndstico de hiperplasia sem atipia, depois hiperplasia com atipia (EIN) e por fim o
diagnéstico de adenocarcinoma de endométrio, considerado o mais grave e patologico

(Tabela 7).

Tabela 7. Associacdo entre resultados histologicos e PTEN

Cédigo PTEN
Histologia* Positivo Null Cluster Null Difuse
Sem atipia e sem hiperplasia’ 33 (71,74) 13 (28,26) 0(0,00)
Hiperplasia sem atipia 5 (100,00) 0(0,00) 0 (0,00)
Hiperplasia com atipia 0(0,00) 0(0,00) 1 (100,00)




Adenocarcinoma de endométrio 0 (0,00) 0 (0,00) 1 (100,00)

1 — Vide diagndsticos no apéndice 9.5
* Valores expressos em frequéncia (%) — Teste de Qui-quadrado de Cochran-Mantel e Haenszel para
correlagdo (CMH) = 9,57; p-valor = 0,0076.

Existiu uma associa¢do entre a gravidade da histologia e a gravidade do PTEN
(CMH=9,57; p = 0,0076), no sentido de que quanto maior a gravidade da histologia maior
a gravidade do PTEN.

Seguem alguns exemplos de laminas representando a imuno-histoquimica (IHQ) e

coradas em HE (Hematoxilina-eosina)

LAMINA THQ: Endométrio sem hiperplasia ou atipias. Perda focal, em um agrupamento de células
epiteliais endometriais, da expressdo de PTEN (PTEN null clusters) (Imunohistoquimica para PTEN, 200X).
LAMINA HE: Endométrio sem hiperplasia ou atipias (HE 200X)

LAMINA IHQ Endométrio sem hiperplasia ou atipias. Perda focal, em agrupamentos, da expressdo
de PTEN (PTEN null clusters) pelas células epiteliais endometriais (Imunohistoquimica para PTEN, 200X)
LAMINA HE: Endométrio sem hiperplasia ou atipias (HE 100X).



Figura 5. Endométrio e IHQ e HE
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LAMINA IHQ: Hiperplasia endometrial com atipias. Perda difusa da expressio de PTEN (PTEN null
diffuse) nas celulas neoplasicas (Imunohistoquimica para PTEN, 200X).
LAMINA HE: Hiperplasia endometrial com atipias (HE 200X)

Figura 6. Endométrio IHQ e HE

¥

Adenocarcinoma endometrioide FIGO I, perda difusa de PTEN (100x)

Em relagdo as interleucinas, as figuras abaixo representam a distribui¢do dos
resultados de forma semelhante dos valores médios de IL-10, TGF-f3, TNF-a e IL-6 (Figura
7. TNF-a; Figura 8. IL-6; Figura 9. TGF-$ e Figura 10. IL-10).

Figura 7. TNF-a Figura 8. IL-6
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Figura 9. TGF-B Figura 10. IL-10
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6 DISCUSSAO

O sangramento uterino anormal ¢ uma queixa comum entre as mulheres durante
consultas ginecologicas e contribui com boa parte das consultas devido as repercussodes e
prejuizos na qualidade de vida (PETRACCO; BADALOTTI; ARENT, 2009). Nao obstante,
existem grupos de mulheres, para as quais o sangramento uterino anormal e o espessamento
endometrial podem estar associados a alteragdes endometriais pré-malignas ou malignas
(MATSUO et al.,, 2015; SCHMANDT et al.,, 2011). A despeito das associacdes
epidemioldgicas, os mecanismos relacionando obesidade e o adenocarcinoma de endométrio
do tipo endometridide ainda ndo sdo completamente compreendidos mas, entre as
associacdes estdo o efeito proliferativo do excesso de estrogénio sem oposi¢ao da
progesterona sobre o endométrio em mulheres no menacme anovulatérias (SOP)
(CHARALAMPAKIS et al., 2016) e na menopausa a terapia hormonal (TH) e obesidade
(fonte estrogénica) (O’ROURKE, 2014), a resisténcia a insulina (GARG et al., 2014;
VUCENIK; JONES; MCLENITHAN, 2015) e o estado pro-inflamatorio observado no
excesso de tecido adiposo associados a sindrome metabdlica e suas repercussdes sobre o
endométrio. O estudo de alguns destes fatores fez parte desta discussao.

Em relagdo a distribuicdo das mulheres em obesas (média de idade de 40,41 + 7,13
anos) e ndo obesas, estas eram as mais velhas (média de idade de 47,47 + 8,58 anos) com a
idades variando entre 33 e 77 anos. Embora mais velhas, as mulheres ndo obesas ndo
apresentaram hiperplasia com atipia ou carcinoma. O diagnostico de cancer de endométrio
ocorreu em uma mulher cuja medida do endométrio foi de 22 mm, apresentava sangramento
menstrual por cerca de 30 dias seguidos, aos 51 anos e com IMC de 35,5. Por outro lado, a
literatura apresenta como sendo a idade média para o aparecimento do cancer de endométrio
de 63 anos. A maioria das pacientes apresenta idade entre 50 e 59 anos; cerca de 20% a 25%
sdo diagnosticadas antes da menopausa, e entre estas, somente 5% estdo abaixo dos 40 anos
de idade (DISAIA, PHILIIP J., CRESMAN, 2018).

