
HOSPITAL DE CLÍNICAS DE PORTO ALEGRE
PROGRAMA DE RESIDÊNCIA MÉDICA

TRABALHO DE CONCLUSÃO DA RESIDÊNCIA

Expressão da proteína 6 do linfoma de células B (BCL-6) no miométrio e
endométrio de mulheres com adenomiose e miomatose

-Projeto AdenoB6-

Residente: Camila Hartmann Blank
Orientador: Prof. Dr. Ricardo Francalacci Savaris

Colaboradores:
Bruna Mielczarski

João Sabino Lahogue da Cunha Filho
Raquel Camara Rivero

Trabalho de Conclusão de Residência apresentado ao Programa de Residência
Médica de Obstetrícia e Ginecologia do Hospital de Clínicas de Porto Alegre

como requisito parcial para a obtenção do título de especialista em Obstetrícia
e Ginecologia

Porto Alegre
2023



SUMÁRIO

RESUMO 2
Palavras chave 2

INTRODUÇÃO 3

OBJETIVO 5

METODOLOGIA 5
DELINEAMENTO 5
APROVAÇÃO ÉTICA 5
CRITÉRIOS DE INCLUSÃO 5
CRITÉRIOS DE EXCLUSÃO 6
VARIÁVEIS 6
TAMANHO DA AMOSTRA 6
IMUNO-HISTOQUÍMICA 6
LEITURA DAS LÂMINAS 7
ANÁLISE DAS LÂMINAS COM FIJI-IMAGEJ 7
DESFECHO 10
ANÁLISE ESTATÍSTICA 11

RESULTADOS 11
PARTICIPANTES 11
ANÁLISE DESCRITIVA 12
ÁREA ANALISADA 12
EXPRESSÃO DA PROTEÍNA BCL6 12

DISCUSSÃO 14

CONCLUSÃO 14

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS 15

1



RESUMO

O presente estudo-caso controle verificará a expressão da proteína
BCL6 (linfoma de células B 6) na adenomiose e nos miomas. O BCL-6 é um
proto-oncogene humano que está associado ao aumento da proliferação
celular através da repressão de genes como p53 e com a presença de
endometriose. A sua expressão na adenomiose e nos miomas ainda não foi
determinada. A expressão do BCL6 será verificada por imuno-histoquímica em
amostras de tecido miometrial normal, com miomatose e com adenomiose. A
análise das imagens utilizará técnica do Digital HSCORE. Com isto, será
compreendido a fisiopatologia da adenomiose e miomatose.

Palavras chave
BCL6, adenomiose, imuno-histoquímica
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INTRODUÇÃO

A miomatose é uma condição benigna caracterizada por uma

proliferação anormal das células miometriais, alcançando uma prevalência de

cerca de 40% das mulheres em idade reprodutiva (VS Baranov et al, 2019). Os

principais sintomas associados a essa condição são dor pélvica crônica,

dismenorreia, dispareunia e sangramento uterino aumentado (Palheta et al,

2023).

Macroscopicamente, essa patologia se apresenta por nódulos fibróticos.

Já microscopicamente, são identificadas áreas de crescimento anormal de

tecido muscular liso, com bordas definidas e raras mitoses (Croce et al, 2014).

A adenomiose, assim como a miomatose, é uma afecção uterina

benigna, caracterizada, porém, pela presença patológica de glândulas e

estroma endometriais no miométrio. (Bird et al. 1972). A adenomiose uterina

acomete mulheres entre 16 e 60 anos, sendo que a sua prevalência está ao

redor de 0,8%(Yu et al. 2020), mas pode acometer 10% a 80% das mulheres

pré-menopáusicas com infertilidade e dor pélvica crônica.(Antero et al. 2020)

Esta condição pode ser a causa de dor pélvica crônica, dismenorreia,

dispareunia, infertilidade e desfechos obstétricos adversos.(Bruun et al. 2018;

Harada et al. 2019)

Macroscopicamente, o útero pode se apresentar difusamente

aumentado ao exame físico. Microscopicamente, a adenomiose exibe

glândulas e estroma endometriais ectópicos circundado por miométrio

hipertrófico.(Benagiano and Brosens 2006; Ferenczy 1998) Considera-se que a

adenomiose resulta em uma invaginação do endométrio a partir da quebra da

zona juncional entre o endométrio basal e o miométrio. (Stratopoulou et al.

