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“It is not the critic who counts; not the man who points out how the
strong man stumbles, or where the doer of deeds could have done
them better. The credit belongs to the man who is actually in the arena,
whose face is marred by dust and sweat and blood; who strives
valiantly; who errs, who comes short again and again, because there
is no effort without error and shortcoming; but who does actually strive
tfo do the deeds; who knows great enthusiasms, the great devotions;
who spends himself in a worthy cause; who at the best knows in the
end the triumph of high achievement, and who at the worst, if he fails,
at least fails while daring greatly, so that his place shall never be with
those cold and timid souls who neither know victory nor defeat.”

— Theodore Roosevelt
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RESUMO

Introdugdo: o cancer de endométrio € uma neoplasia com taxas crescentes de incidéncia e
mortalidade. Avangos limitados no tratamento e comorbidades associadas impedem
melhorias significativas nas taxas de sobrevida. A obesidade e a diabetes mellitus sao fatores
de risco independentes para o carcinoma endometrial, devido a niveis elevados IGF-1 e
resisténcia a insulina contribuindo para essa associagdo. O aumento do receptor de IGF-1
elevado no cancer de endométrio esta ligado ao crescimento tumoral através da via PI3K/Akt.
A metformina tem se mostrado promissora no tratamento do cancer, incluindo endometrial,
mas 0s mecanismos exatos subjacentes aos efeitos antineoplasicos da metformina ainda
estdo sendo investigados. Métodos: a analise in vitro usando a linhagem celular de carcinoma
endometrial Ishikawa avaliou o impacto da metformina em um conjunto de parametros que
determinam viabilidade celular através de microscopia 6ptica, espectrometria e citometria de
fluxo. Um modelo xenografico de cancer endometrial em camundongos nudes, utilizando as
células Ishikawa, foi utilizado para avaliar o efeito da metformina no crescimento tumoral, IGF-
1 circulante (por ELISA) e expresséao diferencial de genes da via IGF-1R usando RT-PCR.
Resultados: experimentos in vitro demonstraram diminuicdo dose- e tempo-dependente na
viabilidade e proliferagdo celular, bem como disfungdo mitocondrial aumentada, inducao de
apoptose e parada do ciclo celular em G1 com o tratamento. Nos animais, a metformina
diminuiu o crescimento do tumor, porém, ndo foram observadas diferencas significativas no
peso dos animais ou nos niveis séricos de IGF-1 entre os grupos. Na analise da expressao
génica, a metformina regulou negativamente varios genes envolvidos na via de sinalizagao do
IGF-1R, incluindo AKT2, FOXO03, IGF1R, INSR, MAPK3, MTOR e SHC1. Conclusoes: esses
achados sugerem que a metformina tem potencial como agente terapéutico, por sua
capacidade de diminuir a viabilidade celular, através da indugao de apoptose via disfungao
mitocondrial e diminuigao de proliferacdo. Além disso, os efeitos da metformina no cancer de
endométrio envolvem a modulagdo da via do IGF-1R. Mais investigagbes sdo necessarias

para determinar a eficacia e seguranga da metformina no tratamento do cancer de endométrio.

Palavras-chave: metformina, cancer endometrial; receptor de IGF-1; viabilidade celular;

receptor de insulina.
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ABSTRACT

Background: endometrial cancer (EC) is a prevalent cancer with rising incidence and mortality
rates. Limited treatment advances and comorbidities have hindered significant improvements
in survival rates. Obesity and diabetes mellitus are independent risk factors for EC, with
elevated levels of insulin-like growth factor-1 (IGF-1) and insulin resistance contributing to this
association. High IGF-1 receptor (IGF-1R) in EC is linked to tumor growth through the PI3K/Akt
pathway. Metformin shows promise in cancer treatment, including EC, but the exact
mechanisms underlying metformin's anticancer effects are still being investigated. Methods:
in vitro analysis using the Ishikawa endometrial carcinoma cell line evaluated the impact of
metformin on a set of parameters that determine cell viability through microscopy, spectrometry
and flow cytometry. A xenograft model of endometrial cancer in nude mice, using Ishikawa
cells, was used to evaluate the effect of metformin on tumor growth, circulating IGF-1 (by
ELISA) and differential expression of IGF-1R pathway genes using RT-PCR. Results: in vitro
experiments demonstrated dose- and time-dependent reductions in cell viability and
proliferation, as well as induced mitochondrial dysfunction, apoptosis, and cell cycle arrest with
metformin treatment. Animal studies revealed that metformin prevented tumor development
and decreased tumor growth. However, no significant differences in animal body weight or
IGF-1 serum levels were observed between control and treatment groups. Gene expression
analysis indicated that metformin downregulated several genes involved in the IGF-1R
signaling pathway, including AKT2, FOXO3, IGF1R, INSR, MAPK3, MTOR, and SHC1.
Conclusions: these findings suggest that metformin has potential as a therapeutic agent, due
to its ability to decrease cell viability by inducing apoptosis via mitochondrial dysfunction and
decreasing proliferation. Furthermore, the effects of metformin on endometrial cancer involve
modulation of the IGF-1R pathway. More investigations are needed to determine the efficacy

and safety of metformin in the treatment of endometrial cancer.
Keywords: metformin; endometrial neoplasm; receptor, IGF Type 1; cell survival; receptor,

Insulin.
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INTRODUGAO

O endomeétrio € a camada mucosa que reveste o Utero na sua face interna, e é dividido
em camada funcional — constituida por glandulas desde o epitélio até o estroma; e camada
basal — que envolve a base das glandulas e vasos do estroma’. Durante o ciclo menstrual, a
proliferacdo celular no tecido é estimulada pelo estrogénio e, num segundo momento, as
células estromais endometriais semelhantes a fibroblastos sao induzidas a se diferenciar em
células deciduais por estimulo da progesterona®. Devido a sua capacidade de resposta e
adaptacdo em diferentes microambientes hormonais, o endométrio é suscetivel a diversas

patologias, incluindo a endometriose, hiperplasia e neoplasias.

