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RESUMO

O cancer de endométrio tem incidéncia crescente, principalmente nos paises
desenvolvidos, devido ao estilo de vida moderno, aumento de casos de obesidade e
diabetes, e diversos outros fatores que, em conjunto, estdo tornando esta neoplasia na
mais comum no trato reprodutor feminino. Ele é bastante influenciado pelo estado
hormonal e por fatores reprodutivos das pacientes. Assim, é mais frequente no periodo
pos-menopausa, quando pode ocorrer um desequilibrio na sinalizacdo do estrogénio. A
diabetes e a obesidade séo causadas, principalmente, pelo excesso de triglicerideos e
glicose circulantes, e pela resisténcia a insulina. A hiperglicemia leva a producao
excessiva de insulina e do fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF1),
sendo que estes hormoénios sdo considerados antiapoptoticos e promotores da
proliferacdo celular. Sabe-se que eles agem por vias semelhantes e que,
provavelmente, o mecanismo responsavel pela proliferacdo provocada por eles esta
associado a via PI3K/Akt/mTOR. Desta forma, avaliamos a expressdo génica de 92
genes na rota de sinalizacdo do IGF1R em cancer de endométrio (n=3) e endométrio
normal (n=2), através da técnica de qRT-PCR (ensaio TagMan® Array Human IGF1R
Signaling). Dentro destes genes, alguns estdo envolvidos diretamente com a via
PI3K/Akt/MAPK, outros estdo implicados em processos como proliferacéo,
diferenciacdo, tumorigénese, apoptose, resposta imune, sintese proteica, entre outros.
Avaliamos, também, os niveis proteicos do receptor do fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF1R), IGF1 e receptor da insulina (IR) pela técnica de
imunohistoquimica, além da funcionalidade geral dos 4 genes mais diferencialmente
expressos no cancer de endométrio. Observamos que, dos 92 genes, 26 foram
expressos somente no grupo cancer - CACNA1H, CRK, EIF2B5, ELK1l, FRAP1
(MTOR), GYS1, HRAS, IGF2, IKBKB, IKBKE, ITPR3, KRAS, NFAT5, NFATC1, NFKBL1,
NFKBIB, NFKBIE, PIK3CA, PIK3CB, PLCB1, PLCB2, PLCG2, PRKCZ, RELB, SHC1 e
YWHAZ; 46 tiveram expressdo aumentada no grupo cancer de endométrio - AKT1,
AKT2, ARAF, ATF4, BAD, BRAF, CACNA1C, CALM1, CALM2, CALM3, CREB1,
EIF4E, FOXO3, GSK3B, IGF1, IGF1R, IKBKG, IRS1, MAP2K1, MAP2K2, MAPKS,
MEF2C, MEF2D, NFATC2, NFATC3. NFKB2, NFKBIA, NRAS, PDPK1, PIK3CD,
PIK3R1, PIK3R2, PLCG1, PPP3CA, PPP3R1, PRKCI, RAF1, RAPGEF1, RELA, RPS6,



RPS6KB1, SOS1, YWHAB, YWHAE, YWHAH e YWHAQ, um nao apresentou
expressdo em nenhum dos grupos (SLC2A4) e nao foi possivel analisar os restantes
20 genes, pois ndo foram expressos em todas as amostras. Quanto a expressédo das
proteinas IGF1R, IGF1l e IR, todas se mostraram mais expressas no cancer de
endométrio e que se encontram localizadas principalmente no citoplasma das células.
Assim, este trabalho mostra que a sinalizacdo do IGF1R pode ter participacédo
importante na aquisi¢céo do fen6tipo maligno das células endometriais, e que o aumento
das moléculas efetoras desta via no cancer de endométrio provavelmente esti

relacionado ao seu papel mitogénico.