2021; García-Solares et al. 2018)(Bulun et al. 2021)

A origem tecidual da adenomiose a partir do endométrio eutópico

recebeu validação molecular no estudo de Inoue et al.; a identificação de

mutações somáticas usando sequenciamento de nova geração forneceu

evidências inequívocas acerca deste assunto. (Inoue et al. 2019) As mesmas

mutações somáticas na mutação no gene KRAS podem ser detectadas tanto
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na adenomiose, quanto no endométrio eutópico correspondente, sugerindo que

ambos, o endométrio ectópico e eutópico, são clonalmente

relacionados.(Antero et al. 2020)

Apesar de não haver dados definitivos, há a possibilidade de que a

adenomiose e a endometriose representem fenótipos diferentes de uma

mesma doença.(Maruyama et al. 2020). Uma vez que ambas as condições

estão associadas a mutações somáticas no gene KRAS.

O gene KRAS fornece instruções para a produção de uma proteína

chamada K-Ras que faz parte de uma via de sinalização conhecida como via

RAS/MAPK. A proteína retransmite sinais de fora da célula para o núcleo da

célula. Esses sinais são responsáveis pela proliferação e diferenciação celular.

Mutações que ativam o KRAS estimulam vias específicas para aumentar

a sobrevivência e proliferação celular e estão associadas à resistência à

progesterona na adenomiose e endometriose.(Grechukhina et al. 2012) Juntos,

esses achados sugerem que populações celulares distintas no tecido

endometrial eutópico desempenham papéis-chave na etiologia da adenomiose.

As evidências sugerem que as mutações do KRAS podem ser responsáveis,

em parte, por fenômenos observados anteriormente, como sobrevivência

celular prolongada e resistência à progesterona na adenomiose.(Bulun et al.

2021) Por sua vez, a ativação do KRAS em células com receptores positivos

para progesterona, estimula a expressão da proteína BCL6, a qual participa na

patogênese da endometriose.(Yoo et al. 2017)

BCL6 (linfoma de células B 6) é um repressor de gene transcricional e é

necessário para o desenvolvimento de células B e oncogênese(Basso and

Dalla-Favera 2012). O BCL6 é um dos proto-oncogenes humanos e está

associado ao aumento da proliferação celular através da repressão de genes

como p53.(Phan and Dalla-Favera 2004). Foi relatado que BCL6 é altamente

superexpresso no endométrio de mulheres com endometriose durante a fase

secretora do ciclo menstrual em comparação com mulheres sem

endometriose.(Evans-Hoeker et al. 2016)

Considerando que a endometriose e a adenomiose possam ser

entidades semelhantes, e que a proliferação está presente nos miomas, cria-se

a hipótese de que a proteína BCL-6 também esteja aumentada nos casos de

adenomiose e miomatose. Sabe-se que o BCL-2 está aumentado em miomas,
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mas não existem dados sobre a expressão da proteína BCL6 na adenomiose e

nos miomas. Este estudo tentará aumentar o conhecimento nesta área

OBJETIVO

Comparar a expressão imuno-histoquímica da proteína BCL6 entre o

tecido endometrial normal, com adenomiose e áreas de tecido com miomatose.

METODOLOGIA

DELINEAMENTO

Estudo caso-controle conforme descrito na literatura (Grimes and Schulz

2002)

APROVAÇÃO ÉTICA

Os blocos de parafina ficaram sob os cuidados do serviço de Patologia

do Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA) e a utilização desses cortes foi

aprovada pelo comitê de ética do Hospital de Clínicas de Porto Alegre sob o

número 2022-0177

CRITÉRIOS DE INCLUSÃO

Foram incluídas mulheres de 16 a 50 anos que foram submetidas a

histerectomia por condições benignas entre os anos de 2009 e 2017.

Serão incluídos apenas blocos com laudos disponíveis no sistema do

Hospital de Clínicas de Porto Alegre, cujo diagnóstico da patologia evidencie a

presença de adenomiose e de miomatose, os quais serão considerados como

casos. Peças cirúrgicas do útero que estiverem dentro da normalidade , de

acordo com o laudo patológico, serão consideradas como controles.
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CRITÉRIOS DE EXCLUSÃO

Serão excluídos casos com câncer, infecção, e do ciclo puerperal.

VARIÁVEIS

As variáveis categóricas são os grupos controle (normal), mioma e

adenomiose. As variáveis contínuas são as médias do DAB verificadas pelo

D-HSCORE (escala de 0 a 255 unidades); área em mm².

Além disso, foram avaliadas as variáveis idade (anos), etnia (branca ou

preta), peso (Kg) e a paridade para caracterização demográfica da amostra.