Mundialmente, o cancer de endométrio tem aumentado a sua incidéncia e mortalidade
associada. Nos paises desenvolvidos, € uma das neoplasias mais prevalentes em mulheres,
principalmente na América do Norte e na Europa Ocidental, e esta provavelmente associado
a fatores de risco relacionados ao estilo de vida. Um total de 417.367 diagndsticos foram feitos
em 2020 no mundo® 4. No Brasil, o cancer de endométrio é a segunda neoplasia que mais
acomete o trato genital feminino, com a estimativa de aparecimento de 7.840 novos casos de
cancer de corpo do uUtero para cada ano do triénio 2023-2025. O risco estimado para cada

100 mil mulheres é de 7,08 casos®.

7

Céancer de corpo uterino € um termo que geralmente se refere ao carcinoma
endometrial, responsavel por cerca de 90% dos casos nessa classificagdo® 7. Ele se
desenvolve na porgéo epitelial do tecido, muito frequentemente progredindo a partir da
hiperplasia endometrial, principalmente quando em presenga de atipias nucleares®. O
carcinoma endometrial apresenta uma vasta heterogeneidade na sua morfologia e nas

alteracdes moleculares.

Historicamente, o cancer de endométrio é classificado em tipos | e I, baseado em

7

fatores clinicos e hormonais. O tipo |, em que o principal subtipo é o adenocarcinoma,
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corresponde a cerca de 80% dos casos de cancer de endométrio. Ele é estrogénio-
dependente, e esta relacionado ao aumento das taxas de obesidade na populagdo e com a
diabetes mellitus. O adenocarcinoma ¢é diagnosticado em estadios iniciais e, como
consequéncia, geralmente apresenta melhor prognéstico. O cancer de endométrio tipo Il é
independente de horménios, € mais agressivo e da origem a metastases em estadios iniciais,
sinalizando um prognéstico menos favoravel® %", Uma classificagao histoldgica mais recente
se baseia na morfologia tumoral e no grau do tumor (arquitetura glandular e grau nuclear),
fazendo com que os diferentes tipos de cancer endometrial possam ser distinguidos entre si

através da detecgdo precoce de mutagdes especificas® '2.

O Fator de Crescimento Semelhante a Insulina tipo 1 (IGF-1) é produzido por diversos
tipos celulares, principalmente por hepatécitos. Ele tem caracteristicas tanto de horménio
quanto de fator de crescimento, capaz de produzir respostas locais e sistémicas' 4 15, O
receptor do IGF-1 (IGF-1R) € amplamente expresso no endométrio normal e no cancer
endometrial, tanto no epitélio glandular como no estroma. O IGF-1 e seu receptor tém
regulacao transcricional com participagdo do estrogénio, e estimulam a proliferagao celular
nesse tecido'®. Tem-se observado que ocorre o aumento da expressdo IGF-1R no cancer,
inclusive no de endométrio. No adenocarcinoma, foi constatada a superexpressao do IGF-1R,
assim como o aumento dos niveis de IGF-1R fosforilado e da ativagao via da AKT, quando
comparado ao endométrio normal proliferativo’” 8. Foi proposto por Dai e colaboradores
(2016) que esta via contribui para o risco de hiperplasia endometrial e de desenvolvimento do

cancer de endométrio™®.

A metformina (1, 1-dimethylbiguanide hydrochloride) € uma biguanida oral e age como
um agente hipoglicemiante. E uma das drogas mais utilizadas no tratamento da diabetes
mellitus tipo 2 pelo seu efeito importante na diminuigdo dos niveis plasmaticos de glicose?® 2"
22 Apesar do uso amplo dessa droga e a extensa investigagdo em torno dela, os seus

mecanismos de a¢ao exatos permanecem pouco claros. Supde-se que ela atua em diversos
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locais, mais especificamente no figado, na mucosa gastrointestinal e no tecido muscular, de
diferentes formas?. Ela também inibe a proliferagéo celular pela ativagdo da via da AMPK,

que interfere com a via PI3BK/AKT/mTOR?4.

Além do seu reconhecido uso na diabetes, diversos estudos também ja demonstraram
seu papel no cancer, obesidade, doencas cardiovasculares, renais, hepaticas e
neurodegenerativas?® 2% 26:27:28: 29 J3 se sabe, também, da sua eficacia na Sindrome dos
Ovarios Policisticos (SOP), ao passo que aumenta a sensibilidade a insulina e permite a
diminui¢ao dos esteroides circulantes. Os efeitos sistémicos observados sdo a normalizagao
do ciclo menstrual das pacientes e o aumento da fertilidade®. Varios autores relacionaram a
metformina a diminui¢cdo da proliferacao celular em alguns tipos de cancer, nomeadamente
cancer colorretal, cancer de mama, pancreas, endométrio, entre outros 2+ 3" 32 Ndo se
encontram esclarecidos 0s mecanismos pelos quais a metformina diminui a proliferacédo
celular no cancer de endométrio, e, no presente estudo, propomos a investigagdo de uma via

que possivelmente contribui para tal, que € a via do IGF-1R e seus ligantes.
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REFERENCIAL TEORICO

1 Estratégia de busca

A busca de artigos para a revisdo da literatura foi realizada nas bases de dados
PubMed, Embase e Cochrane, com as seguintes palavras-chave: 1) cancer de endométrio, 2)
metformina e 3) IGF-1R, utilizando os MeSH Terms e termos livres associados. A estratégia
de busca completa utilizada no PubMed se encontra na tabela 1. Os mesmos termos foram
traduzidos para as buscas nas bases Embase e Cochrane, de acordo com as suas

especificagoes.

Tabela 1. Estratégia de busca de palavras-chave na base de dados PubMed.

#1 (Endometrial Neoplasms OR Endometrial Neoplasm*[tw] OR Endometrial
Carcinoma*[tw] OR Endometrial Cancer*[tw] OR Endometrium Cancer*[tw] OR
Cancer of the Endometrium[tw] OR Carcinoma of Endometrium[tw] OR

Endometrium Carcinoma*[tw] OR Cancer of Endometrium[tw])

#2 (Receptor, IGF Type 1 OR IGF-1R[tw] OR IGF1R[tw] OR IGF 1R[tw] OR IGF-1
Receptor*[tw] OR IGF 1 Receptor*[tw] OR IGF1 Receptor*[tw] OR Insulin-Like-
Growth Factor | Receptor[tw] OR Insulin Like Growth Factor | Receptor[tw] OR
IGF Type 1 Receptor[tw])

#3 (Metformin OR Metformin[tw] OR Dimethylbiguanidine[tw] OR
Dimethylguanylguanidine[tw] OR Glucophagel[tw])

#4 #1 AND #2 AND #3




15

2 Resultados da busca

Tabela 2. Resultados da busca bibliografica nas diferentes bases de dados.