PALAVRAS-CHAVE: cancer de endométrio; IGF1, vias de sinalizacao



ABSTRACT

Endometrial cancer has a growing incidence, especially in developed countries,
because of the modern lifestyle, increased cases of obesity and diabetes, and several
other factors that together make this disease the most common in the female
reproductive tract. Endometrial cancer is strongly influenced by the hormonal state and
by the reproductive factors of the patients. Thus, it is attributed to the postmenopausal
period, when estrogen signaling can be unbalanced, and consequently lead to
malignant proliferative patterns. Diabetes and obesity are caused mainly by the excess
of circulating triglycerides and glucose, and by insulin resistance. Hyperglycemia leads
to excessive production of insulin and IGF1.These hormones are considered to have
antiapoptotic effects and to promote cell proliferation. It is known that they are very
similar pathways, and the mechanism responsible for this proliferation is associated with
the PIBK/Akt/mTOR pathway. Thus, we evaluated the expression of 92 genes in IGF1R
signaling pathway in endometrial cancer (n = 3) and normal endometrium (n = 2), using
gRT-PCR (TagMan® Array Human IGF1R Signaling test). Within these genes, some
are in the PI3K/Akt/MAPK pathways, others are involved in proliferation, differentiation,
tumorigenesis, apoptosis, immune response, protein synthesis, among others. We also
evaluated the protein levels of IGF1R, IGF1 and IR by immunohistochemistry, as well
as the general functionality of the 4 most differentially expressed genes in endometrial
cancer. We found that 26 genes were expressed only in endometrial cancer -
CACNA1H, CRK, EIF2B5, ELK1, FRAP1 (mTOR), GYS1, HRAS, IGF2, IKBKB, IKBKE,
ITPR3, KRAS, NFAT5, NFATcl, NFKB1, NFKBIB, NFKBIE, PIK3CA, PIK3CB, PLCB1,
PLCB2, PLCG2, PRKCZ, RELB, SHC1 and YWHAZ; 46 had increased expression in
endometrial cancer, when compared to control group - AKT1, AKT2, ARAF, ATF4,
BAD, BRAF, CACNA1C, CALM1, CALM2, CALM3, CREB1, elF4E, FOXO3, GSK3B,
IGF1, IGF1R IKBKG, IRS1, MAP2K1, MAP2K2, MAPK3 , MEF2C, MEF2D, NFATC2,
NFATC3. NFKB2, NFKBIA, PIK3R1, PIK3R2, PLCG1, PPP3CA, PPP3R1, PRKCI,
RAF1, RAPGEF1, RELA, RPS6, RPS6KB1, SOS1, YWHAB, YWHAE, YWHAH and
YWHAQ, one showed no expression in neither groups (SLC2A4) and the other 20 were
not expressed in all samples, so we decided not to analyze them. As for the expression

of IGF1R, IGF1 and IR proteins, all them showed increased expression in endometrial



cancer and were localized in the citoplasm. Thus, this work shows that IGF1R signaling
may play an important role in the acquisition of a malignant phenotype by endometrial
cells, and that the increase of these effectors in endometrial cancer is related to its
mitogenic effects.

PAVRAS-CHAVE: endometrial cancer; IGF1; signalling pathways
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INTRODUCAO
1. Endométrio

O endométrio € a camada mucosa que se situa mais internamente no Utero,
considerado um tecido dinamico por responder a diferentes ambientes enddcrinos. Este
tecido segue mais de 400 ciclos de regeneragdo, diferenciacdo e descamacéo
enquanto a mulher se encontra em periodo reprodutivo, em que a sua espessura varia
conforme a idade e fase do ciclo menstrual (Mclennan e Rydell, 1965; Jabbour et al.,
2006; Gargett et al., 2008) (Figura 1).

O endométrio humano cresce, em meédia, cerca de 7 mm em cada ciclo
menstrual. O tecido é dividido em duas zonas principais: camada funcional - localizada
na porcao luminal, é transitdria, constituida por glandulas desde o epitélio até o
estroma; e camada basal: localizada perto do miométrio, envolve a base das glandulas
e vasos no estroma. A camada superior funcional é perdida durante a menstruacéo e &
regenerada posteriormente, a partir da camada basal (Padykula, 1991; Okulicz et al.,
1997; Sabine et al., 2008; Verdi et al., 2014).

