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ABREVIATURAS

IGF-I: Insulin-like Growtth Factor |

IGF-II: Insulin-like Growth Factor Il

IGF-IR: Insulin-like Growth Factor | Receptor
IGFBPS: Insulin-like Growth Factor Binding Proteins
VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor

INCA: Instituto Nacional do Céncer

RR: Risco Relativo

IC: Intervalo de Confianca

OR: Odds Ratio

TRH: Terapia de Reposicdo Hormonal

WHI: Women’s Health Iniciative

FIGO: Federacédo Internacional de Ginecologia e Obstetricia

SHBG: Globulina de ligagédo dos esteroides sexuais
IMC: indice de massa corporal

mMRNA: RNA mensageiro
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Como dois e dois sdo quatro
sei que a vida vale a pena
embora o péo seja caro

e a liberdade pequena

Ferreira Gullar

Vida louca vida, vida breve
Ja que eu nado posso te levar
Quero que vocé me leve
Vida louca vida, vida imensa
Ninguém vai nos perdoar

Nosso crime ndo compensa

Lobao



1. INTRODUCAO:

Os tumores de corpo uterino ocupam a quarta posicdo entre todas as neoplasias
diagnosticadas na mulher no Brasil, com uma incidéncia de 12,89 por 100.000 mulheres®.
Em 1999, os tumores de corpo uterino corresponderam a 2,28% dos Gbhitos por cancer em
mulheres no Brasil, segundo o INCA (Instituto Nacional do Cancer)®. Apesar da
importancia deste tumor e do seu impacto na salde da populagcdo, ndo existe um exame
de rastreio cujo beneficio seja satisfatorio®. A maioria das pacientes desenvolve o

carcinoma de endométrio a partir dos 50 anos*®%7

e a incidéncia varia amplamente ao
redor do mundo!, possivelmente em funcdo das variacdes de peso corporal, uso de
terapia de reposicdo hormonal, caracteristicas reprodutivas e niveis de estrogénios
endégenos circulantes®. A maioria dos carcinomas de endométrio é diagnosticada nos
estadios iniciais, provavelmente em funcdo do sangramento uterino anormal, fato que
chama atencéo para esta neoplasia, que tem prognéstico favoravel®.

Os fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGFs), seus receptores e
proteinas ligantes constituem uma familia de moduladores que atuam no crescimento e
desenvolvimento da célula e incluem trés peptideos relacionados: insulina, IGF-1 e IGF-

II'°. Evidéncias sugerem que a insulina, o IGF-l e seus receptores, podem estar

envolvidos na transformacéo maligna de vérias linhagens celulares como: mamaéria®**?

I**, tumores renais® e endometriais®™. Tanto a hiperinsulinemia®®

trato gastrointestina
quanto altos niveis séricos de IGF-I'" podem estar associados as neoplasias horménio-
dependentes. Diversos estudos vém documentando uma associacao entre o receptor de

IGF-I e a transformac&o tumoral*®, havendo uma maior expressdo do receptor em varios



tumorele,l4,19,20

A compreensdo dos fatores que ocorrem nos processos de oncogénese abriria
espaco para a tentativa de controlar estes fatores com estratégias preventivas, detecta-los
nas pacientes com lesbes pré-malignas, determinar os grupos de maior e risco e,

possivelmente, estabelecer protocolos de tratamento especificos para estas pacientes.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Epidemiologia

Estudos epidemiolégicos identificaram varios fatores de risco para

4,6,8

adenocarcinoma de endométrio. Eles incluem idade™™®, menarca precoce, infertilidade,

45,8

nuliparidade, obesidade**®, disfuncdes ovarianas®, terapia de reposicdo hormonal

estrogénica isolada*"®

, menopausa tardia*®®, diabete mellitus®®® e mais recentemente,
uso de tamoxifeno®. Entre os fatores protetores descritos na literatura estio gestacdes a

termo*®, contraceptivos orais®**?*, fumo®* e atividade fisica®.

2.2. Estrogénio e progesterona

A maior parte dos fatores de risco e protetores podem ser explicados pela hipétese
gue postula sobre a exposicao aos estrogénios enddgenos e exdgenos, sem antagonismo
da progesterona ou de progestogénios sintéticos, aumentando a atividade mit6tica das
células endometriais, resultando em um aumento nos erros de replicagdo do DNA e
mutacdes somaéticas, levando a hiperplasia endometrial e neoplasia®®. Essa hip6tese é
consistente com as caracteristicas epidemiolégicas conhecidas da doenca*>®’.

Existem evidéncias que associam os estrogénios a determinados tipos histologicos

de carcinoma endometrial, tais como o0s carcinomas endometridides, também

denominados como carcinomas endometriais tipo |. Estes possivelmente se originam das
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hiperplasias induzidas pela exposicdo excessiva aos estrogénios e possuem um

progndstico favoravel®?’.

Os carcinomas endometriais tipo Il sdo compostos pelos
carcinomas serosos, que nao parecem estar relacionados com a exposi¢cado estrogénica,
provavelmente se desenvolvendo muito mais a partir do epitélio atréfico que do
hiperplasico e tém um curso menos favoravel”’. Estudo classificou 76 carcinomas
endometriais a partir do tecido adjacente em atroficos (28 casos) e hiperplasicos (48
casos). As pacientes com neoplasias associadas a hiperplasia ndo fumavam e
apresentavam menarca precoce, de maneira estatisticamente significativa, sugerindo uma
relacéo destes tumores com exposicdo ao estrogénio®.

As evidéncias moleculares apdiam a existéncia de um modelo dualistico de
carcinogénese. Os carcinomas tipo | estdo comumente associados a mutagdes no
oncogene ras, ho gene supressor de tumor PTEN (gene supressor tumoral produtor da
proteina tensina) e instabilidades micro-satélites, enquanto que o carcinoma endometrial
tipo 2 est4 associado a mutacdes no gene p53%%’,

Um estudo pesquisou perda de heterozigocidade e instabilidade em sete
sequéncias de microssatélites descritas em outros tumores, na tentativa de detectar um
marcador genético comum entre carcinomas e hiperplasias endometriais. A perda de
heterozigocidade de pelo menos um marcador foi observada em 8/14 (57%) das
hiperplasias e 16/29 (55%) dos carcinomas endometriais estudados (55%). Todas as
hiperplasias exibiram pelo menos uma perda no brago curto do cromossomo 8. Dos 29
carcinomas da amostra, 25 eram endometridides®.

Outro estudo comparou os perfis de pacientes portadoras de carcinoma
endometrial a partir da pesquisa de instabilidade microssatélite. Dos 229 carcinomas
estudados, 70 eram positivos para os microssatélites pesquisados. No grupo positivo 93%

das pacientes eram brancas e no grupo negativo 78%, sendo essa diferenca

estatisticamente significativa. As pacientes positivas para as instabilidades pesquisadas
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apresentavam uma chance 2,73 vezes maior de estarem no estadio inicial da doencga, em
comparacdo com as pacientes negativas. Entretanto, ndo houve uma diferenca
estatisticamente significativa no percentual de carcinomas endometridides e da sobrevida

nos dois grupos™.

2.3 Historia familiar

O carcinoma de endomeétrio participa do grupo de neoplasias associadas a doenca
de Lynch® (carcinoma colo-retal hereditario ndo associado & polipose). Nas familias
afetadas as mulheres tém um risco 20 a 30% maior que o da populacdo em geral de
desenvolver os carcinomas de endométrio e estes sdo diagnosticados 15 anos antes

daqueles da populacdo em geral®. Entretanto, a maioria dos carcinomas de endométrio

ndo esta associado a esta sindrome®®.

2.4 Tabagismo

Ha evidéncias de o tabagismo seria um fator protetor para 0 carcinoma
endometrial®2. O tabagismo exerceria um efeito antiestrogénico, através da manutenc&o
de peso das usuarias, por levar a uma menopausa mais precocemente ou ainda através
de diferencas no metabolismo do estrogénio existentes entre fumantes e nao fumantes®.
Os autores concluiram que parece haver uma diminuicAo pequena nos riscos de
carcinoma endometrial, principalmente na pés-menopausa e se o tabagismo for de grande
intensidade ou de longa duracdo. Entretanto, a existéncia de poucos estudos de maior

poder estatistico (trés coortes) limitou a generalizacéo desses dados®.
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2.5. Terapia de reposicdo hormonal

Ha uma vasta quantidade de literatura descrevendo a associacéo entre terapia de

reposicdo hormonal (TRH) e o risco de carcinoma endometrial®’33,

O risco para o
desenvolvimento do carcinoma endometrial apés o uso de estrogénio isolado por um ano
ou mais esta associado a riscos relativos que variam de 1,5 a 10, dependendo do grupo
controle*’®

Uma meta-analise avaliou em 30 estudos observacionais a associa¢do entre uso
de estrogénio sem oposicdo e ou estrogénio associado a progestogénio no risco de
desenvolvimento ou morte por carcinoma endometrial. A estrogenioterapia sem oposicao
mais do que dobra o risco relativo (RR=2,3) entre as usuarias comparadas com nao
usuarias, e o risco eleva-se com doses maiores e tempo de uso prolongado (uso por mais
de 10 anos: RR= 9,5) . A maior elevacdo de risco foi para o cancer ndo invasor, mas o
cancer invasor e o risco de morte por cancer endometrial também se elevaram. O RR
para cancer endometrial entre mulheres usuéarias de estrogénio associado a
progestogénio foi de 0,8 (95% ClI: 0,6-1,2)%.

Em outra meta-analise a terapia estrogénica em doses moderadas ou altas esta
associada significativamente com um aumento na taxa de hiperplasia, de uma OR de 5,4
(1,4-20,9) em 6 meses de tratamento a uma OR de 16,0 (9,3-27,5) em 36 meses de
tratamento, com doses moderadas de estrogénio. Tanto o regime com progestogénio
sequencial como o continuo forneceram protecdo para hiperplasia endometrial em
mulheres que recentemente entraram na menopausa (menos de cinco anos), mas em trés
anos de tratamento, as pacientes em esquema continuo apresentaram uma frequéncia
menor de hiperplasia. Nao houve diferenca entre os grupos nas taxas de carcinoma®.

Os progestogénios antagonizam o efeito dos estrogénios no endométrio e

previnem o desenvolvimento de hiperplasia endometrial quando adicionados aos
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estrogénios®. Desde 1980, os progestogénios foram adicionados a terapia de reposicédo
hormonal para prevenir o risco de carcinoma endometrial comprovadamente existente
com a terapia estrogénica isolada®. Estudos randomizados recentes, comparando uso de
terapia de reposicdo hormonal combinada (estrogénio e progesterona) com placebo nao
evidenciaram um aumento do risco nos carcinomas de endométrio®**’. O Women’s Health
Initiative (WHI) randomizou 16608 mulheres na pds-menopausa para receber 0,625mg de
estrogénios conjugados e 2,5mg de acetato de medroxiprogesterona ou placebo por mais
de cinco anos*®. O Heart and Estrogen/Progestin Replacement Study randomizou 2763
para receber a mesma dosagem de medicacdo ou placebo por 4 anos, quando o
cegamento das pacientes foi quebrado e 2321 mulheres foram acompanhadas por mais
de 2,7 anos®. Nos dois estudos ndo houve um aumento no risco de carcinoma

endométrico no grupo tratado®*’,

2.6. Tamoxifeno

O tamoxifeno € a medicacdo antineoplasica mais amplamente prescrita para o
tratamento adjuvante do cancer de mama. E um modulador seletivo do receptor
estrogénico®. Existem estudos que sugerem que o tamoxifeno exerce um efeito
estrogénico no endométrio e varios relatos documentaram um aumento na incidéncia de
hiperplasia endometrial e pélipos em mulheres tratadas com tamoxifeno®.