Palavras-chave PubMed Embase Cochrane
Céancer de Endométrio 36.840 82.295 2.599
IGF-1R 10.899 15.798 248
Metformina 28.049 84.387 12.500
Céancer de endométrio AND 6 26 3

IGF-1R AND Metformina

Conforme a tabela 2, cruzando as palavras-chave, foram encontrados 6 artigos na
base de dados PubMed, 26 na base Embase e 3 na plataforma Cochrane. Do total de 35
artigos, foram excluidos os duplicados e, através da leitura dos titulos e resumos, foram

escolhidos os artigos pertinentes para este estudo, conforme demonstrado na figura 1.



ELEGEBILIDADE TRIAGEM IDENTIFICACAO

INCLUIDOS

Estratégia de busca: 35 artigos
Medline via Pubmed - 6
Embase - 26
Cochrane - 3

16

Publicagtes ap6s analise de
duplicidade: 28

v

Numero de artigos duplicados - 7

Publicagdes potencialmente elegiveis:
16

v

Excluidos apos leitura de titulo e
resumo: 12

Incluidos na revisao: 8

v

Excluidos ap@s leitura na integra: 8

Figura 1. Fluxograma da revis&o sistematizada.
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3 Mapa Conceitual

Alguns dos fatores de risco para o cancer de endométrio, tais como a Sindrome
Metabdlica, a obesidade e a diabetes tipo 2, levam a resisténcia insulinica e,
consequentemente, a hiperinsulinemia por tentativa de compensacao da glicemia pelas
células B pancreaticas. A insulina estimula a produgao hepatica do IGF-1, o que faz aumentar
a sinalizagao do seu receptor que, entre outros efeitos, interfere com a proliferagcao celular e
com o crescimento tumoral no cancer de endométrio. O trabalho pretende avaliar o efeito da
metformina, droga muito utilizada no tratamento da diabetes tipo 2, no cancer de endométrio
e estabelecer uma possivel relagdo com a via de sinalizagdo do IGF-1R, com possivel efeito

na proliferacao e viabilidade celular.

Sindrome metabdlica

L T Resisténcia insulinica
Obesidade levam ®

- "~ Hiperinsulinemia
Diabetes tipo Il

causam aumento

IG Fl relagdo

tratamento

/efeito?? aumenta
—efeitoz?— Vi@ de sinalizacdo do IGFIR ——————eteitor»

aumenta

Metformina

diminl\

Crescimento tumoral

®—— relagdo

Proliferagdo Celular

v 4

. Cancer de Endomeétrio

anticarcinogénico???

Figura 2. Mapa conceitual.
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4 Revisao da literatura

4.1 Cancer de Endométrio

Entre os fatores de risco para o cancer de endométrio, encontram-se envolvidos
fatores genéticos, obesidade, diabetes, nuliparidade, menopausa tardia, e o uso de terapias
de reposicdo hormonal (TRH) sem oposi¢cdo. Convencionalmente, o cancer endometrial &
atribuido ao periodo pdés-menopausa, visto que aproximadamente 80 a 90% dos casos
ocorrem em mulheres acima dos 50 anos, enquanto 2 a 14% ocorrem em mulheres
consideradas jovens, com idade menor que 40 anos®. A fim de prevenir a osteoporose,
doencas cardiovasculares, deméncia e diversos outros sintomas da pés-menopausa, um
numero consideravel de mulheres recorre a terapia de reposi¢gdo hormonal®4. Porém, ainda
que os mecanismos envolvidos na evolugdo do carcinoma endometrial ndo estejam
totalmente esclarecidos, sugere-se que o tratamento crénico com estrogénio exdgeno, sem
oposicao por progestagenos, aumenta consideravelmente o risco de incidéncia do cancer de

endométrio 3.

Uma das apresentagdes clinicas mais comuns que direciona a investigagao de cancer
de endométrio é o sangramento uterino anormal, seja pos ou pré-menopausa. Uma meta-
analise realizada por Clarke e colaboradores (2018) concluiu que aproximadamente 90% das
pacientes com cancer de endométrio apresentam sangramento pés-menopausa inicialmente.
Porém, no geral, o risco de diagndstico de cancer de endométrio em mulheres que
apresentam este sintoma varia de 3% a 25%, pois ele pode decorrer de outras condigdes,
como polipos, miomas, outras desordens endometriais e outras malignidades (exemplo:
cancer de colo de uUtero)* *. A investigagdo ocorre, inicialmente, através da ultrassonografia
transvaginal, usada para medir a espessura do endométrio. Este método é de facil acesso,
tem um bom custo-beneficio e alta sensibilidade. No entanto, o diagndstico definitivo deve ser

feito através de biopsia endometrial com canula, histeroscopia ou dilatagdo e curetagem®’. A
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histeroscopia com bidpsia focal ou curetagem apresenta aproximadamente 99,2% de

sensibilidade e 86,4% de especificidade no diagndstico de cancer de endométrio®.