O endométrio é responsavel pelo evento complexo e essencial para a gestacao,
denominado de implantagéo. Para ocorrer a implantacéo, é necessaria a proliferacédo e
diferenciacdo das células estromais, viabilizada pela exposicdo ao estrogénio e a
progesterona (Jabbour et al., 2006). O periodo de preparacdo para recep¢do do
blastocisto € denominado de janela de implantacdo e dura em torno de dois dias,
possivelmente entre os dias 19 e 21 do ciclo menstrual. Foi constatado o
desenvolvimento de protusGes na superficie do epitélio endometrial, mudancas no
padrdo secretor e expressdao de biomarcadores modificada na superficie celular
durante a janela de implantacdo (Nikas, 1999; Sarani et al., 1999; Lessey, 2000;
Cavagna e Mantese, 2003; Bartosch et al., 2011; Salker et al., 2017).

A regulacéo do ciclo menstrual inicia-se com a liberacdo do horménio liberador
de gonadotrofinas (GnRH), responsavel pela secrecéo do hormdnio foliculo estimulante
(FSH) e do horménio luteinizante (LH) na glandula pituitaria anterior, parte da familia de

hormdnios glicoproteicos. O FSH e LH estimulam a producéo dos horménios esteroides
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sexuais, estrogénio e progesterona, nos ovarios. O eixo de secrecdo dos horménios
esteroides é regulado por fatores autdcrinos, paracrinos e enddcrinos, principalmente

na glandula pituitaria anterior (Ezcurra e Humaidan, 2014).

O endométrio apresenta duas fases distintas: a proliferativa entre a menstruacéo
e a ovulacao, caracterizada pelo aumento nos niveis de estrogénio; e a secretora, na
gual, inicialmente, ha predominancia do estimulo da progesterona. Na fase secretora
tardia ha queda dos niveis hormonais, tanto de estrogénio como de progesterona,
culminando na descamacao do endométrio se nao for estabelecida a gestagéo (Figura
1) (Hawkins e Matzuk, 2008). A secrecdo ciclica de hormonios provoca mudancas
histoldgicas, principalmente sobre a morfologia e secrecdo glandular. Assim, este
tecido sofre, periodicamente, uma processo fisioldgico de “lesdo” seguida de reparo
tecidual (Jabbour et al., 2006).

vP

Hormonios sexuais

F)

Endométrio

Secretora Menstruagao Proliferativa

Figura 1. Ciclo menstrual e morfologia do endométrio durante cada fase. (E>)
estradiol e (P) progesterona. Adaptado de Maybin e Critchley, 2015 (Maybin e
Critchley, 2015).
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A comunicacdo entre células epiteliais e estromais do endométrio através de
horménios e fatores de crescimento é necessaria para o funcionamento adequado do
endométrio. Essa comunicac@o permite a coordenacao, rearranjo e producdo de matriz
extracelular a cada ciclo, mostrando um padrdo de expressdo de moléculas e
receptores hormonais especificos em cada fase (Hopfer et al., 1994; Kamelle et al.,
2002; Valdez et al., 2017). ApGs a proliferacdo estimulada por estrogénios, as células
estromais endometriais semelhantes a fibroblastos s&o induzidas a diferenciar-se em
células deciduais por estimulo da progesterona. As principais proteinas secretadas
pelas células estromais endometriais decidualizadas sao a prolactina (PRL) e o fator de

crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF1) (Maruyama e Yoshimura, 2008).