Segundo Cresman et al, alteracdes endometriais podem ser identificadas a partir da
queixa de sangramento uterino anormal ou pelo espessamento endometrial diagnosticado
através de ultrassom transvaginal realizado com o objetivo de investigar o endométrio
(DERMAWAN et al., 2019) ou outras patologias relacionadas a consulta ginecoldgica
(DISAIA, CRESMAN, 2018). A identificagdo de provaveis causas para o sangramento
uterino anormal ou para o espessamento endometrial sdo fundamentais a conduta seguinte

(AUCLAIR et al., 2019; MUNRO et al., 2011). Mulheres obesas, em geral, apresentam



comorbidades como hipertensdo, diabete, isquemias miocardicas, risco aumentado para
tromboembolismo. Sendo assim, o risco-beneficio da conduta terapéutica, clinica ou
cirargica (SEIF; DIAMOND; NICKKHO-AMIRY, 2015) também deve ser bem avaliado.

Neste trabalho, o sangramento uterino anormal, em dias e volume de sangramento
bem como a espessura do endométrio demonstraram associagdo com as alteragdes
endometriais.

Estudos mostram que pacientes assintomaticas, candidatas a cirurgia bariatrica
apresentaram 27,6% das bidpsias realizadas com cureta de Pipelle com resultados alterados,
e entre os diagnosticos estdo hiperplasia, metaplasia ou polipos (KAIYRLYKYZY et al.,
2015). Em estudo recente, cerca de 15% das pacientes submetidas a bidpsia de endométrio
com resultados histologicos semelhantes apresentavam antecedentes de neoplasias de mama
e coOlon, e 26% com antecedentes de TH de duragdo variavel. Entretanto, nem os fatores de
risco aumentaram a probabilidade de as pacientes receberem novo acompanhamento nem
de apresentarem a probabilidade de desenvolver atipias ou malignidade em amostras
subsequentes (DERMAWAN et al., 2019). Entre o subconjunto de mulheres que receberam
amostragem endometrial subsequente, apenas o IMC esteve significativamente relacionado
a probabilidade de uma histologia de atipia endometrial ou malignidade.

Estudos anteriores demostraram prevaléncia de 6,8% de hiperplasia ou cancer de
endométrio em pacientes com IMC > 35 (ARGENTA et al., 2014). Viola et al. (2008)
encontrou hiperplasia em 6,7% de mulheres obesas ou obesas assintomaticas, tanto na pré
como pds-menopausa, submetidas a biopsia de Pipelle (VIOLA et al., 2008). Neste estudo,
foram 56 diagndsticos histolégicos em mulheres com queixa de sangramento uterino
anormal e espessamento endometrial: 49 sem hiperplasia e sem atipias; 3 hiperplasias
simples; uma hiperplasia com atipias e um adenocarcinoma endometridide.

Por outro lado, o estimulo do endométrio pelo estrogénio sem o efeito de
diferenciagdo da progesterona ¢ um fator etioldgico primario associado ao desenvolvimento
de hiperplasia endometrial e adenocarcinoma (MATTHEWS, 2015; SEIF; DIAMOND;
NICKKHO-AMIRY, 2015) Fontes enddgenas (anovulagdo ¢ obesidade) (ZHANG et al.,
2010) e exdgenas (terapia hormonal) sem oposi¢do ao estrogénio aumentam o risco de
carcinoma de endométrio (BERCHUCK; BOYD, 1995; LINKOV et al., 2014). Mulheres
obesas apresentam producgdo extragonadica de estrogénios favorecendo o espessamento
endometrial. Neste trabalho, trinta e cinco mulheres apresentaram IMC > 30 ao mesmo

tempo em que apresentaram queixa de sangramento menstrual aumentado em dias, volume



e frequéncia (BENETTI-PINTO et al., 2017; MUNRO et al., 2011) corroborando com a
possibilidade de alteracdes endometriais por aquela etiologia e entre elas o cancer de
endométrio (BHASKARAN et al., 2014). Assim ¢ que, para cada acréscimo no IMC, a
prevaléncia de histologia alterada aumentou em 11%; para cada aumento em um dia de
sangramento e para cada milimetro na espessura do endométrio, a prevaléncia de alteracdes
endometriais aumentou em 13%.