Os primeiros resultados avaliando a associacdo entre carcinoma endometrial e
tamoxifeno provenientes de um ensaio clinico randomizado sdo de 1989, que comparava
um grupo usando 40mg/dia de tamoxifeno e outro recebendo tratamento placebo por dois
anos, como terapia adjuvante, em 1846 mulheres pds-menopausicas portadoras de
carcinomas mamarios. Comparadas com o grupo controle, o risco relativo de usuarias de

tamoxifeno por mais de cinco anos para o desenvolvimento de carcinoma endometrial era
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6,4 (1,4-2,8) vezes maior que o dos controles?®.

O ensaio clinico National Surgical Adjuvant Breast and Bowel Project incluiu 2.843
pacientes com carcinoma de mama invasor, sem linfondos comprometidos e com
receptores estrogénicos positivos, que foram randomizadas para receber 20mg/dia de
tamoxifeno ou placebo por oito anos. Em comparacdo ao grupo placebo, o risco relativo
para carcinoma endometrial foi significativamente maior no grupo tratado (RR: 7,5 IC: 1,7-
32,7) e os tumores ndo apresentaram um prognastico pior ou diferentes tipos histologicos
que o grupo nao tratado®.

Outro estudo com o objetivo de avaliar a reducdo na incidéncia de casos novos de
carcinoma de mama em pacientes sem neoplasia e de alto risco, randomizou mulheres na
pré e na pés menopausa para receber 20mg/dia de tamoxifeno ou placebo por cinco
anos. Nesse estudo também foi observado um aumento do risco relativo para carcinoma
endometrial no grupo tratado, (RR: 2,53, IC: 1,35-4,97 ) e houve uma reducéo de 50% nos
tumores nédo invasivos e invasivos de mama neste grupo e os tumores das usuarias de
tamoxifeno eram geralmente restritos a pelve e bem diferenciados.*

Embora a literatura associe os carcinomas endometriais ao uso de tamoxifeno com
melhor prognéstico por serem tumores mais diferenciados, um estudo de casos e
controles realizado na Noruega, comparando pacientes com carcinoma de mama usuarias
e nao-usuérias de tamoxifeno, em relacdo ao desenvolvimento posterior de carcinoma
endometrial, usando a base de dados de todo o pais, apresentou resultados menos
favoraveis®. O estudo incluiu 309 casos (portadoras de carcinoma endometrial e de
mama) e 860 controles (portadoras de carcinoma de mama) e o risco de desenvolvimento
de carcinoma endometrial apds dois anos de uso foi significativamente maior nas usuarias
de tamoxifeno. O risco relativo foi duas vezes maior para usudrias por dois a cinco anos
(IC: 1,2-3,2) e um risco relativo de 6,9 maior para usuarias por mais de cinco anos (IC:2,4

a 19,4). Os carcinomas estadios lll e IV da FIGO (Federacao Internacional de Ginecologia
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e Obstetricia) ocorreram significativamente com mais frequéncia nas usuérias de
tamoxifeno por mais de dois anos que em nao usuarias (17,4% e 5,4%, respectivamente

p=0,006)*.

2.7. Estrogénios endbgenos

Enquanto os estrogénios exdégenos foram amplamente estudados na literatura, as
evidéncias avaliando papel dos estrogénios enddgenos sdo limitadas®. Na pés-
menopausa a producdo de estrogénios persiste pela converséo periférica de androgénios
que ocorre predominantemente no tecido adiposo®*. Alguns estudos epidemiolégicos
detectaram uma correlacédo positiva entre niveis séricos de estrona®**', estradiol*****? e
negativa para SHBG* (globulina de ligacdo dos horménios sexuais) com o peso corporal
em mulheres pds-menopausicas saudaveis e em portadoras de carcinoma endometrial na
pds-menopausa.

Um estudo incluiu 68 portadoras de carcinoma endometrial na pré-menopausa e
208 na p6s-menopausa e 107 controles pré-menopausicas e 209 pés-menopausicas. Foi
detectada uma associacdo entre niveis aumentados de androstenediona e carcinoma de
endométrio na pré-menopausa (OR: 3,6 IC:1,2-11) e na pés-menopausa (OR:2,8 IC:1,5-
5,2) e niveis elevados de estrona, apenas na pds-menopausa. (OR: 2,2 IC:1,2-4,4). Niveis
elevados de SHBG na pds-menopausa (OR: 0,51 IC:0,27-0,95) foram relacionados com
uma diminuicdo na associacdo®. Outro estudo detectou uma associacdo entre niveis
elevados de androstenediona e estradiol entre portadoras de carcinoma de endométrio
(118 pacientes) e controles saudaveis (334 pacientes), mesmo ap0s a corre¢cado para o
%2,

indice de massa corpora Nos dois estudos a associacdo entre carcinoma de

endométrio e alguns hormdnios foi alterada pelo IMC (indice de massa corporal). Neste
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ultimo estudo a associacao diminuiu para o estradiol e desapareceu para a estrona apos a
correcdo e no estudo anterior a associacao desapareceu para estradiol e diminuiu para
estrona na pés-menopausa, sendo que na pré menopausa a associacdo desapareceu
para ambos. Por outro lado, a correcdo da associacdo entre carcinoma endometrial e
obesidade praticamente néo foi influenciada pelos niveis hormonais, sugerindo a hipétese
de que os niveis aumentados de estrogénios isoladamente ndo explicariam o risco

associado a obesidade?”.

2.8. Obesidade e diabetes

Entre os fatores de risco associados a esta neoplasia, a obesidade ocupa um
papel de destaque®***®. O ponto de corte a partir do qual 0 aumento no risco comeca a
ser detectado varia, mas os geralmente estudos detectam o risco com IMC a partir de 28

24,6,7,24,33

kg/m e o risco aumenta com o aumento do IMC *>**%’_ H4 consenso na literatura

23,25,33,43

guanto a associacao entre obesidade e o carcinoma de endométrio , mas a relacéo

com deposicdo central de gordura é controversa’?%,

Em estudo epidemiolégico
publicado em 1984, com casos e controles, o risco relativo para o desenvolvimento de
carcinoma de endométrio para mulheres pré-menopausicas com IMC entre 25 e 29 kg/m?
foi de 3,9 (1,2 a 12,9) e para pacientes com IMC maior que 30 o RR foi 20,3 (4,0-103,5),
para o desenvolvimento de carcinoma de endométrio. Para mulheres na pds-menopausa
o RR foi 3,3 (1,8-6,0) para pacientes com IMC entre 25 e 29 e RR foi 7,6 (4,2-14,0) para
mulheres com IMC maior que 30%. Outro estudo de casos e controles incluiu 188
pacientes com carcinoma de endométrio e 334 controles saudaveis e avaliou quatro
grupos de IMC. O risco foi significativamente aumentado apenas no grupo de IMC maior

ou igual a 36,4 kg/m2, com um risco relativo de 2,3, variando entre 1,2 a 3,9 33 Um estudo

de casos e controles aninhado a coorte do lowa Women’s Health Study incluiu 63 casos e
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1274 controles detectando associacdo do carcinoma de endométrio com obesidade a
partir de IMC de 28,33 kg/m? (OR:2,63 IC:1,44 a 4,80)’.

Um estudo analisou o prognéstico das pacientes obesas com carcinoma
endometrial, avaliando 492 mulheres obesas e ndo obesas e detectou que o IMC se
relacionava com o grau de diferenciacdo e o estadio, conhecidos fatores progndsticos. As
pacientes mais obesas apresentavam tumores mais diferenciados e menos invasores.
Houve também uma diferencga estatisticamente significativa no tempo para a recorréncia,
gue aumentava com o aumento do IMC (p=0,0136). Embora houvesse uma tendéncia de
uma proporcao maior de tumores serosos ou de células claras nas pacientes nao obesas,
a diferenca néo foi estatisticamente significativa*.

A obesidade na pos-menopausa leva a um aumento na producéo periférica de

estrogénios?*3341:42

, principalmente pela aromatizacdo da androstenediona em estrona
nas células adiposas®*“*°. Em alguns estudos a associacdo entre niveis elevados de
estrogénios e carcinoma de endométrio ndo é observada® e autores sugerem a
possibilidade de producdo estrogénios pela aromatizacdo dos precursores adrenais no
tecido endometrial**. Embora a existéncia de aromatase no tenha sido documentada no
endométrio normal, existem relatos de sua presenca em células de carcinoma endometrial
obtidas ap6s histerectomia®. Niveis elevados de androstenediona estdo associados a

23,24

carcinoma de endométrio em varios estudos e em alguns deles ndo houve correlagéo

com o peso corporal das pacientes®. Os niveis diminuidos de SHBG nas mulheres com

2442 gumentariam a biodisponibidiade do estradiol®. Existem estudos relatando

IMC maior
uma diminuic&o do risco de carcinoma de endométrio com niveis elevados de SHBG?*.,
Embora o Diabete Mellitus seja classicamente descrito como fator de risco para

carcinoma de endométrio>®*+%

, a literatura apresenta dados controversos ao avaliar o
papel da insulina na sua génese. Um estudo de casos e controles com objetivo de avaliar

a contribuicdo especifica do Diabete Mellitus como fator de risco para o carcinoma de
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endométrio verificou que as pacientes diabéticas apresentavam uma chance quase duas
vezes maior de terem carcinoma de endométrio (OR: 1,86 IC: 1,37-2,52) e as pacientes
obesas também apresentavam uma chance maior de desenvolverem carcinoma de
endométrio, se comparadas as pacientes de peso normal (OR: 3,88 IC: 3,11-4,85). Esses
dados foram analisados com modelos de regressdo logistica e ao comparar pacientes
diabéticas de peso normal ou com sobrepeso com controles sem diabetes e de peso
normal, os riscos detectados ndo foram estatisticamente significativos (respectivamente,
OR: 1,10 IC: 0,66-1,86 e OR: 1,58 IC: 0,81-3,05). Apenas as mulheres obesas e
diabéticas apresentaram um risco estatisticamente significativo (OR: 2,95, IC: 1,60-5,46).
Os autores concluiram que mulheres diabéticas ndo obesas ndo apresentaram uma
chance maior de terem carcinoma de endométrio em comparacdo a mulheres nao
diabéticas e ndo obesas, mas nado descartaram a relacdo da insulina com este tumor,
aventando a hipétese de mecanismos celulares ainda n&o esclarecidos*®. Outro estudo
também verificou o desaparecimento da associacdo entre diabete e carcinoma de
endométrio apds o controle para o indice de massa corporal’.

Existe um estudo recente tentando relacionar uma medida indireta de insulina em
jejum, o peptideo C, que observou uma relagcdo positiva entre niveis de peptideo C e
carcinoma de endométrio (excluidas as pacientes com Diabete Mellitus). A relacao
desaparecia ao se corrigir os niveis em fun¢éo do indice de massa corporal e os autores
concluiram que os dados ndo eram compativeis com a hipétese de que o efeito da
obesidade no carcinoma de endométrio seja mediado por altos niveis de insulina. Por
outro lado, a correcdo dos niveis de peptideo C praticamente ndo influenciou na
associacdo entre IMC e carcinoma de endométrio®. Entretanto, os autores fizeram a
ressalva de que o peptideo C pode ser um indicador de hiperinsulinemia a curto prazo

enquanto o IMC pode ser um indicador melhor de exposi¢ao a insulina a longo prazo.
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2.9. Insulina e IGF-I (insulin-like growth factor 1)

Muitos estudos relataram um aumento no risco de carcinoma de endométrio em
mulheres portadoras de diabetes®®%. Parazzini et al*” em um estudo de casos e controles
com 132 portadoras de carcinoma de endométrio e 116 controles saudaveis, relataram
uma associag¢ao entre o risco de carcinoma de endométrio apenas em mulheres acima de
40 anos e exclusivamente do diabetes mellitus ndo insulino-dependente (OR:2,9 IC:2,2-
39), que é caracterizado por resisténcia a insulina e hiperinsulinemia. A associagéo
permaneceu estatisticamente significativa ap6s a correcéo pelo IMC*’.