Alteracbes na estrutura e funcdes endometriais podem se desenvolver no
endométrio quando ele & submetido a ambientes enddcrinos com padrdes diferentes.
ReacbBes das células endometriais podem culminar em padrdes de proliferacéo
patolégicos, como a endometriose, adenomiose, formacdo de polipos, hiperplasia e
neoplasias (Deligdisch, 2000; Campagnoli et al., 2013). As neoplasias endometriais, ou
carcinomas endometriais, estdo dentro da classificacdo de tumores do corpo do utero,
juntamente com o sarcoma uterino (origem no miométrio) e correspondem a 90% dos

canceres originados nesta porcao do 6rgao (American Cancer Society).

2. Caracterizacdo do Cancer de Endométrio

O carcinoma endometrial € uma neoplasia maligna proveniente da porcao
epitelial do endométrio (Vitale et al., 2016). Ele apresenta uma vasta heterogeneidade,
nao so referente a sua morfologia, mas também as suas alteracdes moleculares, perfil

de resposta a horménios e desfecho clinico (Hanley et al., 2017).

Neoplasias do corpo uterino tém aumentado a sua incidéncia na populagéo
mundial, tratando-se da 42 neoplasia feminina mais comum nos paises desenvolvidos
(Arima et al., 2017). Nos Estados Unidos, foi estimado o aparecimento de cerca de
61.380 novos casos de cancer do corpo uterino em 2017, com mortalidade de 17,8%.

De 2004 a 2013, a incidéncia do carcinoma endometrial aumentou 1% ao ano em
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mulheres caucasianas e 3% ao ano em mulheres negras (American Cancer Society,
2017).

No que se refere ao Brasil, estima-se que o cancer de endométrio ocupe a sexta
posicéo nos tipos de cancer mais frequentes em mulheres no quadro geral, e segunda
posicdo quando se aponta neoplasias ginecoldgicas (Figura 2). Para o ano de 2016,
foram estimados 6.950 novos casos da doenca e, quando discriminado por regifes, a
regido sudeste apresentou maior incidéncia de cancer de endométrio (9,58 casos a
cada 100 mil mulheres), enquanto a regido sul apresentou a menor incidéncia do pais

(5,21 casos a cada 100 mil mulheres) (Inca, 2016).

Distribuicao proporcional dos dez tipos de cincer mais incidentes estimados para 2016
por sexo, exceto pele ndo melanoma®

Prastata 61.200 2B,5% Homens Mulheres  Mama feminina 57.950 28,1%
Tragueia, Bringuio & Pulmao 17.330 B1% Calon e Reto 17.620 B.6%
Cdlon e Reto 16.660 7.8% Colo do itero 16.340 7.9%
Estimago 12.920 6,0% Tragueia, Bronguio e Puimao 10,890 5.3%
Cavidade Oral 11.140 52% Estdmago 7.600 3,7%
Esdfago 7.950 37% Corpo do (tero £.950 3.4%
Bexiga 7.200 34% Owvdrio 6.150 3.0%
Laringe 6.360 3.0% Glandula Tirepide 5.870 2.9%
Leucemizs 5.540 26% Linfoma ndo Hodgkin 5.030 2.4%
Sisterna Mervoso Central 5.440 2,5% Sistema Nervoso Central 4,330 2.3%

*Mimeros amedondados para miltiplos de 10.
Figura 2. Estimativa da incidéncia dos canceres mais frequentes na populagéo
brasileira no ano 2016 (Inca, 2016).

A lesdo predominantemente precursora do cancer de endométrio € a hiperplasia
endometrial atipica, que representa uma das formas de proliferacdo anormal (Moore e
Brewer, 2017). A hiperplasia endometrial pode se apresentar como sendo simples, com
ndcleos normais, ou atipica, com anomalias citolégicas e na arquitetura celular. Ainda,
geralmente tem extensdo difusa, mas pode ser focal ou multicéntrica (Pontes et al.,

2000). Essas lesdes constituem potenciais carcinomas, com aproximadamente 50% de
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risco de evoluir a este estagio, e sado caracterizadas pelo aumento da relacéo

glandula/estroma (Moore e Brewer, 2017).