Apesar da obesidade estar relacionada a sindrome metabolica, e a alteragdes como
resisténcia a insulina, ao diabete e ao ovario policistico, neste estudo ndo foi possivel
identificar esta associacdo pois ndo houve alteracdes endometriais em mulheres com DM e
SOP provavelmente devido ao nimero de mulheres na amostra (FAIR; MONTGOMERY,
2009; ZHANG et al., 2010). Em relagdo a este aspecto, cabe salientar que as obesas eram
também mais jovens, periodo em que ainda é pouco frequente o aparecimento de lesdes
endometriais ou cancer de endométrio, como ja mencionado anteriormente (SANDERSON
et al., 2017). Por outro lado, o sobrepeso, a obesidade e a sindrome metabolica oferecem
um ambiente favoravel ao desenvolvimento, progressao e recorréncias de tumores tornando
estas mulheres susceptiveis de desenvolver lesdes endometriais ao longo do tempo
(ANVEDEN et al., 2017; J., 2014; PARK et al., 2014)

Em relacdo as amostras de endométrio, existem trabalhos comparativos do tamanho
do espécime mais adequado entre a bidpsia aspirativa com canula de Karmam, Pipelle e
Endosampler entre outras, e neste trabalho, optou-se pela tltima em funcdo da facilidade de
aquisicdo, manuseio e quantidade aparente de material (ZUTSHI et al., 2018) bem como
trabalhos que procuram estruturar a avaliagao do espécime pelo patologista a fim de diminuir
diagnésticos inadequados (BREIJER et al., 2016). As amostras coletadas e insuficientes para
analise ocorreram em pacientes com muitos dias de sangramento e quando a coleta se deu
proxima ao término deste. As amostras eram coletadas no momento da internagdo para
cirurgia, de outra forma, como as mulheres apresentavam periodos prolongados de
sangramento era mais dificil coletar as amostras dentro de um periodo mais adequado. Ou
seja, as amostras endometriais eram coletas no melhor momento possivel, mas nao
necessariamente no melhor periodo do ciclo. Na literatura, ainda existem controvérsias
quanto aos critérios para se definir quando o espécime estd adequado para o diagnostico
histolégico (MCCLUGGAGE, 2006; PHILLIPS; MCCLUGGAGE, 2005) na medida em
que diversos dispositivos de uso ambulatorial vem substituindo a internacdo com anestesia

e curetagem semidtica, considerada anteriormente, padrao ouro. Outro aspecto considerado



em diversos estudos relativos a sensibilidade, especificidade e acuracia relacionam-se a fase
de vida da mulher (menopausa ou ndo), ao diagnostico encontrado e a habilidade na
realizacdo da biopsia pelo ginecologista. Ao contrario do que se espera, ainda existem falhas
a serem vencidas quanto ao diagnostico por biopsia de endométrio (VAN HANEGEM, N.,
PRINS, M.M.C., BONGERS, M.Y., OPMEER, B.C., SAHOTA, D.S., MOL, B.W.J.,
TIMMERMANS, 2016) e Reijnen et al propde um valor minimo de superficie endometrial
de 35 mm? para valores preditivos positivo e negativos de 92,6% e 85,7%, respectivamente
(REIINEN et al., 2017). Nao houve diferenga significativa da drea média do fragmento do
endométrio em relagdo a histologia (p = 0,6532) na presenga (2,7942,86) ou auséncia de
alteracdes endometriais (1,72+1,37); neste trabalho a presenca de endométrio alterado ndo
modificou a quantidade de fragmento obtido.

O diagnostico histologico foi dividido em 4 categoria (sem atipias e sem hiperplasia;
hiperplasia sem atipias; hiperplasia com atipias/EIN e carcinoma de endométrio).
Diagnosticos discordantes foram resolvidos através de consenso através de microscopio com
multiplas oculares.

Em seguida, foi avaliado o indice de concordancia dos resultados de imuno-
histoquimica (IHQ). Neste caso, kappa foi igual a 1, isto é, 100 % de concordancia entre os
observadores. A IHQ em muitas patologias pode identificar a origem ou a linhagem celular
que caracteriza a neoplasia maligna permitindo um tratamento adequado (KASPAR;
CRUM, 2015). Em relacdo ao cancer de endométrio do tipo I, carcinoma endometridide, 5
alteracdes moleculares ja foram descritas e sdo a instabilidade microssatélite (MSI) e
mutagdes no PTEN, K-ras, PIK3CA e B-caterina (LLAURADO et al., 2012). Tem sido
proposto que a MSI seja precedida por alteragdes PTEN. Quando considerada isoladamente,
a IHQ para PTEN continua a provocar visdes conflitantes quando se trata de sua utilidade
como biomarcador nas EH e seu valor como preditor de progressao de EH para EC. Mas
sem duvida, seu papel no processo de carcinogénese endometrial ¢ ainda de grande
importancia e, portanto, a investigagdo sobre a inclusdo de sua avaliagdo em qualquer
"perfil" de biomarcador deve ser incentivada (SANDERSON et al., 2017).

Foi realizada IHQ para PTEN, uma vez que a inativagdo do gene supressor de tumor
PTEN tem sido associada a neoplasia intra-epitelial (EIN) endometrial e ao desenvolvimento
de adenocarcinoma de endométrio (GEORGESCU et al., 2016; WENHAM; BANSAL;
YENDLURI, 2009).