A incidéncia do cancer de endométrio em mulheres na idade pré-menopausa tem
aumentando nos ultimos anos devido ao aumento dos casos de diabetes e obesidade na
populagdo, que fazem parte dos fatores de risco consolidados para seu desenvolvimento®.
Carcinomas nao-diferenciados ou pouco diferenciados sdo mais frequentes em mulheres mais
jovens, sendo geralmente relacionados a Sindrome de Lynch, e com baixa expressao de
marcadores epiteliais e estromais. Tumores com porgdes indiferenciadas, mesmo que
pequenas, apresentam comportamento mais agressivo*’. A maioria dos diagnodsticos feitos
sdo de tumores do tipo | que se encontram em estadio inicial, o que favorece o progndstico e
se associa a uma taxa de sobrevida de aproximadamente 86%. Por outro lado, os diagnésticos
de doenga tipo Il geralmente sdo em estadio avangado, com reincidéncia em trés anos de 80

a 90% e sobrevida de 56%*" 4% 43,

A mais recente classificacdo do cancer de endométrio explora aspectos além das
caracteristicas clinicas das pacientes e dos padrdes histolégicos tumorais. Procurando novas
formas de estratificar a doenga e novos alvos terapéuticos, Kandoth e colaboradores (2013),
em uma iniciativa do projeto The Cancer Genome Atlas (TCGA), propuseram uma
classificagdo baseada em dados de genoma, transcriptoma e proteoma, com potencial
tradugdo para a clinica. O estudo foi feito com tumores endometrioides (n=307), serosos
(n=53) e mistos (n=13), e foram analisados o espectro de mutagdes, aberra¢cdes de numero
de cépias e status de instabilidade de microssatélites. Quatro grupos gendmicos integrados
foram propostos: POLE (ultramutado), MSI (hipermutado), nimero de cépias baixo (tipo

endometrioide) e nimero de cdpias alto (tipo seroso)*.

O alto numero de mutagbes no gene POLE, encontrado em aproximadamente 10%
dos tumores endometrioides, foi associado com uma melhor sobrevida. O gene POLE codifica

a subunidade catalitica da DNA polimerase, com papel na replicacdo do DNA. Além disso,
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essa categoria se relaciona com mutagdes nos genes PTEN, PIK3R1, PIK3CA, FBXW7 e
KRAS. O grupo MSI, de tumores endometrioides, & caracterizado por instabilidade de
microssatélites devido a metilacido do promotor MKH1, altas taxas de mutacédo, mutacdes nos
genes KRAS e PTEN, entre outras. O grupo tumores com baixo numero de cépias € composto
por tumores endometrioides de grau 1 e 2 com estabilidade de microssatélite, baixas taxas de
mutacdo e mutacdes frequentes no gene CTNNB1. Por fim, o grupo de tumores com alto
numero de coépias (tipo seroso) é caracterizado por extensivas aberragcbes de numeros de
copias e baixas taxas de mutagdo, mutagbes recorrentes nos genes TP53, FBXW7 e

PPP2R1A, mas infrequente nos genes PTEN e KRAS, e ¢ associado a um pior prognostico*.

A nova classificagdo pode afetar diretamente as decisdes sobre o tratamento e servir
de guia para novos estudos clinicos baseados em terapias-alvo. Porém, o estudo feito ndo
incluiu outros tipos de cancer de endométrio, como carcinossarcomas e carcinomas de células
claras. Outras limitagcdes observadas se referem a dificuldade de tipificar histologicamente os
tumores de alto grau, até mesmo por patologistas ginecoldgicos com experiéncia, e a
possibilidade de tumores endometrioides de alto grau classificados como subtipo alto numero
de copias ter incluido tumores mistos na analise, onde apenas o componente endometrioide
foi analisado. Assim, Murali e colaboradores (2014) propéem o desenvolvimento de um
sistema de classificagdo integrado incorporando tanto componentes moleculares como

componentes clinicopatoldgicos™.

O tratamento padrdo do cancer de endométrio é a cirurgia de histerectomia total com
salpingooforectomia radical, eventualmente associada com linfadenectomia pélvica e para-
adrtica®. A linfadenectomia é uma técnica ainda controversa pois ndo existe consenso em
relagdo a melhora na sobrevida livre de doenga®. Em alguns casos, dependendo de fatores
clinicos, estadiamento, tipo histolégico, e a presenga ou ndo de invasao de tecidos adjacentes,
¢ indicado o uso de terapias adjuvantes, como quimioterapia e radioterapia®®. Esse tratamento

ainda exclui casos de pacientes em idade reprodutiva que desejam manter a fertilidade. Por
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isso, & crescente a investigagdo em torno de opgdes de tratamento conservativos, ainda sem
consenso entre especialistas*’. No entanto, os tratamentos mais estudados no sentido de
preservar a fertilidade feminina tém sido a terapia oral com progestagenos e, recentemente,
a ressecc¢ao tumoral guiada por histeroscopia, seguida de terapia hormonal oral ou com

dispositivos intra-uterinos que liberam hormoénios*® 4% 50,

O estadiamento do cancer de endométrio é cirirgico, de acordo com os critérios da
Federagido Internacional de Ginecologia e Obstetricia (FIGO). Apesar desse fato, o
estadiamento pré-operatorio, através de exames de imagem, pode ser necessario em casos
de pacientes sintomaticas com suspeita de comprometimento extrapélvico ou em pacientes
com performance status baixo e que seja necessario excluir a possibilidade de doenca
metastatica, por ser contraindicagdo da opgéo cirtrgica®. O estadiamento cirtrgico definido
pela FIGO (figura 3) € composto por quatro estadios, que se baseiam na extensao uterina,
invasdo do miométrio e comprometimento de linfonodos pélvicos e paradrticos®'. O estadio |
se refere ao tumor limitado ao corpo uterino; o I, ao tumor com invasao do estroma cervical
mas confinado ao Utero; invasao local ou regional caracteriza o estadio lll; e, por fim, o estadio

IV ocorre quando ha invasdo da bexiga e/ou mucosa intestinal e/ou metastases distantes?.

O grau histolégico para tumores endometrioides, definido com base no grau de
diferenciagéo glandular, também é marcador progndstico. Tumores grau 1 sdo aqueles com
menos de 5% de crescimento nao-glandular/ndo-escamoso observado no tecido; os de grau
2 variam de 6 a 50%; e tumores grau 3 apresentam mais que 50%. Para tumores endometriais
de outros tipos histolégicos, a classificagdo ndo segue o mesmo modelo. Existe uma
classificagdo intrinseca para esses tumores, a exemplo de serosos, células claras e

carcinomas indiferenciados®2.