Classicamente, o cancer de endométrio € dividido em dois tipos, referidos como
tipo | e tipo Il. Esse sistema de classificagéo, utilizado desde 1980 até recentemente,
atendia tanto as caracteristicas clinicas, como demogréficas e enddcrinas dos tumores.
De outro modo, a classificacdo inserida pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
divide os tumores em endometrioides, com subclassificacbes baseadas nas
diferenciagdes celulares predominantemente encontradas no tumor, e néo-
endometrioides, da qual fazem parte o carcinoma seroso e de células claras. O termo
‘endometrioide’ remete as caracteristicas das glandulas endometriais na fase
proliferativa normal, e este tumor pode incluir padrdo morfoldégico acinar, papilar ou
parcialmente sélido (Kurman et al.,, 2014; Hanley et al., 2017) (Figura 3). Esta nova
classificacdo leva em consideracdo apenas as caracteristicas morfoldégicas do tumor.
Todavia, o tipo | corresponde ao cancer endometrioide e o tipo Il corresponde a

carcinomas ndo-endometrioides.

Em relacéo as caracteristicas dos dois grupos principais, o cancer de endométrio
tipo | (principalmente o adenocarcinoma) corresponde a cerca de 80% dos casos de
cancer de endométrio, € estrogénio-dependente e esta relacionado ao aumento das
taxas de obesidade na populacdo, assim como com a diabetes mellitus e hipertenséo.
E diagnosticados em estagios iniciais, € como consequéncia, geralmente apresenta
melhor prognéstico. O cancer de endométrio do tipo Il € independente de hormdnios,
mais agressivo e da origem a metastases em estagios iniciais, acarretando um
progndstico menos favoravel (Colombo et al., 2011; Murali et al., 2014; Optawski et al.,
2017). Existem tipos de tumores endometriais mais raros, como 0 carcinoma
endometrioide com diferenciagdo escamosa, 0 carcinoma viloglandular, o
adenocarcinoma mucinoso, adenocarcinoma neuroendocrino, sarcoma, entre outros
(Wiseman, 2008; Vitale et al., 2016).
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Figura 3. Histologia do adenocarcinoma endometrioide (direita) e do carcinoma
seroso (esquerda). Coloragdo com Hematoxilina-Eosina em aumento de 400x.
Adaptado de Sorosky, 2012 (Sorosky, 2012).

O sistema amplamente utilizado para estadiamento é o FIGO, da Federacao
Internacional de Ginecologia e Obstetricia, elaborado em 2009, e o TNM, da American
Joint Committee on Cancer (Ajcc, 2016). Para subdividir o carcinoma endometrial de
acordo com a diferenciagdo nuclear, o FIGO leva em consideracdo o estadiamento
cirirgico e patolégico (Tabela 1 e Figura 4) (Valejo e Tiezzi, 2009). Neste mesmo
sentido, o TNM se baseia no tamanho do tumor primario, na disseminacdo para
linfonodos regionais e na auséncia/presenca de metastases (Society, 2017). A
classificacdo do grau de diferenciacao histoldgica (G) do tumor segue as normas da
OMS, que divide-as em bem diferenciados (G1), moderadamente diferenciados (G2) e
indiferenciados (G3), mas esta subclassificacdo n&o é tdo importante quanto o FIGO e

o TNM para avaliagéo da sobrevida das pacientes (Optawski et al., 2017).