TAMANHO DA AMOSTRA

O tamanho da amostra foi calculado considerando um erro alfa de 0,05 e

poder (1-beta) de 0,95. Como o desvio padrão não estava disponível na

literatura, foi realizado um estudo piloto com 30 unidades arbitrárias de DAB

nos controles e 40 unidades arbitrárias de DAB nos casos, obtendo um desvio

padrão de 6. A partir disso, se concluiu que um n de, no mínimo, 10 casos em

cada grupo é adequado.

IMUNO-HISTOQUÍMICA

Cortes de 3 µm de espessura serão submetidos à técnica de

imuno-histoquímica padrão para o BCL6 que é feita por mecanismo

automatizado, BenchMark ULTRA IHC/ISH system (Roche Diagnostics,

Rotkreuz, Switzerland), usando o anticorpo para BCL6 (GI191E.A8) Cell

Marque. Amostras de câncer de pulmão humano foram usadas como controle

positivo externo.
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LEITURA DAS LÂMINAS

A leitura das lâminas será realizada através de microscópio óptico com

câmera acoplada para a obtenção de imagens de todo o corte histológico. O

microscópio óptico (microscópio Olympus BX51; Olympus Optical Co., Tóquio,

Japão) conectado a uma câmera digital colorida (Olympus DP73, OM Digital

Solutions Co., Tóquio, Japão) será usado para capturar imagens das áreas de

toda amostra. As imagens serão obtidas com uma objetiva seca U Plan Fluorite

de 20x (abertura numérica 0,65 mm; Olympus), no tamanho de 4800 x 3600

pixels (resolução: 0,5 mm = 4150 pixels), sob condições padrão para análise

Fiji-ImageJ.

Serão definidas como áreas de interesse as seções de tecido miometrial

e endometrial, com endométrio ectópico (casos de adenomiose) e sem

adenomiose presentes nas fotografias. Os casos de mioma serão selecionadas

as regiões do mioma.

ANÁLISE COM FIJI - IMAGEJ

As fotomicrografias serão codificadas e analisadas às cegas. A análise

de imagem será realizada usando ImageJ (ImageJ - v1.43j; National Institutes

of Health, Bethesda, MD, disponível em http://rsbweb.nih.gov/ij/) usando um

"plugin de deconvolução de cores" integrado para hematoxilina e Vetor

embutido DAB (Ruifrok and Johnston 2001), conforme descrito anteriormente

usando Digital HSCORE (D-HSCORE).(Fuhrich et al. 2013) Resumidamente,

após selecionar as regiões de interesse (ROI), as imagens serão submetidas à

análise de "deconvolução de cores". A imagem com coloração DAB será usada

para análise. Os valores obtidos do DAB serão subtraídos de 255. As regiões

de interesse (ROI) foram determinadas da seguinte forma: nos controles e nos

casos de adenomiose, as glândulas foram marcadas, enquanto que no mioma,

uma área padronizada sobre o tecido do mioma foi selecionada.

A análise foi automatizada utilizando o script em VBA para Fiji ImageJ.
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Para transformar as imagens em DAB, foi utilizado o seguinte código de

programação:
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Da barra de menu do Fiji → File → New → Script e colocado este

código de programação:

Importante mencionar que todas as imagens deveriam estar em .tif e
não em .tiff.

Para fazer a análise das imagens em DAB, de acordo com as regiões de

interesse (ROI), ambos arquivos foram colocados numa mesma pasta e o

processo foi automatizado utilizando outro código de programação:
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O processo da análise automatizada pode ser visualizado neste vídeo.

DESFECHO

Média da expressão de BCL6 nos cortes histológicos dos casos

(adenomiose e miomatose) e controles nos compartimentos do miométrio.
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Média da expressão de BCL6 nos cortes histológicos dos três grupos:

adenomiose, miomas e controles.

ANÁLISE ESTATÍSTICA

A normalidade da distribuição foi verificada utilizando o teste D’Agostino

& Pearson. Conforme a normalidade da distribuição: utilizados a análise de

variância (ANOVA) ou o teste de Kruskal-Wallis para comparar as médias

D-HSCORE dos três grupos. Na presença de uma diferença significativa entre

os três grupos; aplicado o teste pos-hoc de Tukey ou o teste de Dunn. O

software utilizado para a análise estatística foi o GraphPad Prism versão 8.3.1

para Windows.