Em relacdo ao PTEN e as varidveis avaliadas (IMC, HAC, espessura do endométrio,
dias de sangramento), apenas a HAC mostrou-se como fator de risco para as anormalidades
de PTEN de forma significativa. E possivel que estes dados estejam relacionados a evolucio
de quadros ao longo do tempo pois idade, obesidade, sindrome metabdlica e alteracdes
endometriais com alteragdes da expressdo de PTEN compdem o quadro de fatores de risco
para o cancer de endométrio, isto €, a sindrome metabolica. No entanto, seriam necessarias
mais analises com um grupo maior de mulheres para conclusdes mais expressiva ao longo
de um periodo maior de tempo. A inativacdo ou perda de PTEN ¢ observada em 40% dos
canceres endometriais do tipo I(endometridide). Juntamente com o IGF-1 circulante elevado
(fator de crescimento I), a perda de PTEN promove a hiperatividade da via PI3K / AKT /
mTOR (alteracdes nas vias de sinalizagdo intracelular comuns & sindrome metabdlica e
obesidade) (JU et al., 2013; MATIAS-GUIU; PRAT, 2013) e facilita o crescimento do
cancer endometrial em individuos obesos (MUTTER et al., 2014; OZDEMIR et al., 2015;
SCHMANDT et al., 2011), isto &, pelas vias de proliferagao celular dependentes do controle
de varias kinases (AHMED FOUAD YOUSEF; AANEI, 2017; BARBERIS et al., 2016).

Trabalhos relatam que o carcinoma de endométrio do tipo I é sempre precedido em
tr€s ou quatro anos por um precursor geneticamente mutado, a neoplasia intraepithelial
endometrial (EIN). Este precursor tem uma aparéncia histologica distinta que permite seu
diagnostico pelo patologista, entretanto a carcinogénese comegou muito antes que qualquer
lesdo de EIN tenha comecado a se desenvolver (MONTE et al., 2010).Por outro lado,
somente as mutacdes no PTEN ndo sdo suficientes para causar a neoplasia de endométrio,
pois 35 % da taxa de lesdo latente definida como perda de PTEN ¢ contrabalangada com um
risco de 2,5% de cancer ao longo da vida. Fatores com a hiper-estimulagdo estrogénica sem
oposicdo da progesterona (obesidade, SOP) contribuiriam para a perda da expressdo de
PTEN no tecido endometrial. A perda de PTEN em aglomerados de glandulas endometriais
segue um padrdo monoclonal, ou seja, essas células compartilham o mesmo status de
expressao de PTEN. O clone de células que ndo expressam PTEN ¢ designado como EIN
(MUTTER, 2000; MUTTER et al., 2000) ¢ esta associado com a maior ocorréncia de
carcinoma endometrial através da transformagdo de suas células.

Segundo alguns autores, a hiperplasia atipica ou neoplasia intraepithelial endometrial
(Figura 5) comporta a possibilidade de 25 a 59% de coexisténcia de cancer invasor (EMONS
et al., 2015). Neste estudo houve correlacdo entre a gravidade da histologia e a gravidade do

PTEN (CMH=9,57; p = 0,0076), no sentido de que quanto maior a gravidade da histologia



maior a alteracdo do PTEN (Figura 6, Adenocarcinoma endometrioide FIGO I, perda difusa

de PTEN (100x)).

Em relagdo ao processo inflamatorio, foram possiveis algumas observacdes.

Muito mais que um local de armazenamento energético, considera-se o tecido
adiposo como uma estrutura dindmica, envolvida em muitos processos fisiologicos e
metabolicos, que produz e libera uma grande variedade de peptideos ativos conhecidos pelo
nome genérico de adipocinas, que atuam exercendo efeitos endodcrinos, pardcrinos e
autdcrinos (PINTO, 2014; VACHHARAJANI; GRANGER, 2009). Além disso, expressa
inumeros receptores que lhe permite responder a sinais aferentes oriundos de oOrgaos
endocrinos e também do sistema nervoso central os quais modulam diversos processos, que
incluem apetite, gasto energético, imunidade e reacdo inflamatoria bem como inicio,
crescimento, progressao e recorréncia de tumores malignos ou sua remissdo (HEGMANS;
AERTS, 2013; PARK et al., 2014).

O excesso de tecido adiposo leva a um processo disfuncional que produz niveis de
citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatorias, juntamente com perfis alterados de
adipocinas, suficientes para caracterizar um processo inflamatorio cronico de baixa
intensidade relacionado ao desenvolvimento da doenga metabdlica e de neoplasias malignas
atribuidas a obesidade (HOTAMISLIGIL, 2017).

O microambiente tumoral ¢ complexo e abrange varias vias de ativagdo para
iniciagdo, promogdo, manutengdo e progressio das alteragdes tumorais (CALI; MOLON;
VIOLA, 2017; KARKI; MAN; KANNEGANTI, 2017; LIN; ZHANG, 2017) Basicamente,
entre as células do sistema imune (SI) inato e adaptativo recrutadas para o local do tumor,
os macrofagos sdo particularmente abundantes e estdo presentes em todos os estagios da
progressdo do tumor (NOY; POLLARD, 2014). Ou seja, tudo vai depender do fendtipo
adquirido pelos macrofagos (M1, pro-inflamatdrios e citotoxicos ou M2, responséaveis pela
resolucdo da inflamacdo) (SOLINAS et al., 2009), que sdo metabolicamente ativos,
influenciando as funcdes locais e sist€émicas pela secrecdo de uma grande diversidade de
moléculas, como citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento.