Em relacdo a prevencgéo do cancer de endométrio, ela é controversa na populagéo de
alto risco, como no caso de mulheres com diagndstico de Sindrome de Lynch, mulheres em

uso de Tamoxifeno para prevencgao e tratamento do cancer de mama, e mulheres com SOP,
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visto que nao existem evidéncias de que as medidas propostas efetivamente diminuem o risco
de desenvolver a patologia. Na populacao geral, Mackintosh e colaboradores (2018) sugerem
que as estratégias de prevengao devem focar na minimizagéo do risco através da redugao do
peso e na educagao em saude. Ainda, mencionam que estudos futuros podem vir a justificar
os beneficios da adesdo a quimioprevencado através de medicamentos como aspirina,

metformina e bifosfonatos®S.
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Endométrio
Miométrio
Cérvix
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Estagio I: tumor confinado ao corpo uterino Estagio Il: tumor invade o estroma cervical, mas nao
IA: sem invasdo ou invasdo menor que a metade do miométrio se estende além do qtero

IB: invasdo igual ou maior gue a metade do miométrio
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Figura 3: Estadiamento do cancer endometrial, adaptado de Makker et al. (2021).
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4.2 Diabetes e obesidade como fatores de risco

A diabetes tipo 2 (DM2), caracterizada por hiperglicemia e demais desordens
metabdlicas, esta fortemente relacionada com o cancer de endométrio, conforme demonstram
estudos epidemiologicos®® %°. As duas doengas compartilham caracteristicas como a
obesidade e o sedentarismo, porém, a DM2 é considerada como um fator de risco
independente em diversos tipos de neoplasia, sem considerar o indice de massa corporal
(IMC)®%:57, Estudos realizados in vitro sugerem que ocorre aumento na proliferagao celular por

mediagdo da insulina, do IGF-1 e dos hormdnios esteroides ovarianos®.

Assim como a DM2, a obesidade, ou seja, o IMC calculado igual ou acima de 30 kg/m?,
€ um dos fatores de risco para o cancer de endométrio. Nas ultimas décadas houve um
aumento importante nas taxas de obesidade mundialmente, que triplicaram desde 1975,
segundo dados da Organizagdo Mundial da Saude (OMS). Mais de 50% dos casos de cancer
de endométrio nos Estados Unidos ocorre, fundamentalmente, por causa do sobrepeso e da

obesidade®.

Em um estudo realizado com mulheres do Reino Unido, cada aumento do IMC em 5
kg/m?, aumentou de forma significativa o risco de desenvolvimento de cancer de endométrio
(RR 1,59; IC 95% 1,50-1,68)%. Isso ocorre ndo sé por causa do hiperestrogenismo, mas
também devido a resisténcia a insulina e hiperinsulinemia, que modulam a proliferacdo das
células endometriais. Tém sido implicados, também, o ganho de gordura corporal e a ingestao

excessiva de acidos graxos, causando o aumento dos niveis de estrogénio circulante®.
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Figura 4: Vias moleculares envolvidos no cancer de endométrio e obesidade, adaptado de

Fader et al. (2009).

Os mecanismos mais fortemente associados entre obesidade e cancer sdo os efeitos
metabolicos e enddcrinos da obesidade, descritos na figura 4°'. A proliferagdo endometrial
ocorre principalmente pelos hormdnios estrogénio e progesterona e, em mulheres obesas,
ocorre a conversao de androstenediona para estrona e a aromatizacdo de andrégenos para
estradiol no tecido adiposo periférico. Esse mecanismo leva a estimulagao mitogénica
constante, sem a devida oposigao da progesterona®. A evolugédo — ao longo dos anos — para

resisténcia a insulina e aumento plasmatico de insulina e glicose levam a estimulag&o ovariana
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e, possivelmente, estimulagdo adrenal para sintese de hormdnios andrégenos. Esses fatores
também afetam os niveis plasmaticos de SHBG, afetando a quantidade de estrogénio ativo,

que por consequéncia aumenta o IGF-1 biodisponivel®.

O tecido adiposo ¢é considerado um 6rgao enddcrino, e a obesidade se relaciona a um
estado inflamatdrio sistémico crénico, em que o tecido adiposo produz tanto fatores anti
quanto pré-inflamatorios, e esta ligado ao aumento da resisténcia insulinica. Adipocinas, TNF-
a, leptina, interleucina-6 (IL-6) e resistina sdo alguns dos fatores pro-inflamatérios que

interferem com a sinalizag&o do IR e estdo associados com o cancer de endométrio®.

43 IR e IGF1-R

Hiperinsulinemia se refere ao estado de excesso de insulina na corrente sanguinea,
provocado pela resisténcia a insulina. A resisténcia a insulina leva a uma diminuicdo da
captagao de glicose pelas células, principalmente musculares. Isto causa o aumento dos
niveis de glicose na circulagdo, ou seja, leva a hiperglicemia. Como tentativa de
compensagao, 0 pancreas endocrino aumenta a sua produgdo de insulina, levando a

hiperinsulinemia®®.

Uma metanalise realizada por Yap e colaboradores (2008) analisou estudos clinicos e
epidemiolégicos que apontaram uma ligacdo entre a resisténcia a insulina € o cancer de
endométrio®. Os mecanismos para esta associacdo ndo estdo bem esclarecidos, mas
acredita-se que ocorra de duas formas. De forma indireta, os altos niveis de insulina e o
aumento da biodisponibilidade do IGF-1 inibem a sintese hepatica da SHBG, o que resulta no
aumento de horménios sexuais livres estimulando o endomeétrio. Ainda, ambos os horménios
atuam estimulando a sintese ovariana de esteroides sexuais que promovem a proliferacao
celular no epitélio endometrial e inibem a apoptose . E de forma direta, através do receptor

de insulina (IR) e ativagdo do IRS-1 que, por sua vez, ativa a PI3K e a MAPK. Essa via tem
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como alvo o metabolismo de lipidios e carboidratos, promovendo a proliferacdo e a

sobrevivéncia celular®®.

O IR consiste em duas subunidades a (extracelulares) idénticas, de 130 kDa, contendo
os dominios de ligagcado da insulina; e duas subunidades B (transmembranares) de 95 kDa,
que contém os dominios com atividade tirosina quinase. Quando a insulina se liga ao seu
receptor, ela o ativa através da autofosforilagdo, que desencadeia a ativagdo de varias
moléculas intracelulares como, por exemplo, o substrato do receptor da insulina e o SHC-
transforming protein (Shc), que por sua vez vao gerar uma resposta bioldgica®® 5. O IR possui
duas isoformas (IR-A e IR-B) que partilham propriedades bioldgicas e funcionais. O IR-B
regula a entrada de glicose na célula e o0 metabolismo celular; e o IR-A, que apresenta maior
afinidade pelo fator de crescimento semelhante a insulina tipo 2'4, com efeitos apoptéticos e

mitogénicos. O IR-A esta geralmente superexpresso em multiplos canceres®’.