RESULTADOS

PARTICIPANTES

Um total de 39 blocos de parafina de pacientes submetidas a

histerectomia no HCPA entre o 2009 e 2017 foram avaliados. Destes 39 blocos,

14 obtiveram laudo patológico dentro da normalidade, sendo classificados

como controles (N); 12 obtiveram laudo patológico compatível com

adenomiose, sendo classificados como casos (A); e, por último, 13 obtiveram

laudo patológico compatível com miomatose, sendo classificados como casos

(M).

ANÁLISE DESCRITIVA

As características das pacientes estudadas estão descritas na tabela 1.

Não há diferença estatisticamente significativa em relação ao perfil demográfico

na comparação entre o grupo de pacientes com adenomiose, miomatose e

endométrio normal.

Tabela 1. Caracterização da população estudada. Valores estão em média,

desvio padrão (DP), exceto onde estiver determinada outra medida
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Características Control
(n=14)

Adenomiose
(n=12)

Miomatose
(n=13) p valor

Idade - anos - média
(DP)

57 (17,5) 45,1 (3,5) 48,3 (14,8) 0,3a

Etnia n (%)

branca 12 (85,7) 11 (91,7) 12 (92,3)
>0,9b

preta 2(8,3) 1 (8,3) 1 (7,6)

Peso - Kg - média (DP) 76,7 (18,4) 72,1 (11,7) 72,6 (9,5) 0,4a

Paridade - média (DP) 3,2 (1,7) 8,9 (17,8) 2,4 (1,5) 0,4a

a: Teste de Kruskal Wallis

b: Teste exato de Fischer

ÁREA ANALISADA

A comparação das medianas entre os grupos não foi significativa

(p=0,09 - Kruskal-Wallis), o que é importante, já que a porcentagem da área

analisada, junto com a intensidade da coloração, influencia no valor do

D-HSCORE.

EXPRESSÃO DA PROTEÍNA BCL6:

A comparação das médias entre os grupos foi significativa (p<0,0001 -

Kruskal-Wallis). Na comparação entre os grupos, houve uma diferença

significativa entre entre o grupo mioma x adenomiose e o grupo mioma x

controle; a diferença entre as médias do grupo adenomiose x controle não foi

significativa (Dunn's teste para comparações múltiplas), conforme demonstrado

na Figura 1.
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Figura 1. A) Gráfico do tipo dot-plot demonstrando a expressão de BCL6 de

acordo com o D-HSCORE. As barras representam a mediana. As comparações

entre os grupos é pelo teste de Dunn. B) Fotomicrografias representativas dos

grupos estudados. Repare a fraca expressão do BLC6 com o

3,3'-diaminobenzidina tetrahidrocloreto (DAB) no slide corado. Após a

deconvolução das cores, identifica-se a coloração do DAB em toda a área do

slide (Linha DAB); contudo as áreas com glândulas têm uma expressão muito

reduzida.
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DISCUSSÃO:

Neste estudo não foi encontrada diferença estatisticamente significativa

entre a expressão de BCL6 nas glândulas dos casos com adenomiose e nos

controles. No entanto, este achado tem baixo poder (25,6%), afinal o ideal seria

um n de 174 (87 em cada grupo) para se ter um poder de 90%, com uma

diferença de 5 pontos).

Além disso, este estudo evidenciou que a expressão do BCL6 no tecido

miomatoso é diferente do tecido glandular analisado nos grupos adenomiose e

controle, provavelmente pelo processo proliferativo associado ao BCL-6., o

que está de acordo com BCL-2 (Hiroya Matsuo et al, 1997). Entretanto,

importante ressaltar que o tecido analisado no grupo mioma é diferente do

tecido glandular da adenomiose e da glândula, o que pode ter contribuído para

o achado destas diferenças.

Outro contraponto importante é o fato de não ter sido realizada a

confirmação dos resultados, seja com técnica de RT-PCR ou mecanistica.

Porém, ao mesmo tempo, foi utilizada técnica padronizada para análise das

lâminas com sistema Roche automatizado, além de metodologia com baixo

viés para análise (D-HSCORE) o que diminui a chance de viés relacionado ao

observador.

Diante disso, Imagens com DAB+Hematoxilina e as somente com DAB

poderiam ser analisados por aprendizado de máquinas com redes neurais

convolucionais.

CONCLUSÃO:

Mais estudos são necessários para elucidar o papel da expressão do

BCL6 na patogênese da adenomiose e miomatose. Novos estudos com

tamanho amostral mais adequado e com análise da expressão dessa proteína

em amostra do mesmo tecido (estroma) tanto das pacientes com adenomiose

14



quanto miomatose podem ser úteis para minimizar eventuais viéses de

amostragem e de aferição que podem ter interferido no resultado deste estudo.
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