Neste contexto, IL-10 e TGF-beta ao mesmo tempo em que sdo responsaveis pela
resolucdo da inflamagao, sdo também responsaveis pela progressdo tumoral; por outro lado,
TNF-alfa e IL-6, seriam responsaveis pela agdo citotoxica sobre as células tumorais, mas

estimulam a angiogénese e aumentam a invasdo, motilidade e evasdo de células tumorais



além de promover a disseminagdo, sobrevivéncia e crescimento de células tumorais. Cada
uma dessas atividades esta relacionada a uma subpopulacdo identificdvel de macréfagos bem
como ao desenvolvimento de diferentes patologias e canceres (LIN; ZHANG, 2017) . Os
polimorfonucleares (PBMC) das quais fazem parte linfocitos, mondcitos e macroéfagos sao
importantes agentes na reagdo inflamatoria. Os macrofagos em contato com células tumorais
produzirdo interleucinas e, a depender desta interagdo, a evolucao da doenca.

E importante ressaltar que, ao longo da evolugdo da neoplasia maligna, diferentes
subconjuntos de células do SI, tanto dos compartimentos imunes inatos quanto nos
adaptativos, alcancam o microambiente tumoral, exibindo fungdes opostas & medida que a
lesdo progride (CALI; MOLON; VIOLA, 2017; CORREA et al., 2017). A inflamagdo
permeia todos os estdgios da carcinogénese por diferentes vias de sinalizagdo (KARKI;
MAN; KANNEGANTI, 2017).

Neste sentido, este estudo procurou avaliar os valores de IL-10 e TGB-beta, como
representantes do perfil anti-inflamatério, ¢ de outro lado, IL-6 e TNF-alfa como
representantes do processo inflamatério, em obesas (consideradas susceptiveis de
apresentarem hiperplasias, EIN ou cancer de endométrio) e ndo obesas. Nao houve diferenga
nos valores médios de interleucinas de pacientes obesas € ndo obesas (CORREA etal.,2017;

GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2010).



7 CONCLUSAO

Mulheres que apresentam sangramento uterino anormal e espessamento endometrial
apresentam alteragdes que necessitam ser investigadas especialmente naquelas cujo IMC
estd acima de 30.

Tanto homens como mulheres tém aumentado substancialmente de peso (IMC) em
todas as faixas etarias, ao longo dos anos, e mais frequente também tem sido o aparecimento
de cancer de endométrio do tipo I (endometridide) em mulheres mais jovens, com sobrepeso
ou obesas. Este trabalho permitiu identificar aspectos clinicos como dias de sangramento,
espessura endometrial, alteragdes THQ e alteragdes inflamatorias correlacionadas a
alteracdes endometriais mais proeminentes em um grupo especialmente de risco, isto &,
mulheres obesas comparando-as a ndo obesas, com sangramento uterino anormal e
espessamento endometrial. Quanto mais dias de sangramento e mais espesso o endométrio,
maiores as possibilidades de alteracdes endometriais.

Aparentemente, os diagndsticos histologicos foram possiveis a partir de bidpsias
ambulatoriais, quer existissem ou ndo alteracdes endometriais. A THQ pdde fornecer
informacgdes complementares ao estudo histoldgico, principalmente ao demonstrar a perda
difusa da expressao de PTEN em histologias de endométrio progressivamente mais alteradas
em mulheres hipertensas.

A presenca de processo inflamatorio e alteragdes endometriais poderia vir a ser um
bom marcador prognostico e evolutivo destas alteragdes em mulheres obesas com
sangramento uterino anormal e espessamento endometrial. Ao mesmo tempo, a
compreensdo dos mecanismos envolvidos no processo inflamatério poderia fornecer alvos
para terapias mais eficazes para o controle da doenca metabdlica, da obesidade e do
desenvolvimento de neoplasias a elas relacionadas. Neste trabalho, a distingdo entre obesas
e ndo obesas mostrou-se limitada provavelmente devido ao fato de incluir mulheres com
IMC a partir de 30 como obesas e ndo 25, o que seria ideal.

Um estudo comparativo com maior nimero de mulheres poderia esclarecer e
confirmar os aspectos estudados aqui (hipertensdo arterial, obesidade, IMC, espessura do
endométrio, dias de sangramento) e outros que possam estar relacionados a obesidade (como
a sindrome metabolica), ao sangramento uterino anormal e espessamento endometrial, as
alteracdes endometriais e ao processo inflamatorio envolvidos na génese de lesdes pré-
malignas e malignas de endométrio. Talvez este seja um modelo de estudo para compreensao

de outros mecanismos envolvidos com o processo inflamatdrio e com neoplasias malignas



relacionadas a obesidade. Este estudo demonstrou que, para cada acréscimo de uma unidade
no IMC ocorre uma alteragao significativa na histologia, além dos dias de sangramento e
espessura endometrial.