Evidéncias indiretas sugerem que tanto a hiperinsulinemia quanto niveis mais altos
do IGF-I possam ser atuantes nas neoplasias horménio-dependentes®*®'’. A
hiperinsulinemia aumentaria a producdo dos esterdides ovarianos®'®, estimula a
aromatizacéo dos androgénios em estrogénios*® e evidéncias indiretas sugerem que ela
diminuiria os niveis circulantes de SHBG®.

A insulina® e seus polipeptideos relacionados, como o IGF-I1*°

, sao reguladores
potentes dos fluxos metabdlicos nas células em mudltiplos tecidos-alvo. Considera-se que
a insulina primariamente esteja envolvida na homeostase metabdlica enquanto os IGFs
ajam como hormoénios reguladores do metabolismo e também como reguladores da
proliferacdo celular®. Além de seus efeitos primarios na homeostase da glicose, a insulina
promove outros efeitos celulares como sintese de DNA e transcricdo génica, promovendo
crescimento e diferenciacdo celulares®. Em nivel celular, os IGFs e suas proteinas
ligantes tem efeitos na proliferacéo, diferenciacdo celular e na apoptose’®®?,

A familia IGF consiste de trés peptideos insulina, IGF-1 e IGF-II, trés receptores de
membrana celular (os receptores de insulina, IGF-I, IGF-1I)*°, e seis proteinas ligantes,
IGFBP-1-6>***. Estudos recentes adicionaram novos componentes a essa familia, o IRR

10,18

(receptor relacionado ao receptor de insulina)™°, varias proteinas ligantes relacionadas
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as proteinas ligantes (proteins related to insulin-like growth binding proteins, IGBPrPs)>%>*

e um grupo de proteases das proteinas ligantes*®.

O IGF-I é sintetizado no figado em resposta ao hormdnio de crescimento (GH) e a
insulina é sintetizada nas células beta do pancreas na forma de pré-insulina®™. IGF-I e
IGF-Il compartilham 62% de homologia na seqiiéncia de aminoacidos e ha 40% de
homologia entre os IGFs e a pré-insulina’®. A maior parte dos IGFs circulantes est&o
ligados a IGFBP 1.

Tanto os receptores de insulina® como os de IGF-I'° s&do proteinas
heterotetraméricas que possuem duas subunidades alfa e duas subnidades beta, que séo
ligadas por pontes dissulfidicas®®. As subunidades alfa, localizadas fora da membrana

plasméatica, sdo os sitios de ligacdo™®*°

e as subunidades beta sdo proteinas
transmembrana, compostas de uma porgcdo extracelular, um dominio transmembrana e
uma porcao intra-celular’®®. Os receptores de insulina e IGF-I sofrem auto-fosforilacéo e

tém atividade tirosina-quinase intrinseca®®*****%>’, Qs

receptores de IGF-1 estdo
distribuidos praticamente em todas as células e tecidos'®. Os receptores de insulina
também s&o encontrados em praticamente todas as células dos mamiferos®. O receptor
de IGF-II ndo é dissulfidico®®, apresentando uma estrutura manose-6-fostato®'.

Embora os receptores de IGF-I de insulina demonstrem similaridades séo
comprovadamente receptores diferentes. O receptores de IGF-I tém uma maior afinidade
pelo IGF-I que pelo IGF-1l e uma baixa afinidade pela insulina, enquanto o receptor para

IGF-1l tem uma grande afinidade pelo IGF-Il e ndo tem afinidade pela insulina. Os

receptores de insulina tém uma alta afinidade pela insulina e uma afinidade relativa pelo

|56 14,55

receptor de IGF-I"°. Existem isoformas tanto para o receptor de insulina™>, quanto para o
de IGF-I*.
Estudos tém demonstrado a existéncia de receptores hibridos. Estes consistem de

um alfabeta receptor de IGF-I e outro de insulina, também ligados via pontes dissulfidicas
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para formar receptores hibridos heterotetraméricos™®. Em experimentos laboratoriais, os
receptores hibridos se ligam ao IGF-1 com afinidade similar a do receptor de IGF-I, mas se
ligam a insulina com uma afinidade menor que a dos receptores de insulina. Acredita-se
gue os receptores hibridos possam diminuir a ligacdo da insulina nas células que
expressem os dois receptores, mas que ndo diminuiriam a ligagdo do IGF-I. Entretanto,
n&o se sabe se receptores hibridos podem ativar a transducao de sinal intracelular™®.

Os mecanismos da transdugdo de sinal estdo apenas parcialmente esclarecidos.
Ao se ligarem as subunidades alfa dos receptores a insulina e o IGF-I desencadeiam a
atividade tirosina-quinase dos receptores, resultando na auto-fosforilacdo dos seus
residuos de tirosina'®®. O IRS-1 (primeiro substrato do receptor de insulina) € uma

1*° e distribui

proteina citosélica que aporta no receptor de insulina® e no receptor de IGF-
o sinal para outros elementos da cascata de transmissédo. A transducéo do sinal de ambos
0S receptores envolve a ativagdo de varias etapas de sinalizag&o intracelular, incluindo o
Ras/Raf/MAP-quinase e o fosfatidil-inositol-3 quinase®®*°.

As proteinas de ligacdo dos IGFs (IGFBP) sdo moléculas produzidas no figado e
assim designadas por sua alta afinidade na ligacdo com os IGFs®!, mas existem estudos
demonstrando a secrecdo de proteinas ligantes localmente, sugerindo uma acao
autécrina ou paracrina>®. A funcdo mais conhecida das proteinas ligantes é a ligacdo
aos IGFs, impedindo a ligacdo de IGF-I e IGF-Il ao receptor de IGF-l. As proteinas
ligantes também podem servir como transportadoras de IGF-I até células-alvo, interagir
com outros fatores de crescimento e ter acdes independentes dos IGFs>'. Algumas
dessas proteinas ligantes se ligam aos IGFs com maior afinidade que os IGFs tém pelos
seus receptores, impedindo a ativacdo da sinalizacdo intracelular’. A maioria das
informacdes sobre as proteinas ligantes vem de estudos in vitro e parece que as IGFBPs-

| e lll podem tanto inibir ou potencializar os efeitos do IGF-lI, aumentando a sua

disponibilidade no receptor. Tanto a IGFBP-I como a IGFBP-IlIl podem potencializar a
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acdo do IGF-I in vitro possivelmente por este mecanismo®. A IGFBP-IIl é a proteina de
ligacdo mais abundante na circulacao e maior parte do IGF-I circula ligado a ela e apenas
em torno de 0,5 a 2% do IGF-I circula livre’®**. O IGF-I também circula ligado as outras
proteinas ligantes e existe a possibiidade de essas diferentes ligaches
compartimentalizarem o IGF-I circulante em diferentes meias-vidas ou capacidades
funcionais™*. A afinidade dessas proteinas pelos IGFs pode ser regulada pelas proteases
entre outros mecanismos®'. As IGFBPs tém uma interac&o insignificante com a insulina,
enquanto que as IGFBrPs se ligam a insulina com alta afinidade, propriedade
compartilhada com a por¢éo amino-terminal da IGFBP-1111%%,

Existem evidéncias in vivo®*®®

e in vitro® de que o sistema IGF aja de maneira
autocrina/paracrina no endométrio. As proteinas de ligacdo do sistema IGF tém uma
influéncia importante e parcialmente esclarecida. O desequilibrio entre os IGFs e as suas
proteinas ligantes poderia desencadear uma proliferacdo celular endometrial
descontrolada e assim como o estimulo isolado de estrogénio, o IGF-I sem a oposicao de
suas proteinas ligantes poderia aumentar o risco de carcinoma endometrial®.

Ha um estudo demonstrando pacientes portadoras de carcinoma de endométrio
pés-menopausicas com niveis de insulina em jejum e apds sobrecarga de glicose mais
altos que controles. Surpreendentemente, os niveis de glicemia foram similares nos dois
grupos. Foi encontrada uma maior freqiéncia de células luteinizadas nos ovarios das
pacientes com carcinoma de endométrio e sO nessas pacientes foi detectada
imunorreacdo para testosterona. Foram pesquisados receptores de insulina nos ovarios
das mulheres pods-menopausicas. Os autores sugeriram que a insulina poderia ser
responsavel pelo aumento na luteinizacdo estromal nos ovarios das mulheres com
carcinoma de endométrio, de maneira similar ao que acontece nas mulheres pré-

menopAusicas com hiperandrogenismo™®.

Outro estudo comparando pacientes com carcinoma de endométrio ndo diabéticas
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pareadas por idade e IMC com controles saudaveis normais, avaliou paramentros
bioguimicos detectando niveis de glicemia e insulina em jejum mais altos e niveis de IGF-I
IGF-11 e IGFBP-IIl mais baixos nas pacientes com carcinoma de endométrio e no teste de
tolerancia a glicose com 75g a glicemia e os niveis de insulina em 3 horas foram mais
elevados nos casos de maneira estatisticamente significativa. Os niveis de IGFBP-I e Il
nao diferiram entre os grupos. Os autores concluiram que além de uma alteracdo no
metabolismo dos carboidratos as pacientes com carcinoma de endométrio apresentaram
uma alteracdo nos niveis circulantes do sistema IGF em comparacéo aos controles. Nos
casos houve uma correlacao inversa entre IGF-1, IGF-1l e IGFBP-III séricos e idade, que
néo foi observada nos controles®®. Existem outros estudos correlacionando a diminuic&o
dos niveis séricos de IGF-I com a menopausa®.

Em relacdo ao céancer de mama um estudo de casos e controles aninhado ao
Nurses’ Health Study mensurou as concentragdes plasmaticas de IGF-1 e IGFBP-IIl em
amostras amostras teciduais de mulheres portadoras de carcinoma mamario e controles
pareados por idade, status menopausal e uso de TRH. Na amostra geral ndo houve
associacao entre o sistema IGF e o risco para carcinoma de mama, mas nas mulheres
pré-menopausicas o risco ajustado foi 2,88 (IC: 1,21-6,85) para os niveis mais altos de
IGF-I (maiores que 207 ng/ml). Analisando apenas as mulheres pré—menopausicas com
menos de 50 anos o risco seria 7,28 (IC: 2,40-22,0)"".

Estudos in vitro em linhagens celulares mamarias detectaram uma sinergia entre a
acdo do estradiol e do IGF-I no crescimento das células em cultura e uma auséncia de
acdo do estradiol isoladamente®. Outro estudo detectou uma inibicdo da sintese de DNA
em células tumorais por citoquinas que antagonizaram os efeitos promotores do

crescimento do IGF-I1%

. Em experimentos em linhagens celulares de camundongos o
receptor de IGF-I é implicado na transformac&o tumoral de células mamarias™.