Ainsulina e o IGF sao homdélogos em 40 a 80%, e o sistema de sinalizagao insulina/IGF
envolve principalmente 3 ligantes: IGF-1, IGF-2 e a insulina (figura 5). Esses ligantes podem
interagir com até 6 receptores: o IGF-1R, o IR-A, o IR-B, receptores hibridos do IGF-1R e IR-
A, hibridos do IGF-1R e IR-B e hibridos entre IR-A e IR-B. Ainda, existem 6 proteinas ligadoras
do IGF (IGFBP)'® que modulam a biodisponibilidade das IGFs. Esse sistema controla a

mitogénese, diferenciagio e sobrevivéncia em células normais e cancerigenas®®.
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Efeitos Mitogénicos Efeitos Metabdlicos

Figura 5: Sistema de sinalizagdo do IGF-1R, adaptado de Singh et al. (2013).

De maneira semelhante ao IR, o IGF-1R ¢é ativado por interagdo com os seus ligantes,
quando se autofosforila e recruta moléculas adaptadoras como a IRS-1, IRS-2 e Shc. O IRS-
1 se liga a subunidade regulatéria da PI3K, estimulando sua atividade e aumentando os niveis
de PIP3 (phosphatidylinositol (3,4,5) -trisphosphate). Isso leva ao recrutamento da Akt para a
membrana, onde ela é fosforilada e ativada pela PDK1 (phosphoinositide-dependent kinase-
1) e pelo mTOR. A ativagdo da Akt leva a efeitos anti-apoptoticos através da fosforilagao
inibitéria de fatores pro-apoptéticos e de membros dos fatores de transcricdo FOXO, assim
como do aumento de proteinas anti-apoptdticas como a BCL-2, BCL-XL e NF-kB. A Akt
também regula a ativagdo da GSK-3, participante do metabolismo da glicose. A ativagao da
Shc leva a ativacédo da via RAS/MAPK e da via ELK1 (ETS-Transcription Factor ELKT),

envolvida com a transdugdo de sinais mitogénicos, conforme ilustrado na figura 6.

Varios fatores relacionados a hiperinsulinemia, como a SOP, a Sindrome Metabdlica e
a diabetes, podem influenciar a proliferagdo endometrial por meio de agbes diretas ou
indiretas. Dessa forma, Campagnoli e colaboradores (2013) chegaram a propor o uso de

metformina como um agente preventivo do carcinoma endometrial, pois a metformina,
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juntamente com uma mudanga no estilo de vida, diminui esses fatores, inibindo a proliferagédo

celular endometrial anormal 7°.
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Figura 6: Via de sinalizacdo do IGF-1R, adaptado de Zha e Lackner (2010).

4.4 Metformina no cancer de endométrio e relagao com o IGF-1R

A metformina, geralmente, € a droga inicial de escolha no tratamento da diabetes
mellitus tipo 2, por melhorar a resisténcia a insulina nos tecidos periféricos e os niveis
glicémicos dos pacientes. Além disso, ela é segura ao ser combinada com outras drogas
antidiabéticas, incluindo a insulina, e é tolerada por pacientes com niveis de glicose normais’’.
Ela atua na captacgao periférica de glicose, na diminuigao dos niveis plasmaticos de insulina

e no aumento da sensibilidade a insulina’. E utilizada, também, em gestantes com

diagndstico prévio de DM2, naquelas com diabetes gestacional e em pacientes com SOP?°,
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O efeito anti-hiperglicémico da metformina ocorre principalmente através da supressao
da producao hepatica de glicose de forma dependente e ndo-dependente da AMPK. Entre
outros mecanismos, ela também age promovendo uma maior captacao de glicose no musculo
esquelético, pelo do transporte através do GLUT4 (glucose transporter 4); e diminuindo a
absorg¢ao intestinal de glicose. Ainda, estimula a liberacao de GLP-1 (glucagon-like-peptide-

1), que resulta na diminuigdo da glicemia?°.

A nivel celular, a metformina age inibindo a produgédo de ATP mitocondrial e ativando
a via LKB1/AMPK, envolvido no metabolismo celular e no controle de crescimento na
supressao tumoral™. Por sua vez, a AMPK inibe a proliferagéo celular através da sinalizagdo
da mTOR, ja descrito como importante no desenvolvimento do cancer de endométrio, dentro
da via PI3BK/AKT/mTOR. A alteracdo dessa via ja foi frequentemente associada a casos de

cancer de endométrio relacionados com a obesidade e a diabetes™.

Em relagcdo ao mecanismo independente da AMPK, a metformina inibe a atividade a
GPDH mitocondrial e aumenta os niveis citoplasmaticos de NADH (nicotinamide adenine
dinucleotide + hydrogen) e o estado redox do citosol, causando uma diminuigdo da
gliconeogénese hepatica através do lactato’. Estudos in vitro realizados em hepatdcitos
mostraram que a metformina tem um efeito inibitério leve no complexo respiratério

mitocondrial 1, resultando em mudanca do estado de energia da célula®® 7.