Nao menos importante, parece ser a realizacdo de biopsia endometrial em mulheres
jovens com sangramento uterino anormal e espessamento endometrial com sobrepeso e
obesas antes da institui¢ao de tratamento, clinico ou cirurgico, tendo em vista a possibilidade
de diagnodsticos de lesdes potencialmente malignas (hiperplasia com atipia/ EIN) ou
malignas. O tratamento destas alteracdes, EIN e lesdes malignas, pode variar bastante; como
as EIN sdo consideradas potencialmente malignas ou coexistem com neoplasias malignas,
em alguns locais o tratamento ¢ a histerectomia total radical sendo equiparada a neoplasia
maligna.

A padronizacdo do estudo do endométrio através de biopsias poderia ser realizada
em situagdes como: mulheres com 40 anos ou mais, com sangramento uterino anormal e
endométrio espessado (>16 mm em qualquer fase do ciclo) na auséncia de alteracdes
estruturais endometriais com IMC acima de 30 devido ao maior risco de céancer de
endométrio; as demais indicacdes para a menopausa deveriam ser mantidas com maior
atencao também para mulheres com IMC acima de 30.

E possivel que, o controle da obesidade, a diminuicdo do processo inflamatério, e a
investiga¢cdo do endométrio minimizem o risco de altera¢gdes endometriais em mulheres com
sangramento uterino anormal e espessamento endometrial. No entanto, os valores médios de
IL-10, TGF-Beta, TNF-Alfa e IL-6 ndo foram significativamente diferentes entre mulheres
obesas e ndo obesas. Assim, ndo foi possivel correlacionar as alteragdes histoldgicas e THQ

com os valores encontrados de interleucinas.
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9 APENDICES

9.1 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE

A Senhora estd sendo convidada a participar do projeto: “Avaliagcdo clinica,
histologica e molecular do endométrio de pacientes com obesidade morbida no menacme e
sangramento uterino anormal/ espessamento endometrial antes e apds a realizagdo de
cirurgia bariatrica”.

O nosso objetivo ¢ avaliar a relacdo entre sangramento uterino anormal/
espessamento endometrial, perfil de citocinas/quimiocinas e o risco de cancer uterino em
mulheres obesas antes e apos perda de peso induzida por cirurgia bariatrica. A senhora
receberd todos os esclarecimentos necessarios antes e no decorrer da pesquisa e lhe
asseguramos que seu nome ndo aparecera sendo mantido o mais rigoroso sigilo através da
omissao total de quaisquer informagdes que permitam identifica-la.

A sua participacdo serd através de um questiondrio que vocé devera responder no
ambulatorio de cirurgia baridtrica ou ginecologia em data combinada com um tempo
estimado para seu preenchimento de 30 minutos. Nao existe obrigatoriamente, um tempo
pré-determinado, para responder o questionario. Sera respeitado o tempo de cada uma para
respondé-lo. Informamos que a Senhora pode se recusar a responder qualquer questdo que
lhe traga constrangimento, podendo desistir de participar da pesquisa em qualquer momento
sem nenhum prejuizo para a senhora.

Os resultados da pesquisa serdo divulgados aqui no Setor Ambulatorio de
Ginecologia Oncoldgica e na Ambulatorio de Cirurgia podendo ser publicados
posteriormente. Os dados e materiais utilizados na pesquisa ficardo sobre a guarda da
pesquisadora Mirian Helena Hoeschl Abreu.

Se a Senhora tiver qualquer davida em relagdo a pesquisa, por favor telefone para:
Dr. (a). Mirian Hoeschl, no Hospital Regional da Asa Norte/ Ambulatorio de Ginecologia
Oncologica. Telefone: 99939-1866, todas as segundas-feiras entre 8 — 11 horas pessoalmente
ou em horario comercial pelo celular.

Este projeto foi Aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da SES/DF. As dtvidas
com relacdo a assinatura do TCLE ou os direitos do sujeito da pesquisa podem ser obtidas
através do telefone: (61) 3325-4955.

Este documento foi elaborado em duas vias, uma ficard com o pesquisador

responsavel e a outra com o sujeito da pesquisa.



Nome / assinatura:

Pesquisador Responsavel

Mirian Helena Hoeschl Abreu

Brasilia,  de de




9.2 Questionario Soécio Demografico

Data do questionario: Nimero do questionario:

Cirurgia Proposta:

Data da cimirgia: Prontuario:
Nome: DN:
Qual sua altura? (Qual seu peso atual:
(Qual vocé considera a sua raga? ECO_ / [/  :volume aterino
(1) Branca Endométrio:
(2) Parda
() Preta WVoce tem algum problema de saiude?
(4) Amarela (1) Diabete
(5) Indigena (2) Pressio alta

(6) Sem identificacio
Até que séne estudon?