Diversos estudos vém documentando uma associacdo entre o receptor de IGF-I e
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a transformacdo tumoral®, havendo uma maior expressdo do receptor em VArios
tumores*®**1%% Evidéncias in vitro e em modelos animais indicam que embora possa

haver crescimento celular sem o receptor de IGF-I, ele seria indispensavel na manutencéo

|52 18,62

do fendtipo tumoral®, provavelmente em funcdo da sua atividade antiapoptotica

Os receptores de insulina e IGF-I nos endométrios normal e neoplasico humano ja
foram localizados ha algum tempo'®?. Talavera em 1990 demonstrou sitios de ligacéo
para o receptor de IGF-I em endométrio normal e neoplasico com IGF-I radiomarcado.
Nesse estudo as diferencas de ligacdo entre endométrios normais e neoplasicos foram
devidas a um aumento no nudmero de receptores e ndo devidas a uma mudanca na
afinidade destes. Tantos os carcinomas indiferenciados quanto os diferenciados
mostraram uma expressao maior de receptores quando comparados com 0s controles
normais e a expressao dos receptores nos tumores indiferenciados foi maior que nos
tumores diferenciados™.

Estudo realizado em 1991 demonstrou locais especificos de afinidade de ligacdo
no endométrio normal (10 pacientes) e neoplasico (10 pacientes) tanto para insulina como
para IGF-I radiomarcados. As médias percentuais de ligacdo para insulina nos
carcinomas endometriais (2,4%+ 0,5%/100ug de proteina) e nos endométrios normais
(3,5%=+ 1%/100ug de proteina) ndo foram estatisticamente diferentes. Por outro lado, as
médias dos percentuais de ligacdo do IGF-1 nos carcinomas endometriais (5,3% =+
1,5%/100ug de proteina) foram significativamente maiores (p< 0,04) que nos endométrios
normais (2,1% + 0,4%/100ug de proteina). Nesse estudo foram feitas medidas séricas de
IGF-1 e insulina e ndo houve uma diferenca entre os grupos, sugerindo que IGF-I possa
ser produzido localmente no tecido e aja de maneira autdcrina ou paracrina. Outro
aspecto interessante deste estudo foi a correlacdo positiva encontrada entre grau

histolégico e ligacédo ao IGF-I (r= 0,865, p <0,02)®. Uma das limitacdes desse estudo é
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gue das dez pacientes incluidas nesse estudo, nove eram obesas e ndo ha descrigdo do
peso das pacientes selecionadas como controles.

Evidéncias indiretas demonstram uma associacdo entre os esterbides sexuais, a
insulina e o IGF-1°3%%° no endométrio. Estudos avaliando tecido endometrial de pacientes
no menacme avaliaram a expressao de IGF-I e IGF-1l e seus receptores por técnicas de
hibridizacdo. O mRNA de IGF-I foi mais abundante na fase proliferativa enquanto o mRNA
de IGF-Il era mais abundante na fase secretora®*®. No primeiro estudo foram medidas
também as proteinas ligantes | e Ill e a Ill foi detectada predominantemente no
endométrio secretor e a | exclusivamente nele. Os receptores de IGF-I e Il estavam
presentes tanto no epitélio quanto no estroma endometriais e ndo houve mudancas
ciclicas neles®®. No segundo estudo 0s receptores estavam expressos mais
abundantemente na fase secretora®. Um outro estudo comparando a expressdo do
receptor de IGF-I e de IGBP-Ill nas fases do ciclo menstrual, detectou a expressao de
IGFBP-Ill apenas na fase secretora e a expressdo do receptor ndo variou ao longo do
ciclo®.

Em cultura de células de carcinoma endometrial Ishkawa (linhagem celular
originaria de carcinoma bem diferenciado de endométrio) o estrogénio teve uma acao
sinérgica com o IGF-I promovendo a multiplicacdo celular. O estradiol dobrou a presenca
de receptores para IGF-I e diminuiu a concentracdo das proteinas ligantes do sistema
IGF, possivelmente aumentando a disponibilidade dos IGFs para 0s seus receptores e a
afinidade das proteinas ligantes pelo IGF foi maior que a afinidade do receptor de IGF-I.
Mais de 95% do IGF-I detectado estava ligado as proteinas ligantes®®.

Tanto a insulina como o IGF-1 substancialmente aumentam a atividade mitogénica

nas linhagens de adenocarcinoma endometrial humano®” e,

No primeiro estudo as
maiores concentracdes de sitios de ligacao para insulina foram detectadas nas linhagens

HEC-1A e HEC-1B, que sao originadas de carcinomas endometridides bem e
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moderadamente diferenciados®’, que por sua vez estdo associados & obesidade®.
Embora a quantidade de receptores fosse diferente, a magnitude do estimulo da insulina
foi similar nas linhagens®. No segundo estudo, insulina, EGF, IGF-I e IGF-Il aumentaram
o nimero de células das linhagens HEC-1A e KLE, em comparacdo a controles®. Em
linhagens celulares de carcinoma endometrial, a administragdo de insulina ao meio de
cultura induziu a expressdo de VEGF (fator do crescimento vascular endometrial) em
células das linhagens HEC-1A e Ishkawa. Os autores sugeriram que a insulina poderia
contribuir para o crescimento tumoral por induzir a expressdo do VEGF®,

Um estudo avaliou o papel da IGFBP-lIll em células da linhagem HEC1A
concluindo que a proliferacéo celular induzida pelo IGF-I foi menor nas células que tinham
uma maior quantidade de IGFBP-Ill associada & membrana pré-incubacdo. A
administracdo de IGF-1 ao meio de cultura promoveu a secrecdo de IGFB-IIl no meio. Os
mecanismos pelos quais a IGFBP-IIl associada a célula interfere na proliferagéo celular
induzida pelo IGF-I é desconhecido, mas existe a possibilidade de mecanismos
independentes de IGF-I. Os autores concluiram que as duas formas da proteina ligante
atuam no sentido de diminuir a acdo do IGF-I nesta linhagem celular.

Um experimento avaliando a producdo de IGFBP-I em cinco linhagens celulares
de carcinoma endometrial (HEC-1B, KLE, HEC-1A, RL952 e AN3CA) detectou inibicdo da
secrecdo de IGFBP-I pela técnica imunorradioativa com anticorpos monoclonais por
clomifene e progesterona. Estrogénio, cortisol e insulina nédo tiveram efeito na secrecéo.
Nas duas linhagens celulares em que foram localizados receptores para IGF-1 (HEC-1B e
KLE) houve secrecado de IGFBP-I. Como a progesterona diminuiu a secrecao de IGFBP-I,
0S autores sugeriram que o controle das proteinas ligantes pode ser diferente nos
carcinomas em relacdo aos endométrios normais™®.

Existem trabalhos que sugerem que a presenca de progesterona estimularia a

secrecao de IGFBP-I, modulando a ag¢do do IGF-I. Um estudo incluindo mulheres pos-
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menopausicas com sangramento uterino anormal detectou uma auséncia de expresséo
do mRNA da IGBP-I e uma abundante expressédo de receptor de progesterona por RT-
PCR (reverse transcription-polimerase chain reaction) semiquantitativa. Biopsias
realizadas 6 meses apés o uso de terapia de reposicdo hormonal combinada (estrogénios
conjugados 0,625mg e acetato de medroxiprogesterona 5mg) detectaram a presenca de
expressdo do mRNA da IGFBP-I e auséncia de expressao do receptor de progesterona. A
expressao de IGF-I foi signficativamente maior antes da terapia de reposicdo hormonal e
a expressdo dos receptores de IGF-I1 e de estrogénio ndo variaram de maneira
estatisticamente significativa antes e depois do tratamento’”.

Outro estudo comparou afinidade do receptor de insulina e atividade tirosina-
guinase no endométrio entre pacientes portadoras de carcinoma endometrial e controles
normais. A afinidade da insulina pelo seu receptor foi similar e ndo houve diferenca

1

estatisticamente significativa nas concentracées de receptores (2,1 + 1,34 fmol ug = nos

carcinomas e 3,4 + 2,5 fmol pg 2 hos controles). Esse estudo também avaliou a auto-
fosforilacdo destes receptores e novamente ndo houve diferenca significativa nos dois
grupos”’.

Estudo comparando a expressao do receptor de IGF-lI por imuno-histoquimica
entre pacientes com carcinoma de endométrio e pacientes que foram histerectomizadas
por doenca benigna, ndo detectou diferenca estatisticamente significativa entre os grupos.
A presenca de IGF-| foi avaliada por Northern Blot e houve uma expressédo reduzida do
MRNA de IGF-I nos carcinomas, em comparacdo ao grupo controle. Os autores
concluiram haver pouca possibilidade o sistema IGF desempenhar um papel importante
na carcinogénese endometrial”?. Outros estudos in vitro ndo detectaram uma contribuico
importante do IGF-I na proliferacdo celular na linhagem HEC-1A de carcinoma de
endométrio”®,

Um estudo avaliou a expressdo de IGF-I e seu receptor por RT-PCR (reverse
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transcription-polymerase chain reaction) semiquantitativa em endométrios normais e
carcinomas endometriais’®. Comparando os endométrios proliferativos e secretores, o
MRNA de IGF-I foi maior nas fases proliferativa e secretora inicial e 0 mMRNA do receptor
de IGF-I teve uma expressdo maior no inicio da fase secretora. Os niveis dos receptores
de IGF-I foram considerados elevados ao comparar os niveis de IGF-l nesses mesmos

carcinomas.

2.10. Imuno-Histoquimica

A técnica de imuno-histoquimica baseia-se no uso de anticorpos direcionados
contra marcadores antigénicos. Os anticorpos podem ser policlonais, derivados do soro
de animais imunizados, ou monoclonais, derivados de hibridomas de ratos. Ele podem ser
usados para corar células desagregadas de tecidos sélidos ou em suspensao, vistas por
citometria de fluxo, em esfregacos ou seccao de tecidos em laminas vistos ao microscépio
6tico”.

A imuno-histoquimica é usada para detectar e expressao de genes especificos,
identificar a origem tecidual de um tumor ou detectar proteinas mutantes, tais como
produtos de oncogenes ou genes supressores tumorais. As vantagens desta técnica
incluem a rapidez, a possibilidade de medir os resultados por citometria de fluxo, a
habilidade de relacionar a localizacdo antigénica com a area lesada e a variacdo da

sensibilidade especifica das diferentes preparacdes de anticorpos”.
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2.10.1. Receptores de estrogénio e progesterona no endométrio:

A auséncia de receptores estrogénicos em carcinomas endometriais esti
associada em algumas séries a variaveis de mau prognostico, como tumores néo-
endometridides e invasdo miometrial’®. Alguns estudos classificam os receptores
hormonais em categorias dicotbmicas de positivo/negativo, geralmente considerando
como positivos para estrogénio e progesterona quando a coloracdo nuclear for maior que
10%’""® ou em um nimero maior de categorias, em geral arbitrando valores em
percentuais de coloracdo nuclear’®’. Em estudo de 1996, avaliando 76 carcinomas
endometriais, as pacientes negativas para receptor de estrogénio por imuno-citoquimica
apresentaram uma chance quatro vezes maior de morrer durante o estudo (p=0,009).
Em outro estudo avaliando carcinomas endometridides de 92 pacientes a positividade
para o receptor de progesterona se correlacionou com estadio inicial, menor grau de
invasdo miometrial e maior tempo livre de doenca’’. A positividade para o receptor de
estrogénio se correlacionou com menor profundidade de invasdo miometrial e tempo livre
de doenca. Estudo avaliando 40 carcinomas endometriéides e 21 carcinomas serosos de
endométrio correlacionou a positividade para estrogénio e progesterona com tumores em
estadio inicial ™.