DeCensi e colaboradores (2010) realizaram uma revisao sistematica e metanalise para
observar o efeito da metformina na incidéncia do cancer e na mortalidade em pacientes
diabéticos, apds estudos epidemiolégicos mostrarem que ela diminui o risco de cancer (em
qualquer local) nesses pacientes. Utilizaram estudos observacionais e ensaios clinicos,
totalizando 11 artigos (todos, exceto um, retrospectivos) avaliados apés aplicar os critérios de
exclusao. Observaram uma relagao inversamente proporcional entre o uso da metformina e a
incidéncia do cancer e mortalidade pela doenga, com reducdo de 31% em pacientes

diabéticos em uso de metformina em relagdo a outros medicamentos antidiabéticos’”.
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Karadeniz e colaboradores (2019) descrevem a metformina como uma droga que
fornece protecao multifacetada contra a tumorigénese devido as suas diferentes possiveis
agdes, incluindo as que ja estdo sendo estudadas e aquelas desconhecidas. Entre elas, sdo
mencionadas as seguintes: (1) diminuicdo da proliferagdo celular e potencial metastaticos
através da via PIBK/AKT/mTOR; (2) a diminuigdo do complexo respiratério mitocondrial 1 e
reducdo da producdo de ATP; (3) efeitos anti-angiogénicos e antinflamatérios que
antagonizam a obesidade; (4) inibicdo das vias da NF-kB e STAT3, diminuindo a producéao do
fator de necrose tumoral; (5) atividade anti-aromatase, reduzindo niveis de estrogénio
circulantes; (6) prevencdo da transformacdo de células tumorais em células tronco
cancerigenas; (7) aumento de E-caderinas e diminuicdo da transicio epitelial-mesenquimal;
(8) ativacao de check-points de resposta a danos ao DNA, agindo contra mecanismos de
invasao e metastases e (9) aumento de micro-RNAs que normalizam células epiteliais pré-

malignas, diminuindo suas propriedades embrionarias’® °,

Uma das teorias estudadas sugere que a metformina tem o seu efeito antineoplasico
de forma mais eficiente em tumores que existem em paralelo com a resisténcia insulinica e
com a obesidade, e que esse efeito & principalmente inibindo a proliferacdo celular
exacerbada’ &. Uma metanalise feita por Tang e colaboradores (2017), incluindo 11 estudos
observacionais, concluiu que o uso da metformina por pacientes com diabetes esta
relacionado a diminui¢cdo da incidéncia de cancer de endométrio em 13% e que 0 seu uso
também esta envolvido na melhora da sobrevida global desses pacientes. Os autores
concluem indicando que esse medicamento pode ser uma potencial alternativa no tratamento
de pacientes com cancer de endométrio e diabetes concomitantemente, contudo

reconhecendo as limitagdes em relagdo ao estabelecimento de causalidade®'.

O estrogénio é, sabidamente, um dos fatores de crescimento atuantes no endométrio,
proveniente principalmente dos ovarios (em mulheres com potencial reprodutivo), mas

também de tecidos periféricos, incluindo o tecido adiposo, onde andrégenos sao convertidos
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a estrona e estradiol pela enzima aromatase. A obesidade ndo s6 aumenta a atividade da
aromatase quanto diminui a quantidade de SHBG sérica, tornando maior a quantidade de
estrogénio ativo na circulagéo. O estrogénio promove o crescimento de células do cancer de
endométrio através da regulagcdo da transcricdo génica, e de efeitos n&o-gendmicos
associados a cascatas de sinalizagdo de quinases citoplasmaticas (a exemplo da PI3K e da
MAPK, geralmente hiperativas em tumores) e a associagdo direta com receptores de

membrana celular, como no caso do IGF-1R®°.

Markowska e colaboradores (2013), a partir da observacéo da expressdo aumentada
dos receptores do estrogénio, progesterona e IGF-1 no cancer de endométrio e da mutagao
nos genes B-catenina e PAX-2, estudaram o efeito da metformina nesses fatores em mulheres
com cancer de endométrio e diabetes mellitus tipo 2, através de marcacgéo imunohistoquimica.
As amostras utilizadas foram de cancer com histologia endometrioide (tipo 1) de mulheres no
periodo pds-menopausa, diabéticas e que fizeram uso de metformina ou sulfonilureia/insulina
e de mulheres ndo-diabéticas como controle. O estudo constatou diferenga significativa na
expressao de IGF-1R entre mulheres com e sem diabetes, mas nao houve diferenga entre os

diferentes tipos de tratamentos antidiabéticos®.

Com vistas a avaliar a hipétese de que o mecanismo de agao da metformina envolve
a inibicao da via do IGF-1, Sarfstein e colaboradores (2012) utilizaram a droga em diferentes
linhagens celulares de carcinoma seroso uterino, nomeadamente ECC-1, Ishikawa, USPC-1
e USPC-2. Foi utilizada a concentracao de 10 mM de metformina em cultura, com e sem a
presenca de IGF-1 na dose de 50 mg/mL, por 24 horas, e foram realizadas diversas analises
de migracao e proliferagdo celular, de ciclo celular e da potencial regulagdo da expressao e
ativacao do IGF-1R por fosforilagdo. Com o estudo, demonstraram que a metformina tem
potente acdo apoptédtica e anti-mitogénica nas linhagens celulares utilizadas, em parte

mediada pelo IGF-1R. Eles sugeriram que a agao inibitéria da metformina ndo depende do
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status da proteina p53 nas células, pois as linhagens utilizadas ou continham genes da p53

selvagem ou expressavam uma p53 mutante®.

Um estudo feito por Zhang e colaboradores, em 2015, mostrou que os niveis de IGF-
1 circulantes nao diferem em pacientes com e sem cancer de endométrio. Ainda, mostrou que
a expressdo de IGF-1R nas glandulas no epitélio endometrial de mulheres com carcinoma
endometrial se encontra muito aumentada em relagdo ao endométrio ndo neoplasico. /n vitro,
verificaram que a metformina a 10 mM diminuiu a viabilidade celular de duas linhagens de
cancer endometrial (Ishikawa e JEC), e ela foi capaz de reduzir a concentragéo de IGF-1 no
meio de cultura e a expressao da subunidade intracelular do IGF-1R. Os autores concluiram
que a metformina atua na diminuigao da atividade da via PI3SK/AKT, que resulta na diminuicéo

do crescimento tumoral no modelo que eles estudaram &4,

Zhang, Celestino e colaboradores (2013) estudaram o efeito da metformina e da
estreptozotocina (STZ), que € um agente antineoplasico com efeito toxico para as células beta
pancreaticas (produtoras de insulina), na proliferagcado endometrial promovida pelo estrogénio.
O modelo animal utilizado para os experimentos foi descrito por Nguyen-Yamamoto (1994) e
por Argiles®, que definiram que ratos obesos Zucker fa/fa sdo ideais para estudar disturbios
relacionados a insulina, como hiperinsulinemia e resisténcia insulinica. Eles trataram os
animais com uma solugdo salina, estradiol e metformina (300 mg/kg corporal, via oral por
gavagem) juntamente com estradiol, por 3 semanas. Apds analises, observaram que animais
tratados com metformina tiveram os niveis de glicose diminuidos, mas ndo os de insulina,
quando comparados aos controles, nas 3 semanas de tratamento. O que vai de acordo com
a observacao de que a metformina age na captagao de glicose pelas células periféricas e no
aumento da sensibilidade a insulina, e ndo na produgéo do horménio em si. A longo prazo, o
aumento do uso da insulina pelo organismo poderia refletir na diminuigdo do horménio