(3) Asma
(4) Doenga cardiaca

(5) Owario policistico
(Qual a sua ocupacdo/ profissdo? (6) Cincer

Tipos de cincer:
(Qual a sua renda familiar?

Quantas gestacdes:
G(IPN(C)IPC( IA()
Idade da primeira menstruacdo:

Voce fuma ou ja fumou?

(1) Nunca

(2} Antecedentes
Diata da tltima menstruacio: (3) Atual

(4) Nio responden
Cual método contraceptivo:

Quanftos cigarros por dia?

(Qual o volume de sangramento: Hi quanto tempo?

Fhuxo menstnial
Discreto

MNormal

Intenso

[y

bt

(W%

Assinatura/mome:
Dias e  intervalo de  sangramento:

Email




9.3 Carta Convite
Convite para participar em pesquisa cientifica dentro do programa de
Doutorado/UnB em Patologia Molecular/ 1° 2015
Vimos por meio deste, convidar o Laboratério Lamina a participar da pesquisa
“Avaliacio clinica, histologica e molecular do endométrio de pacientes com obesidade
morbida no menacme e sangramento uterino anormal/ espessamento endometrial
antes e apo6s a realizacio de cirurgia bariatrica”, de responsabilidade da pesquisadora
Mirian Helena Hoeschl Abreu Macedo, com a finalidade de investigar qual o melhor
momento e qual a melhor abordagem para pacientes com sangramentos uterinos anormais e
com obesidade mérbida, apos aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundagdo de
Ensino e Pesquisa em Ciéncias da Saude/FEPECS-DF, em pacientes e/ou servidores da
SES/DF, com previsdo de inicio Junho/Julho/2015.
O estudo envolve:
(X) realizacao de entrevistas;
(...) administra¢do de medicamentos;
(X) procedimentos clinicos ou cirurgicos;
(X) exames laboratoriais ou de imagem,;
(X) pesquisa em prontuarios;
(X) outro: seguimento a curto e médio prazo
O pesquisador responsavel informa que o projeto de pesquisa estd sendo analisado
pelo CEP da Instituicdo Proponente HRAN/ Ginecologia e Obstetricia e esta ciente que as
etapas do estudo envolvendo a SES-DF ou Entidades Vinculadas, somente poderdo ser
iniciadas ap6s aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa da Fundagdo de Ensino e

Pesquisa em Ciéncias da Saude/FEPECS-DF.

Em anexo, enviamos um resumo do projeto.
Aguardando manifestacao.
Atenciosamente,
Brasilia, 18 de junho de 2015.
Mirian Hoeschl

CRM 8899 DF

Ambulatério de Oncologia Ginecologica
HRAN sala 9

Pesquisadora responsavel



9. 4 Proposta de participagao/colaboracédo do Patologista

Proposta de participagao/colaboracdo do Patologista:

1) Estima-se que participem da pesquisa cerca de 150 pacientes num periodo de 2 anos
2) Pretende-se realizar avaliagcdes de amostras de fragmentos de endométrio, antes e
apos a perda de peso

3) Pretende-se que as amostras sejam avaliadas por dois patologistas

4) Pretende-se que a descricdo e diagnostico do material avaliado siga a classificagao
de Neoplasia Intra-epitelial Endometrial para fins de uniformizacdo da avaliagdo pelos

patologistas

Qualquer sugestao a esta proposta serd bem recebida a fim de melhorar e assegurar a

qualidade do Projeto de Doutorado.

Os patologistas poderdo compor a relagdo de pesquisadores e colaboradores quando

da publicacgdo do Artigo de Revista.

Contato:

Mirian Hoeschl

Celular 99969-4656

E-mail: mirianhoeschl@gmail.com



9. 5 Diagnosticos histologicos

Diagndsticos histolégicos

Endométrio secretor 18
Endometrite 10
Endométrio atrofico 2
Pélipo 2
Endométrio proliferativo 13
Hiperplasia benigna 5
hiperplasia atipica 1
Cancer 1
Outros 4
Total 56




10 ANEXOS

10.1 Protocolo de coleta de sangue
Critérios e normas observados:
Norma Técnica de Biosseguranga para Laboratdrios de Satide Publica

Portaria GM/MS n° 3.204, de 20/10/2010

CARTILHA DE SERVICOS LABORATORIAIS
Andlises, ensaios, diagnosticos e fluxos

1* edicao Brasilia — DF Julho/2015

SESDF, LACEN
1) Preparo do material a ser utilizado
a. 5 tubos de polietileno de 4,5 ml com EDTA, tampa roxa, previamente identificado com

nome, data de nascimento e niimero de acordo com a sequéncia da pesquisa (sigla LOB 01, LOB

02*...)

b. Agulhas 25 x 7, algoddo com alcool 70%, luvas, garrote, EPI
C. Caixa para acomodar as amostras no transporte
2) Identificagdo da paciente de acordo com o protocolo da pesquisa: assinatura do TCLE,

critérios de inclusdo.
3) Coleta de 20 ml de sangue total periférico (venoso) pos-consentimento e preenchimento do
Questionario Auto-responsivo