Em estudo recente avaliando portadoras de carcinoma de endométrio de mau
prognéstico e que foram submetidas a linfadenectomia com histerectomia, marcadores

imunohistoquimicos, entre eles o receptor estrogénico, ndo se correlacionaram com mau

progndstico em modelos de regresséo linear®.

2.10.2. Receptores de Insulina e IGF-I:

Existem alguns estudos avaliando a presenca do IGF-1 e seu receptor no
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endométrio por imunohistoquimica®®. Um estudo associando a reatividade das células
epiteliais de carcinoma de mama apenas com o IGF-I (sem avaliar o receptor) detectou
uma maior reatividade ao IGF-I nos tumores mais diferenciados®, achado que também
documentado em carcinomas endometriais’®. Essa associacdo é observada tanto por
imunohistoquimica quanto por radioimunoensaio®’. Os autores também observaram uma
associacao da positividade para IGF-I nos tumores mais diferenciados a positividade de
receptores de estrogénio e progesterona®.

Estudo publicado em 1998% com um pequeno nimero de casos, avaliou a
positividade de IGF-I1 e IGFBP-I em endométrios normais e neoplasicos em pacientes
usuarias ou nao de tamoxifeno, por imunohistoquimica. Nesse estudo nao foi avaliado
receptor de IGF-I. A intensidade da coloracdo foi medida por métodos de imagem
digitalizados. Em comparacdo com endométrios proliferativos (n=3) houve uma expressao
de IGF-I significativamente maior nos endométrios secretores controles (n=5). Nos nove
adenocarcinomas avaliados foi detectada coloracdo para IGF-1, que tendia a ser menor
nos carcinomas menos diferenciados. A intensidade de coloragdo nos carcinomas das
pacientes usuarias de tamoxifeno (18) foi significativamente maior, em comparacao aos
carcinomas das n&o-usuarias®.

Outro estudo avaliou a positividade dos receptores de IGF-I e insulina no ovario de
pacientes no menacme por imunohistoquimica®. Os receptores de IGF-I foram detectados
nas células da granulosa e os de insulina foram detectados nas células da granulosa, teca
e estromais.

Um estudo avaliando por imunohistoquimica o receptor de IGF-I em experimento
comparando carcinomas endometriais e endométrios normais, detectou uma coloracao
intracitoplasmatica dos receptores e nao detectou diferenca de imunorreatividade entre os
grupos. Tanto IGF-I quanto seu receptor ndo se correlacionaram com suptipo tumoral ou

grau’.
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3. OBJETIVOS

Objetivo 1: Avaliar o status de receptores de IGF-| e receptores de insulina pela técnica de
imuno-histoquimica em pacientes portadoras de carcinoma de endométrio e compara-las

com controles.

Objetivo 2: Avaliar o status de receptores de estrogénio e progesterona pela técnica de
imuno-histoquimica pacientes portadoras de carcinoma de endométrio e compara-las com

controles.
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Abstract:

Objective: Uterine body tumors rank fourth in female neoplasia in Brazil. Insulin and
Insulin-like Growth Factor | (IGF-I) may be involved in neoplastic transformation. The
objective of this paper was to evaluate the association between endometrial carcinoma
and insulin, IGF-lI, estrogen and progesterone receptor expression by
immunohistochemistry. Materials and Methods: Cases were selected among patients that
had been diagnosed for endometrial carcinoma from january 1998 to september 2001 and
controls were selected from patients that underwent surgery for benign uterine disease at
the same time, matched by body mass index and age at Hospital de Clinicas of Porto
Alegre. Results: No association was found between IGF-I receptor expression and
endometrial carcinoma OR:3.35 (0.71-15.78). Otherwise, there was a significant
association between insulin receptor expression and endometrial carcinoma OR:0.15
(0.05-0.42). Conclusion: The lesser number of patients with positive insulin receptor
expression in cases may indicate down regulation of receptors. A better comprehension of
factors involved in neoplastic transformation could help to develop preventive strategies
and/or treatment protocols.

KEYWORDS: endometrial carcinoma, immunohistochemistry, IGF-I, insulin, cancer,

menopause.
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INTRODUCTION:

Uterine body tumors rank fourth in female neoplasia in Brazil, with an incidence of
12.89 per 100,000 women in 2000 [1]. In 1999, body uterine neoplasia accounted for
2.28% of deaths by cancer in woman in Brazil, as reported by INCA (Instituto Nacional do
Cancer, Brazil) [2]. Most patients develop endometrial carcinoma after age of 50 [3,4,5,6]
and incidence vary widely around the world [1], probably because of variations in body
weight, use of hormonal replacement therapy, reproductive charateristics and endogenous
estrogen levels [7].

Epidemiological research has identified several risk factors for endometrial
adenocarcinoma. These include age [3,5], early menarche, infertility, nulliparity, obesity
[3,4], ovarian disfuction [8], isolated estrogenic therapy [3,6,9,10,11], late menopause
[3,5], diabetes mellitus [4,5] and more recently, tamoxifen use [12,13,14].

There is a consensus in literature in relation to the association of obesity and
endometrial carcinoma [3,4,5,9,15]. The cut-off point for detection of an increased risk
varies in studies, but the risk generally starts to be detected after BMI 28 kg/m2 [3,5,6,9,16]
and the risk increases with BMI [3,4,16,17]. Although diabetes mellitus is an established
risk factor for endometrial carcinoma [4,5,9,16], there is some other evidence that the risk
desappears when BMI is controled [6,15].

The insulin-like growth factors (IGFs), their receptors and binding proteins
constitute a family of cell modulators that act on growth and development. This family
include three related ligands: insulin, IGF-I and IGF-II, three membrane receptors (insulin,
IGF-I, IGF-Il receptors) [18] and six binding proteins, IGFBP-1-6 [19,20]. Both
hiperinsulinemia [21] and high circulating levels of IGF-I [22] may be related to hormone-
dependent neoplasias and there is an overexpression of insulin and IGF-I receptors in

several tumors [23,24,25,26,27,28].
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Women with endometrial carcinoma may have fasting insulin elevated levels and
insulin elevated levels after glucose overload [21,29]. High circulating levels of IGF-I may
be related to breast carcinoma in tamoxifen users [22]. There is some evidence in vivo
[28,30] and in vitro [31] that IGF system acts in an autocrine/paracrine way in
endometrium. Indirect evidence suggest an association among sexual steroids, insulin and
IGF-I [30,32,33] in endometrium. Insulin and IGF-I increase mitogenic activity in human
endometrial carcinoma cell lines [34,35]. Some studies show an increased expression of
IGF-I receptors in endometrial carcinomas compared to controls [27,28], while other
studies do not detect differences [36,37]. The objective of this work is to evaluate status of
IGF-I, insulin, estrogen and progesterone receptors by immunohistochemistry in

endometrial carcinoma patients and compare them with controls.

MATERIALS AND METHODS:

Cases and controls were select from january 1998 to september 2001 at Hospital de
Clinicas de Porto Alegre. Cases and controls could not have used tamoxifen, undergone
previous pelvic or abdominal radiotherapy or chemotherapy. Controls could not present
endometrial disease. Only patients with weight and height available on hospital charts were
included. 40 endometrial carcinomas with histologic confirmation and 80 controls that underwent
histerectomy for benign disease were included. The majority of histerectomies of controls were
done because of uterine leyomiomatosis and genital prolapse

Hospital charts were rewied to collect age, menarche, menopause, parity, weight,
height, histological type, hormonal replacement therapy, tobacco use, stage, follow-up and
associated disease. Height and weight were obtained in the nurses’ preoperative

registration.
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MATCHING: cases were divided in three levels of BMI — normal (BMI until 25 kg/m?),
overweigth (IMC from 25.1 to 29.9 kg/m?) and obese (IMC equal or above 30 kg/m?). For
each case were selected two controls in the same level of BMI and age as near as

possible of case’s age.

HISTOLOGY: New hematoxilin-eosin slides were made for diagnostic confirmation.
Carcinomas were classified in endometrioid and non-endometriod, as proposed in
literature [38]. Slides were done for each receptor for all patientes: estrogen progesterone,

insuline and IGF-I.

IMMUNOHISTOCHEMISTRY

Estrogen and progesterone: The antibodies anti-estrogen receptor (mouse, monoclonal,
clone 1D5) and anti-progesterone (monoclonal, mouse, clone PgR 636), Dako, were a gift
of Biogen LTDA.

Insulin and IGF-I: The antibodies anti-insulin (policlonal, rabbit, Dako) and anti-IGF-I
(monoclonal, mouse, o subunit, Ab-1, Clone 24-31, Neomarkers) were used used
according to manufacturer specification, adapted to our laboratory resources.

For all antibodies dilution used was 1:50. Negative and positive controls were done
for estrogen and progesterone receptor in breast cancer tissue. Positive controls were
done for insulin (pancreatic tissue) and for IGF-I receptor (placental tissue).

Slides were heated 60°C for 12 hours and depparafinizaied with xilol and re-
hidrated in alcohol, distilated water and PBS. Citrate buffer were added (pH 6,0) and three
times heated in a microwave oven 1330W for five minutes. Endogenous peroxidase was

blocked with 5% H,O, and the slides were rinsed in distiladed water and PBS. The slides
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were incubated with specific antibodies for 1 hour. For secundary antibody we used LSAB
kit, Dako laboratory (secondary antibody for 30 minutes, two baths in PBS and
streptavidine 30 minutes). For revelation was added diaminobenzine. Counter coloration
stainig was added with Harris” Hematoxilin.

Positivity criteria: Estrogen and progesterone receptors were considered positive
when nuclear staining was visible in more than 10% of constituent tumor cells. Insulin
receptors were considered positive when citoplasmatic staining was visible in more than
10% of constituent tumor cells. IGF-1 receptors were considered positive when membrane
staining was visible in more than 10% of constituent tumor cells [39,49]. Antibodies stained
brown for all receptors.

STATISTICAL ANALYSIS: The statistical evaluation was done by SSP-SS.
Quantitative variables were calculated by Student t test. A < 0,05 was considered
significant. Odds Ratio and 95% confidence intervals were calculated for categorical
variables

The project was approved by Ethics and Research Committee of Hospital de

Clinicas de Porto Alegre.
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RESULTS

1. Pacients” profile

Table 1: Caracteristics of cases and controls

Cases (40) Controls (80) N*

Age 65.37+11.81 55.96+10.95** 120
BMI 29.44+6.26 29.0615.69 120
Oral Contraception 6 (30%) 34(66,7%)* 71
Diabetes mellitus 5 (12,5%) 7 (8,75%) 120
Tobacco use 7 (18,9%) 15 (19,2%) 115
Menopause 34 (87.2%) 40 (51.3%)* 117
Age of menopause 48.07+4.66 49.82+3.7 117
Previous HRT 5 (16,7%) 12 (20,7%) 88

* total number of patientes with data avaible for each variable

**p < 0.05

No statistical difference was found between parity in groups. Information about oral
contraceptives was available for 71 patients (20 cases and 51 controls) and this difference
was significant (30% of cases and 66,7% of controls). There were five diabetic in cases
(insulin and non-insulin dependent) and seven in controls and no difference was found in
groups. Information about hormonal replacement therapy was available in hospital charts
for 88 patients (30 cases e 58 controls). Among patients who were in menopause or in
peri-menopause, 16.7% of cases and 20.7% of controls have taken some kind or
hormonal replacement therapy without statistical difference. Information about tobacco use

was available for 115 patients. 18.9% of cases and 19.2% of controls related current
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tobacco use, without statistically significant difference. At time of surgery 15 patients
reported some use of hormones. Two patients (controls) were taking progesterone, eight
patients (seven controls, one case) were taken combined hormonal replacement therapy

and five taking vaginal estrogens (controls).