circulante conforme observado em outros estudos (8 a 10 semanas de tratamento)®°.
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Embora tenha sido utilizada clinicamente por mais de 40 anos, ainda existem diversas
lacunas quanto ao mecanismo de agao da metformina. Diversos estudos foram ou ainda estao
sendo conduzidos no sentido de esclarecer os efeitos, vias de acdo e consequéncias do
tratamento a longo prazo com o farmaco em diversos tipos de cancer, incluindo o
endometrial?® 7" 8_ Propbe-se que a metformina seja capaz de agir como quimiopreventivo e

como terapia no cancer de endométrio, quando associada a outras terapias convencionais.
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JUSTIFICATIVA

Nas ultimas décadas, o numero de casos de cancer de endométrio aumentou
significativamente nos paises desenvolvidos. O IGF-1R tem um papel importante na
tumorigénese do endométrio, por ter aumento relacionado as condi¢des consideradas fatores
de risco no carcinoma endometrial (hiperinsulinemia, diabetes e obesidade). No entanto, os
resultados apresentados por estudos que tém como alvo o IGF-1 e o IGF-1R séao
controversos, e 0os mecanismos pela qual a metformina exerce o seu efeito no cancer de
endométrio ndo estdo completamente esclarecidos. O modelo murino permite estudar
multiplas caracteristicas no desenvolvimento de tumores e permite observar a agéo sistémica
do tratamento experimental. A técnica de enxertia de tumores humanos em camundongos
torna possivel a compreensdo da tumorigénese e estudos da eficacia clinica de
medicamentos. Ja o modelo in vitro permite um estudo mais detalhado sobre a toxicidade do
medicamento, assim como dos principais mecanismos de acido envolvidos no efeito

observado com a entrega de uma dose controlada em cultura.
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HIPOTESES

HO: A metformina nao é capaz de inibir a proliferacado celular e o crescimento tumoral
e, na dose e tempo determinados, resulta em expressao génica similar dos genes alvo na

cascata de sinalizagao do IGF-1R no cancer endometrial, em relagcéo aos controles.

H1: A metformina é capaz de inibir a proliferagao celular e o crescimento tumoral e, na
dose e tempo determinados, resulta em expressdo génica diferencial dos genes alvo na

cascata de sinalizacdo do IGF-1R no cancer endometrial, em relagcédo aos controles.
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OBJETIVOS

Principal

Analisar o efeito da metformina sobre o crescimento tumoral e sobre a sinalizagao do

IGF-1R, em modelos in vivo e in vitro de cancer endometrial.

Secundarios

1.

Avaliar a viabilidade e proliferacao celular das células da linhagem Ishikawa em
diferentes concentracdes de metformina em cultivo celular;

Observar a atividade mitocondrial e os niveis de apoptose na linhagem celular de
cancer endometrial apds tratamento com metformina, in vitro.

Avaliar o efeito do tratamento com metformina na proliferacdo celular, através da
expressao proteica do marcador Ki-67, do cancer de endométrio, em um modelo
in vivo;

Observar o crescimento tumoral (volume da massa tumoral) do cancer de
endométrio e os niveis de IGF-1 circulante em um modelo xenografico, apos
tratamento com metformina;

Analisar a expressdao dos genes IGF1R, IGF1, IGF2, INSR, IRS1, MTOR,
RPS6KB1, MAPK3, AKT2, PIK3CA, SHC1 e FOXO3, participantes da via de
sinalizacao do IGF-1R, apds tratamento com metformina, no cancer de endométrio

no modelo in vivo;
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CONSIDERAGOES FINAIS

Os achados deste estudo possibilitam a ampliagdo das hipoteses quanto aos
mecanismos de agdo da metformina no cancer de endométrio. A metformina foi capaz de
reduzir a viabilidade das células em cultura, de causar disfungcdo mitocondrial e de aumentar
o processo de morte celular programada, através da apoptose. Por meio de analises de
citometria de fluxo, foi possivel observar que o tratamento foi capaz de causar uma parada do

ciclo celular na fase G1.

De uma forma ainda mais evidente, o seu efeito no crescimento tumoral foi observado
através da diminuicdo do volume tumoral no grupo tratado do nosso modelo animal. Em
relacdo a possivel acdo da metformina de forma direta e indireta, através do nosso modelo
nao foi possivel distinguir qual das vias teve maior participacdo no efeito observado, porém
podemos inferir que a via do IGF-1R esta ligada a fisiopatologia do cancer de endométrio e
que ela é um dos alvos da acao terapéutica da metformina. Genes participantes da via do
IGF-1R tiveram uma importante diminui¢cao na expressao, avaliada por RT-PCR. Estudos mais
detalhados com foco nos diferentes genes avaliados podem proporcionar um maior
entendimento em relagao a importancia dessa via no mecanismo de acao da metformina no

cancer endometrial.
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PERSPECTIVAS

Os resultados aqui expostos suscitam duvidas e fornecem o embasamento necessario
para prosseguir com as investigagcdes em relacdo aos efeitos da metformina no cancer de
endométrio. Um dos caminhos seria utilizar um modelo animal obeso com vistas a melhor
observar o efeito da droga em presenca de um dos fatores de risco mais importantes para o
surgimento da doencga. Além disso, o desenvolvimento de um protocolo que permite avaliar a
metformina como agente de prevengao e como agente de tratamento do cancer de endométrio
poderia esclarecer melhor o seu potencial de uso no cancer de endométrio. De um ponto de
vista mais imediato, uma das propostas para esse trabalho é a dosagem de insulina sérica
dos animais que participaram do estudo e a analise dos mesmos genes avaliados no tecido

tumoral, dessa vez nas células da linhagem Ishikawa em cultura tratadas com metformina.