*LOB: Laboratorio de Obesidade



10.2 Protocolo de coleta de amostra de endométrio

1) Preparo do material a ser utilizado
a. Sonda Endosampler
v'Espéculo, pinga Cheron, gaze, PVPI
v'Pinga Pozzy
v'Luvas estéril
v EPI
2) Identificag@o da paciente de acordo com o protocolo da pesquisa: assinatura do TCLE, critérios de
inclusao.
3) Identificacdo dos frascos:
a. Criotubos
v’ Amostra de endométrio armazenada em 4,0 ml de formal a 3,7%
v Amostra de endométrio armazenada em criotubo a fresco: estocada em — 80° C
b. Coleta de endométrio por aspiragdo endometrial e fracionamento do material em duas amostras

semelhantes



10.3 Transporte das amostras até o acondicionamento nos laboratorios

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA 2015. Pg 6, 22, 23, 25 a 27.

II — Amostras de pacientes: aquelas coletadas diretamente de seres humanos,
incluindo (mas ndo se restringindo a) excre¢do, secrecdo, sangue € seus componentes,
tecidos e amostras de fluidos, e partes do corpo a serem transportadas para fins de pesquisa,
diagnostico, investigacdo, tratamento e prevenc¢ado de doengas.

Classificacdo do material transportado segundo ANTT

Nesta categoria se inserem os materiais bioldgicos provenientes de individuos que
foram submetidos a juizo profissional baseado em histdria clinica, sintomas e caracteristicas
individuais, bem como nas condi¢des epidemioldgicas locais que asseguram a probabilidade
minima de o material bioldégico conter microrganismos patogénicos, mesmo que esses
materiais ndo tenham sido submetidos previamente a testes laboratoriais para marcadores de
doengas transmissiveis. Esta classificacao estd definida nas diretrizes da OMS. Na Australia,
este material tem sido nomeado de categoria C ou também exempt human specimen.

Estes materiais bioldgicos ndo sdo considerados substancias infecciosas, ou seja, nao

sdo artigos perigosos para fins de regulamentagdo de transporte.



1)

2)

3)

10.4 Sangue venoso e endométrio
O transporte cuidadoso das amostras de sangue e tecido imediatamente apos cada coleta. Para o
transporte destes materiais: caixas resistentes a acdo de desinfetantes quimicos. Posicdo do material
durante o transporte que evite derramamentos e desinfecdo diariamente.
Posicionamento adequado dos tubos com amostra de sangue e criotubos para evitar acidentes no
transporte

- Caixas resistentes com acomodacdo do material (tecido endometrial e amostras de sangue)
Material acomodado na vertical: criotubos (tecido) ou tubos com EDTA (sangue venoso)
As amostras acondicionadas de maneira apropriada para assegurar a integridade dos materiais
enviados e minimizar o risco potencial de danos durante o seu transporte.
Recipiente primario: resfriado com gelo
Recipiente a prova de vazamento, etiquetado
Fechamento das tampas com rosca
Criotubo contendo endométrio, ou tubos com amostra sanguinea com EDTA
Embalagem externa
Caixa de transporte de facil manejo e resistente a temperatura e umidade

Identificag@o externa do material transportado: etiqueta



10.5 Separagdo sangue e plasma

- Procedimento estéril realizar todos as etapas no fluxo

1- Coletar 20 ml de sangue venoso total

2- Centrifugar os 20 ml de sangue com EDTA por 10 minutos a temperatura ambiente
3- Coletar o plasma e aliquotar em criotubos — maximo 2 ml por tubo, rotular e estocar
a—80° C.

Universidade de Brasilia
Laboratorio de Imunologia e Inflamag¢io — LIMI

Telefones: (61) 3107 — 3103/ 3107-3099

www.limiunb.com.br

Figura 11. Amostras de sangue periférico coletadas, preparadas e estocadas em — 80 C

Fonte: Imagens proprias feitas em laboratorio, 2017-2018.



10.6 Aprovacdo do Comité de Etica - Plataforma Brasil
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Pesquisador: Mirian Helena Hoeschl Abreu
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CAAE: 45796515.3.0000.5553

Instituigdo Proponente: DISTRITO FEDERAL SECRETARIA DE SAUDE
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 1.757.425



11. COLABORADORES

Dunya Bachour Basilio, médica patologista e citopatologista da Secretaria de Estado
do Distrito Federal, que contribuiu com sugestdes e observagdes quanto ao processamento
de amostras histologicas.

Marcos Segura, médico patologista e citopatologista do laboratério Lamina, realizou
os exames histopatologicos e THQ.

Melissa Vita, médica citopatologista, da Secretaria de Estado do Distrito Federal,
realizou a leitura e revisdo de histologia e THQ.

Nabyla Paixao Pereira, Lorena Pereira de Andrade, Karen Leticia Rodrigues de Paiva
(preparo e armazenamento), Luis Henrique Costa Corréa (realizagdo do ELISA) que

participaram do processamento de amostras sanguineas.



12. CONFLITO DE INTERESSE

Os autores informam que nao hé conflitos de interesse.