2. Tumoral Classification

The tumors were classified as endometrioid (36) and non-endometrioid (4) [38].

3. Staging:

38% patients were classified according to FIGO surgical staging [41] and 68.42 %
of them presented carcinoma confined to uterus (stage | e Il).

4. Receptors expression by immunohistochemistry:

Table 2: Receptors expression in Cases and Controls

Cases Controls
Receptors OR* *Cl95%
n=40 n=80
Estrogen (endometrium) 14 (35.0) 51 (63.8) 0.31 0.14a 0,68
Estrogen (stroma) 19 (47.5) 50 (62.5) 0.54 0.25a1,17
Progesterone (endometrium) 29 (72.5) 61 (76.3) 0.82 0.35a1,95
Progesterone (stroma) 31 (77.5) 77 (96.3) 0.13 0.03a0,53
Insulin (endometrium) 5(12.5) 39 (48.8) 0.15 0.05a0,42
Insulin (stroma) - - - -
IGF-I (endometrium) 38 (95.0) 68 (85.0) 3.35 0.71a 15,78
GFI-I (stroma) 23 (57.5) 58 (72.5) 0.51 0.23a1,14

*Qdds ratio

** Confidence Interval
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The results of receptors evaluation can be seen in Table 2. No association were
found between IGF-I and progesterone receptors expression related to carcinoma in
endometrium. There was an association between carcinoma and estrogen receptor
expression in endometrium and there was a smaller odds of receptor expression in cases
(OR: 0.31 IC: 0.14-0.68). There was an association between carcinoma and insulin
receptor expression in endometrium in cases and there was a smaller odds of receptor
expression in cases (OR:0.15 IC: 0.05-0.42). Estrogen and progesterone receptors were
detected in nuclear level, IGF-1 receptors were detected in cellular membrane (Fig. 1) and

insulin receptors were detected in cytoplasmatic level (Fig. 2).
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Fig 1. IGF-I receptor expression in endometrial carcinoma
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Fig 2. Insulin receptor expression in endometrial carcinoma.

DISCUSSION

The present study compared insulin, IGF-I, estrogen and progesterone receptors
expression in patients with endometrial carcinoma with controls with no endometrial
disease, matched by BMI and age. The difference in age means was already expected
(65.37+11.81 cases, 55.96+10.95 controls) since the great majority of controls underwent
histerectomy for uterine leyomiomatosis, that is a disease of reproductive age [42], while
endometrium carcinoma is a disease of postmenopausal age [3,16].

No association was found between IGF-I receptor expression in carcinomas
compared to controls in our study and literature presents discordant results
[27,28,37,36,43]. Some of studies compare IGF-I receptor expression in patients with
endometrial carcinoma and controls detect an increased expression of IGF-I receptor in
carcinomas [27,28]. Nagamani, 1991, evaluating insulin and IGF-lI receptors by

radiolabeled binding sites detected a higher percent of binding in endometrial carcinoma
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patients. Nine of 10 cases included in this study were obese and the authors did not
reported weight of controls [28]. Talavera in 1990 demonstrated binding sites for IGF-I
receptor in normal and neoplastic endometrium with radiolabeled IGF-I. In this study the
binding differences were due to an increased of number or receptors, not to a change in
receptors affinity. Both undifferentiated and differentiated carcinomas showed an
increased expression of receptors when compared to normal controls. Receptors
expression in undifferentiated tumors was increased related to differentiated ones [27]. No
criteria was described for selecting controls.

Other study compared insulin receptor affinity and tyrosine kinase activity in
endometrial carcinoma patients and in normal controls. A insulin affinity for its receptor
was similar and there was no difference in receptors concentration (2.1 + 1.34 fmol pg —1
in carcinomas and 3.4 + 2.5 fmol ug —1 in controls). Again, no description of specific
criteria for selecting control group was found [43]. Study with 30 patients compared IGF-I
receptor expression by immunohistochemistry between endometrial carcinoma patients
and controls that underwent histerectomy for benign uterine disease did not detected
differences [36]. Study evaluating IGF-lI and its receptor by semiquantitative RT-PCR
(reverse transcription-polimerase chain reaction) in normal endometrium and endometrial
carcinoma, levels of receptors were considered elevated in comparison to IGF-1 levels, but
no difference was found in receptor expression comparing cases and controls [37].

A study detected increased expression of IGF-lI receptors in patients with
endometrial carcinoma related to healthy controls and found no difference in circulating
IGF-1 levels, suggesting that IGF-I could be produced locally and could act in an
autocrine/paracrine fashion [28]. Other studies suggest an autocrine or paracrine action of
IGF-1 system in normal endometrium [33] and in a cyclic fashion [32,33]. Studies
evaluating endometrial tissue of patients in reproductive period detected IGF-I e IGF-1l and

their receptors expression by hybridization techniques. IGF-I mMRNA was more abundant in
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proliferative phase while IGF-Il mMRNA was more abundant in secretory phase [32,33]. In
the first study IGF-1 and Il receptors were present in endometrial epithelium and stroma
and no cyclic changes were observed [32]. In the second both receptors were more
expressed in secretory phase [33]. IGF-I receptor expression and IGFBP-III expression did
not vary in menstrual cycle in other study [30]. In Ishkawa endometrial cancer cells (cell
line originated from well differentiated endometrial carcinoma) estrogen had a synergistic
effect with IGF-1 in promoting cell growing [44].

Obesity is a main risk factor for endometrial carcinoma [3,6] and the association
between hiperinsulinemia and endometrial carcinoma was already described on literature
[21,29]. In endometrial cancer cell lines insulin added to culture medium stimulates
growing of cells [34,35]. In our study more patients in control group presented insulin
receptor expression, in a stastically significant way. One hypothesis is a decrease in
number of insulin receptors secondary to effect of elevated peripheral insulin (down
regulation). Cell number receptors might not be a indicator of magnitude of effect of insulin
in cell function. In glucose metabolism just a small percent of receptors are occupied at
insulin concentrations that have maximal biological effects, so that a decreased number of
receptors might not decrease insulin effect [45] and this phenomena could also happen in
cell proliferation.

One limitation of this study was in analysing endometrioid and non-endometrioid
carcinomas together, that were suggested to have distinct biological behavior [38,46] and
prognosis [47], although the number of non-endometrioid carcinomas in our sample was
small (four patients). Another limitation of study was had been including patients that were
taking some kind of hormonal therapy. However, a study that included postmenopausal
women with abnormal uterine bleeding did not detect variation in IGF-1 receptor
concentration in comparing biopsies before and after six months of combined hormonal

replacement therapy (conjugated equine estrogen 0.625 mg plus medroxiprogesterone
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acetate 5 mg) by RT-PCR [48]. In relation to vaginal estrogens, it not seems probably that
estrogen use interfered in IGF-I receptor expression.

The disagreement in literature about IGF-1 expression receptors can be only related
to different techniques used. In Maiorano, IGF-I receptor expression was evaluated just by
immunohistochemistry and IGF-I expression was evaluated by immunohistochemistry and
Northern Blot and results were conflictive [36]. On the other hand, another study
evaluating IGF-I (not the receptor), in breast carcinomas by immunohistochemistry and
RIA (radio immune assay) detected concordant results [49]. Differences in
histopathological classification, freezing, paraffinization, use of different antibodies, stainig
protocols, positivity criteria and differences among molecular biology technology, could
account for the differences in studies.

It is possible that IGF system binding proteins have a role in endometrial carcinoma
[50]. It is believed that IGFBPS modulate the avaliability of IGF-I competing for its receptor
[24]. In normal endometrium IGF-I receptor expression did not vary during menstrual cycle
and IGFBP-IIl expression increased during late secretory phase [30]. Besides, only
endometrial cancer cell lines which have IGF-I receptors also secrete IGFBP [24].
Therefore, variation in IGF-1 binding may play an important role in endometrial carcinoma
proliferation [35]. Exposure to isolated estrogen replacement therapy is an established risk
factor for endometrial carcinoma [6,10] and some literature suggest that progesterone
could stimulate IGFBP1 secretion, modulating IGF-lI action [48], however, some

controversy exists [24].
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CONCLUSION

In our study an association was found between estrogen receptor expression
and insulin receptor expression in cases, with a smaller chance of expression in cases
related to controls. No statistical significant association was found between progesterone
and IGF-I receptor expression in endometrial carcinomas related to controls. One possible
explanation for the increased number of patients positive for insulin receptor expression in
controls could be related to down regulation of insulin receptors in carcinomas. Further
studies are required for determination of IGF system role endometrial carcinonogenesis

and for determination of suitable techniques for investigation.
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Resumo: Os tumores do corpo uterino ocupam a quarta posicdo entre as
neoplasias diagnosticadas na mulher no Brasil. A insulina e o fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF-I) podem estar envolvidos na transformacgéo neoplésica. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a associacdo entre carcinoma de endométrio e a
expressdo dos receptores de insulina, IGF-I, estrogénio e progesterona por imuno-
histoquimica. Os casos foram selecionados entre as pacientes com diagndstico
histologicamente confirmado de carcinoma endometrial no Hospital de Clinicas de Porto
Alegre entre janeiro de 1998 a setembro de 2001 e os controles foram selecionados entre

as cirurgias por doencga benigna uterina do mesmo periodo, pareados por indice de
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massa corporal e idade. Ndo houve associacdo entre expressao dos receptores de IGF-I
e carcinoma de endométrio OR:3,35 (0,71 a 15,78). Por outro lado houve uma associacao
significativa entre a expressao do receptor de insulina e o carcinoma endometrial OR:0,15
(0,05 a 0,42). O menor numero de pacientes com positividade para os receptores de
insulina nos casos pode indicar down regulation dos receptores de insulina. Uma melhor
compreensao dos fatores envolvidos na transformacéo neoplasica poderia contribuir para

o0 estabelecimento de estratégias preventivas e/ou protocolos de tratamento.

INTRODUCAO:

Os tumores de corpo uterino ocupam a quarta posicdo entre todas a neoplasias
diagnosticadas na mulher no Brasil, com uma incidéncia de 12,89 por 100.000 mulheres
em 2000 [1]. Em 1999, os tumores de corpo uterino corresponderam a 2,28% dos 6bitos
por cancer em mulheres no Brasil, segundo o INCA (Instituto Nacional do Céancer) [2]. A
maioria das pacientes desenvolvem o carcinoma de endométrio a partir dos 50 anos
[3,4,5,6] e a incidéncia varia amplamente nos varios paises [1], possivelmente em func¢éo
das variacdes de peso corporal, uso de terapia de reposicdo hormonal, caracteristicas
reprodutivas e niveis de estrogénios enddgenos circulantes [7].

Estudos epidemiolégicos identificaram varios fatores de risco para
adenocarcinoma de endométrio. Eles incluem idade [3,5], menarca precoce, infertilidade,
nuliparidade, obesidade [3,4], disfuncBes ovarianas [8], terapia de reposicdo hormonal
estrogénica isolada [3,6,9,10,11], menopausa tardia [3,5], diabetes mellitus [4,5] e mais
recentemente, o uso de tamoxifeno [12,13,14].

Existe consenso na literatura quanto a associacao entre obesidade e o carcinoma

de endométrio [3,4,5,9,15]. O ponto de corte a partir do qual o0 aumento no risco comega a
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ser detectado varia, mas os estudos geralmente detectam o risco com indice de massa
corporal a partir de 28 kg/m? [3,5,6,9,16] e o risco aumenta com o aumento do indice de
massa corporal [3,4,16,17]. Embora o diabetes mellitus seja classicamente descrito como
fator de risco para carcinoma de endométrio [4,5,9,16], existem estudos demonstrando o
desaparecimento desse risco quando se controla o indice de massa corporal [6,15].

Os fatores de crescimento semelhantes a insulina (IGFs), seus receptores e
proteinas ligantes constituem uma familia de moduladores que atuam no crescimento e
desenvolvimento da célula. A familia IGF consiste de trés peptideos; insulina, IGF-I e IGF-
I, trés receptores de membrana celular (os receptores de insulina, IGF-1, IGF-II) [18] e
seis proteinas ligantes, IGFBP-1-6 [19,20]. Tanto a hiperinsulinemia [21] quanto altos
niveis séricos de IGF-I [22] podem estar associados as neoplasias horménio-
dependentes, havendo uma maior expresséo dos receptores de insulina e IGF-I1 em varios
tumores [23,24,25,26,27,28].

Mulheres com carcinoma de endométrio tém niveis elevados de insulina em jejum
e apobs ingestdo de glicose [21,29] e niveis elevados de IGF-I podem estar associados a
carcinoma de mama em usudrias de tamoxifeno [22]. Existem evidéncias in vivo [28,30] e
in vitro [31] que o sistema IGF aja de maneira autdcrina/paracrina no endométrio.
Evidéncias indiretas demonstram a associacéo entre os esterdides sexuais, a insulina e o
IGF-1 [30,32,33] no endométrio. Tanto a insulina como o IGF-I aumentam
substancialmente a atividade mitogénica nas linhagens de adenocarcinoma endometrial
humano [34,35]. Alguns estudos demonstram uma maior expressdo dos receptores de
IGF-I em carcinomas endometriais em comparacdo a controles [27,28], enquanto outros
estudos ndo detectam diferenca de expresséo entre os grupos [36,37]. O objetivo deste
trabalho é avaliar o status dos receptores de IGF-I, insulina, estrogénio e progesterona
pela técnica de imuno-histoquimica em pacientes portadoras de carcinoma de endométrio

e compara-las com controles.
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PACIENTES E METODOS:

Casos e controles foram selecionados no periodo entre janeiro de 1998 a
setembro de 2001 no Hospital de Clinicas de Porto Alegre. Tanto os casos quanto
controles ndo poderiam ter realizado radioterapia abdominal ou pélvica, quimioterapia
prévia ou fazer uso de tamoxifeno. Os controles ndo poderiam apresentar patologias
endometriais. Foram incluidas apenas as pacientes em que peso e altura estavam
disponiveis no prontuario. Ao todo foram incluidos 40 casos de carcinomas de endométrio
histologicamente confirmados e como controles 80 pacientes que foram a histerectomia
por doenca benigna uterina. A maior parte das histerectomias dos controles foram
indicadas por miomatose uterina e prolapso genital.

Os prontuédrios foram revisados a fim de se obter os seguintes dados: idade,
menarca, menopausa, numero de filhos, peso, altura, tipo histolégico, terapia de
reposicdo hormonal, tabagismo, estadio, seguimento e patologias associadas. Peso e

altura foram obtidos a partir dos registros de enfermagem no periodo pré-operatério.

PAREAMENTO: os casos foram divididos em trés faixas de IMC (indice de massa
corporal); normal (IMC até 25 kg/m?), sobrepeso (IMC entre 25 a 29,9 kg/m?) e obesas
(IMC igual ou acima de 30 kg/m?). Para cada caso foram escolhidos dois controles na

mesma faixa de IMC e com idade mais proxima possivel dos casos.

HISTOLOGIA: Foram realizados novas laminas, coradas com hematoxilina-eosina
para confirmacdo diagnostica. Os carcinomas foram classificados em endometridides e
nao endometridides, conforme proposto na literatura [38]. Foram confeccionadas novas

laminas, uma para cada receptor: estrogénio, progesterona, insulina e IGF-I.
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IMUNO-HISTOQUIMICA: Estrogénio e progesterona: Os anticorpos anti-receptor
de estrogénio (anticorpo monoclonal de camundongo, clone 1D5) e progesterona
(anticorpo monoclonal de camundongo, clone PgR 636) do laboratério Dako foram
cortesia da importadora Biogen LTDA.

Insulina e IGF-I: Os anticorpos anti-insulina (anticorpo policlonal de coelho,
laboratério Dako) e anti-IGF-I (anticorpo monoclonal de camundongo , subunidade o, Ab-
1, Clone 24-31, laboratério Neomarkers) foram utilizados de acordo com a especificacédo
do fabricante, adaptados para a infra-estrutura do nosso laboratério.

Para todos os anticorpos foi utilizada a diluicdo de 1:50. Foram realizados
controles positivos e negativos com carcinoma de mama para receptor de estrogénio e
progesterona. Para IGF-I foi realizado o controle positivo em placenta e para insulina foi
realizado controle positivo em tecido pancreatico.

Para todos os anticorpos foi realizada a seguinte técnica: as laminas foram
aquecidas a 60°C por 12 horas. Foram desparafinadas em xilol e hidratadas em alcool,
agua destilada e PBS (solucdo tampéo fosfato). Foi adicionado tampé&o citrato (pH 6,0) e
foi realizada irradiag&o por microondas a 1330W de poténcia 3 vezes por cinco minutos. O
blogueio da atividade de peroxidase enddgena foi realizado com uma solucédo a 5% de
peroxido de hidrogénio em agua destilada e ap0s as laminas foram lavadas em agua
destilada e PBS. Foram adicionados os anticorpos especificos diluidos em PBS e as
laminas foram deixadas em camara Umida e escura por 1h em temperatura ambiente.
Para o anticorpo secundario foi utilizado o kit LSAB do laboratério Dako (anticorpo
secundario por 30 minutos, dois banhos em PBS e estreptavidina 30 minutos) e para a
revelacdo foi adicionado o diaminobenzine. A contra-coloracdo foi realizada com
Hematoxilina de Harris.

Foram estabelecidos o0s seguintes critérios de positividade: receptores de
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estrogénio e progesterona foram considerados positivos quando o ndcleo estava corado
em 10% ou mais das células epiteliais. Receptores de insulina foram considerados
positivos quando o citoplasma da célula estava homogeneamente corado em 10% das
células ou mais e os receptores de IGF-I quando ocorria coloracdo da membrana celular
em 10% ou mais das células [39,40]. Para todos os receptores foi observada uma

coloracdo marrom dos anticorpos.

ANALISE DOS DADOS: A andlise dos dados foi realizada pelo programa SSP-SS.
Para varidveis quantitativas foi realizado o teste t. Um valor P menor que 0,05 foi
considerado estatisticamente significativo. As variaveis categoéricas foram estimadas com

Razao de Chances e intervalos de confianca.

CONSIDERACOES ETICAS: O projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica e

Pesquisa no Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

RESULTADOS

4. Perfil das pacientes:

Algumas caracteristicas clinicas das pacientes estdo descritas na Tabela 1.
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Tabela 1: Perfil das pacientes (N=120)

Casos (40) Controles (80) N*
Idade 65,37+11,81 55,96+10,95** 120
IMC 29,44+6,26 29,0645,69 120

Contraceptivo oral 6 (30%) 34 (66,7%)* 71
Diabetes mellitus 5 (12,5%) 7 (8,75%) 120
Tabagismo 7 (18,9%) 15 (19,2%) 115
Menopausa 34 (87,2%) 40 (51,3%)* 117
Idade da menopausa 48,07+4,66 49,82+3,7 117

TRH prévia*** 5 (16,7%) 12 (20,7%) 88

* nimero de pacientes com dados disponiveis para cada variavel

**p < 0,05
*** terapia de reposicdo hormonal

N&o houve diferenca estatisticamente significativa entre a paridade das pacientes
nos dois grupos. A informacdo sobre uso de anticoncepcional oral prévio estava
disponivel para 71 pacientes (20 casos e 51 controles) e essa diferenca foi
estatisticamente significativa (30% dos casos e 66,7% dos controles). Havia cinco
diabéticas (contabilizando diabetes mellitus insulino-dependente e néo insulino-
dependente) entre os casos e sete entre os controles e a diferenca nao foi
estatisticamente significativa entre os grupos. A informacdo sobre terapia de reposicao
hormonal prévia estava disponivel nos prontuarios para 88 pacientes (30 casos e 58
controles). Entre as pacientes que estavam na menopausa ou na peri-menopausa 16,7%
dos casos e 20,7% dos controles utilizaram algum tipo de terapia de reposicdo hormonal
anteriormente a cirurgia, sem diferenca estatisticamente signficativa. Na data da cirurgia
15 pacientes dos dois grupos relataram alguma forma de hormonioterapia. Duas
pacientes (controles) estavam em uso de progestogénio, oito pacientes (sete controles,
um caso) estavam em uso de terapia de reposicdo hormonal combinada e cinco pacientes
estavam em uso de creme vaginal a base de estrogénios (controles). A informacgéo sobre
tabagismo estava disponivel para 115 pacientes: 18,9% dos casos e 19,2% dos controles

relataram tabagismo atual, sem diferenca estatisticamente significativa.
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Os tumores foram classificados em endometridides e nao endometridides,

correspondendo a 36 carcinomas endometridides e 4 ndo-endometridides [38].

6. Estadio:

Trinta e oito pacientes foram estadiadas conforme o estadio cirlirgico da FIGO [41]

e 68,42 % apresentavam doenca restrita ao Utero (estadios | e Il).

7. Expressao imuno-histoquimica dos fatores em estudo:

Tabela 2: Expresséo dos receptores em Casos e Controles

Variavel &1540093* airggc)"es* RC* ICO5%*+
Receptor de estrogénio (endométrio) 14 (35,0) 51 (63,8) 0,31 0,14 a 0,68
Receptor de estrogénio (estroma) 19 (47,5) 50 (62,5) 0,54 0,25a1,17
Receptor de progesterona (endométrio) 29 (72,5) 61 (76,3) 0,82 0,35a1,95
Receptor de progesterona (estroma) 31 (77,5) 77 (96,3) 0,13 0,03a0,53
Receptor de insulina (endométrio) 5(12,5) 39 (48,8) 0,15 0,05a0,42
Receptor de insulina (estroma) - - - -
Receptor de IGF-I (endométrio) 38 (95,0) 68 (85,0) 3,35 0,71 a 15,78
Receptor de IGFI-I (estroma) 23 (57,5) 58 (72,5) 0,51 0,23a1,14

* valores absolutos e percentuais
** Razao de chances
*** |Intervalo de confiangca

Os resultados da avaliacdo dos receptores podem ser vistos na Tabela 2. N&o

houve uma associacdo entre expressdo dos receptores IGF-I e progesterona no

endométrio e os carcinomas. Houve uma associacdo entre carcinoma e a expressao do

receptor de estrogénio no endométrio, havendo uma menor chance da expressdo do

receptor nos casos (RC: 0,31 IC: 0,14-0,68). Houve uma associacao entre carcinomas e a

expressdo do receptor de insulina no endométrio, havendo uma menor chance da

expressdo do receptor nos casos (RC:0,15 IC: 0,05-0,42). O receptor de IGF-I foi
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detectado em nivel de membrana celular (Fig 1-2) e o de insulina foi detectado no

citoplasma (Fig 3-4).

DISCUSSAO

Este estudo comparou a expressao dos receptores de insulina, IGF-I, estrogénio e
progesterona em pacientes com carcinoma de endométrio com controles sem doenca
endometrial, pareadas por IMC e idade. A diferenca estatisticamente significativa nas
médias de idade entre casos (65,37+11,81) e controles (55,96+10,95) era de certa forma
esperada ja que a maioria das pacientes incluidas nos controles foi a histerectomia por
miomatose uterina, que € uma doenca tipica da idade reprodutiva [42], enquanto a maior
parte dos carcinomas de endométrio acontece na pés-menopausa [3,16].

N&o foi detectado um aumento na expressdo dos receptores de IGF-I nos
carcinomas em comparacdo aos controles neste estudo. A literatura tem dados
conflitantes [27,28,37,36,43]. Existem alguns estudos comparando a expressédo do
receptor de IGF-I em pacientes com carcinoma de endométrio e controles, alguns deles
detectando uma maior expressao do receptor de IGF-I em carcinomas [27,28]. Nagamani,
1991, avaliando receptores de insulina e IGF-1 por estudos de ligacdo com insulina e IGF-I
radiomarcados, observou um maior percentual de ligacdo para IGF-I nas pacientes com
carcinoma. Nesse estudo, das 10 pacientes incluidas, nove eram obesas, mas 0s autores
ndo relataram o peso dos controles [28]. Talavera em 1990 demonstrou sitios de ligacédo
para o receptor de IGF-I em endométrio normal e neoplasico com IGF-I radiomarcado.
Nesse estudo as diferencas de ligacdo entre endométrios normais e neoplasicos foram

devidas a um aumento no nimero de receptores e ndo devido a uma mudanca na
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afinidade destes. Tantos os carcinomas indiferenciados quanto os diferenciados
mostraram uma expressao maior de receptores quando comparados com 0s controles
normais e a expressdo dos receptores nos tumores indiferenciados foi maior que nos
tumores diferenciados [27]. N&o foi descrito o critério para a escolha dos controles.

Outro estudo comparou afinidade do receptor de insulina e atividade tirosina-
guinase no endométrio entre pacientes portadoras de carcinoma endometrial e controles
normais. A afinidade da insulina pelo seu receptor foi similar e ndo houve diferenca
estatisticamente significativa nas concentragdes de receptores (2,1 £ 1,34 fmol ng —1 nos
carcinomas e 3,4 + 2,5 fmol ug —1 nos controles). Novamente ndo h& descricdo de
critérios para a selegcdo de grupo controle [43]. Estudo de 30 pacientes comparando a
expressao do receptor de IGF-1 entre pacientes com carcinoma de endométrio e pacientes
gue foram histerectomizadas por doenca benigna, por imuno-histoquimica, ndo detectou
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos [36]. Em um estudo avaliando a
expressdo de IGF-I e seu receptor por RT-PCR (reverse-transcription-polimerase chain
reaction) semiquantitativa em endométrios normais e carcinomas endometriais, 0s niveis
dos receptores nos carcinomas foram considerados altos em comparagdo aos niveis de
IGF-I, mas ndo houve diferenca na expressdo do receptor de IGF-l entre casos e
controles [37].

Outro estudo detectou uma maior expressao de receptores de IGF-I no endométrio
em pacientes portadoras de carcinoma de endométrio em comparacdo a controles
saudaveis, ndo encontrando uma diferenca entre os grupos no IGF-I sérico, sugerindo
gue IGF-I possa ser produzido localmente no tecido e aja de maneira autécrina ou
paracrina [28]. Existem outros estudos sugerindo uma acdo autdcrina ou paracrina do
sistema IGF no endométrio em endométrios normais [33] e de maneira ciclica [32,33].
Estudos avaliando tecido endometrial de pacientes no menacme avaliaram a expressao

de IGF-I e IGF-Il e seus receptores por técnicas de hibridizacdo. O mRNA de IGF-I foi
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mais abundante na fase proliferativa enquanto o mRNA de IGF-Il era mais abundante na
fase secretora [32,33]. No primeiro os receptores de IGF-I e Il estavam presentes tanto no
epitélio quanto no estroma endometrial e ndo houve mudancas ciclicas em ambos [32].
No segundo estudo os receptores estavam expressos mais abundantemente na fase
secretora [33]. Um outro estudo comparando a expressao do receptor de IGF-1 e de IGBP-
Il nas fases do ciclo menstrual, detectou a expressdo de IGFBP-Ill apenas na fase
secretora e a expressao do receptor ndo variou ao longo do ciclo [30]. Em cultura de
células de Ishkawa (linhagem celular originaria de carcinoma bem diferenciado de
endométrio) o estrogénio teve uma acdo sinérgica com o IGF-I promovendo a
multiplicacéo celular [44].

A obesidade é considerada um dos principais fatores de risco para o carcinoma
endometrial [3,6] e a associacdo entre hiperinsulinemia e carcinoma endometrial ja foi
documentada na literatura [21,29]. Em linhagens celulares de carcinoma endometrial a
insulina adicionada ao meio de cultura estimula o crescimento das colbnias [34,35]. No
nosso estudo um maior nimero de controles apresentou receptores positivos para
insulina, de maneira estatisticamente significativa. Uma hip6tese para explicar esse
achado seria a diminuicdo dos receptores que pode ocorrer em funcdo do estimulo
cronico pela insulina (down regulation). O nimero de receptores por si s6é ndo seria um
indicativo da magnitude da influéncia da insulina nos processos celulares. No
metabolismo da glicose apenas um pequeno percentual dos receptores esta ocupado em
altas concentracdes de insulina, exercendo um efeito um efeito bioldgico maximo [45]. Por
isso, uma diminuicdo dos receptores provavelmente ndo diminuiria o efeito da insulina e
esse fenbmeno também poderia ocorrer na proliferacao celular.

Uma das limitacbes deste estudo foi analisar conjuntamente os carcinomas
endometriéides e ndo endometridides, que a literatura sugere como tendo mecanismos

biolégicos [38,46] e comportamentos progndsticos distintos [47], embora o nimero de
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carcinomas nao-endometridides incluido na amostra tenha sido pequeno (quatro
pacientes). Outra limitacdo do estudo foi termos incluido 15 pacientes que estavam
recebendo alguma forma de hormonioterapia. Entretanto, um estudo incluindo mulheres
pés-menopausicas com sangramento uterino anormal, ndo detectou variacdo nas
concentragtes do receptor de IGF-I comparando bidpsias endometriais antes e apés 6
meses apods 0 uso de terapia de reposicdo hormonal combinada (estrogénios conjugados
0,625mg e acetato de medroxiprogesterona 5mg) por RT-PCR [48]. Parece pouco
provavel que o uso de estrogénio tépico possa ter interferido na expresséo dos receptores
de IGF-I.

A controvérsia entre os resultados na literatura para os receptores de IGF-I pode
se dever apenas as diferentes técnicas utilizadas. Em Maiorano, os receptores de IGF-I
foram avaliados apenas por imuno-histoquimica e o IGF-lI foi avaliado por imuno-
histoquimica e por Northern Blot, sendo os resultados discrepantes [36]. Por outro lado,
outro estudo avaliando apenas IGF-I em carcinomas de mama por imuno-histoquimica e
RIA (radioimunoensaio) demonstrou uma similaridade nos resultados [49]. Diferencas na
classificacdo histopatolégica, congelamento, parafinizacéo, uso de diferentes anticorpos,
protocolos de coloracdo, critérios para positividade e diferencas entre as técnicas de
biologia molecular podem ser responsaveis pelas diferencas entre os estudos.

E possivel que as proteinas ligantes do sistema IGF tenham influéncia na génese
do carcinoma de endométrio [50]. Acredita-se que as IGFBPS modulem a disponibilidade
do IGF-1 competindo pelo seu receptor [24]. Em estudo avaliando endométrios normais a
expressdo do receptor de IGF-I ndo variou ao longo do ciclo enquanto que os niveis de
IGFBP-IIl aumentam durante a fase secretora tardia [30]. Em estudo em linhagens de
carcinoma endometrial, apenas as linhagens que continham receptores para IGF-I,
secretavam IGFBPs [24]. Por isso, a variacdo na ligacdo do IGF-I pode desempenhar um

papel importante na proliferacdo do carcinoma endometrial [35]. A exposi¢céo a terapia de
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reposicdo hormonal com estrogénio isoladamente € um fator de risco bem estabelecido
para o carcinoma de endométrio [6,10] e existem trabalhos que sugerem que a presenca
de progesterona estimularia a secre¢do de IGFBP-1, modulando a acdo do IGF-I [48],

embora os resultados sejam controversos [24].

CONCLUSOES

No nosso estudo houve associacdo entre a expressdo dos receptores de
estrogénio e insulina nos casos, com uma chance de expressdo menor neles em relacao
aos controles. Nao houve associacao estatisticamente significativa entre os receptores de
progesterona e IGF-I com carcinoma endometrial em comparacdo aos controles. Uma
possivel explicacdo para o maior nimero de pacientes entre os controles com positividade
para o receptor de insulina poderia se relacionar a down regulation do receptor de insulina
nos carcinomas. Mais estudos sao necessarios para o esclarecimento do papel do
sistema IGF na carcinogénese endometrial e para o estabelecimento das técnicas mais

acuradas para a sua investigacao.
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7. ANEXOS: FIGURAS

Fig 1. Positividade dos receptores de IGF-1 em carcinoma
de endométrio. Observar a positividade marrom na
membrana celular. (Imuno-histoquimica 200x, inset 100x)

Fig 2. Positividade dos receptores de IGF-1 em
endométrio normal em paciente do grupo controle. Notar
a forte positividade na membrana celular. (Imuno-
histoquimica 200x)
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Fig 3. Expressdo do receptores de insulina em carcinoma
de endométrio. Observar a positividade para o anticorpo
no citoplasma, mais acentuada no apice da célula (Imuno-
histoquimica 200x, inset 100x)

Fig 4. Expressdo do receptor de insulina no endométrio
normal no grupo controles. Observar a positividade difusa
no citoplasma. (Imuno-histoquimica 200x)
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Fig 5 Expressdo dos receptores de IGF-1 em carcinoma de
endométrio. (Imuno-histoquimica 200x, inset 100x)

Fig 6. Expressdo dos receptores de IGF-1 em carcinoma
de endomeétrio. (Imuno-histoquimica 200x, inset 100x)
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Fig 7. Expressdo dos receptores de IGF-I em
endométrio normal em paciente do grupo controle.
Notar a forte positividade na membrana celular.
(Imuno-histoquimica 200x, inset 100x)

Fig 8. Expressdo do receptor de insulina no
endométrio normal no grupo controles. Observar a
positividade  difusa no citoplasma.  (Imuno-
histoquimica 200x, inset 100x)



Fig 9. Expressdo dos receptores de IGF-I em
carcinoma de endométrio. Observar a positividade
marrom na membrana celular. (Imuno-histoquimica
200x, inset 100x)

Fig 10. Expressdo dos receptores de IGF-1 em
carcinoma de endométrio. (Imuno-histoquimica 200X,
inset 100x)
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Fig 10. Expressdo dos receptores de IGF-1 em estroma
de carcinoma de endométrio. Invasdo ndo detectada na
coloracdo  por  hematoxilina-eosina.  (Imuno-
histoquimica 200x)

Fig 11. Expressdo dos receptores de IGF-1 em
carcinoma de endométrio. (Imuno-histoquimica 200x)
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