Entre os fatores de risco para o cancer de endométrio, encontram-se envolvidos
fatores genéticos, nuliparidade, menopausa tardia, e o uso de terapias de reposi¢ao
hormonal (TRH) ap6s a menopausa (Arima et al., 2017; Kotowicz et al., 2017). Tém
sido implicados, também, o ganho de gordura corporal e a ingestdo de acido graxos,
causando o aumento dos niveis de estrogénio circulante, no desenvolvimento do
cancer endometrial (Parazzini et al., 1991; Kuribayashi et al., 2017). Além disso, a

auséncia da pratica de exercicios fisicos e o estilo de vida contemporaneo resultam no
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aumento dos casos de obesidade, diabetes, hiperinsulinemia e demais desordens
metabdlicas que, em associacdo com outros fatores de risco, contribuem para a
crescente incidéncia deste carcinoma, principalmente em paises desenvolvidos e areas
de grande populacdo urbana (Lustosa et al., 2014; Webb, 2015; Kerr et al., 2017).

Tabela 1. Sistema de estadiamento FIGO (2009) para o carcinoma endometrial
(Freeman et al., 2012).

Estagio Definicéo

IA Tumor limitado ao endométrio

IB Invasao maior que 50% do miométrio
IC Invas@o menor que 50% do miométrio
lIA Invasao da endocérvix

[IB Invasdo estromal cervical

IIIA Invasao da serosa ou anexos; citologia peritoneal positiva
1] [1IB Invasao da vagina

IIIC Linfadenectomia pélvica e/ou paradrtica

IVA Invasao da bexiga ou mucosa retal

IVB Metastases a distancia
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Figura 4. Representacdo do estadiamento FIGO (2009) do carcinoma
endometrial (Outlines, 2011).

Convencionalmente, o céancer endometrial é atribuido ao periodo pos-
menopausa, visto que aproximadamente 80-90% dos casos ocorrem em mulheres
acima dos 50 anos e 2-14% em mulheres consideradas jovens, com idade menor que
40 anos (Sorosky, 2008; 2012). A fim de prevenir a osteoporose, doencas
cardiovasculares, deméncia e diversos outros sintomas da pds-menopausa, varias
mulheres recorrem a terapia de reposicdo hormonal (TRH) (Marjoribanks et al., 2017).
Porém, ainda que os mecanismos envolvidos na evolu¢do do carcinoma endometrial
nao estejam totalmente esclarecidos, é sugerido que o tratamento crénico com
estrogénio exdgeno, sem 0posi¢ao por progestagenos, aumenta consideravelmente o

risco de incidéncia do cancer de endométrio (Grady et al., 1995; Wan et al., 2017).

A incidéncia do cancer de endométrio em mulheres na idade pré-menopausa
tem aumentando nos ultimos anos, devido ao aumento, também, dos casos de
obesidade na populacdo, que € um dos fatores de risco consolidados no
desenvolvimento do cancer (Moore e Brewer, 2017). Carcinomas nao-diferenciados ou

pouco diferenciados sdo mais frequentes em mulheres mais jovens, geralmente
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relacionados a Sindrome de Lynch e com baixa expressdo de marcadores epiteliais e
estromais. Tumores com porc¢des indiferenciadas, mesmo que pequenas, apresentam
comportamento mais agressivo (Tafe et al., 2010; Hanley et al., 2017). Os fatores
genéticos sdo responsaveis por 10% dos casos de cancer de endométrio e incluem o
histérico familiar e a Sindrome de Lynch, que contribuem igualmente para esta
estatistica (Sorosky, 2012; Hussein e Soslow, 2018). A Sindrome de Lynch se refere a
condicdo em que ha heranca de predisposicdo genética para o desenvolvimento do
cancer, muitas vezes de forma precoce e mdultipla. Mulheres com esta sindrome
apresentam 60% de risco de desenvolver o cancer de endométrio. Ela € causada pela
deficiéncia nos genes de reparo do DNA, que confere predisposicdo ao cancer
colorretal, de estbmago, pancreas, ovarios, entre outros (Aarnio et al., 1999; Hampel et
al., 2005; Lancaster et al., 2015; Cosgrove et al., 2017). Ja foi demonstrada associacéo
positiva entre a infertiidade e o carcinoma endometrial. Ha aumento do risco de
mulheres inférteis com menos de 40 anos desenvolverem a neoplasia quando sofrem
guadros de anovulacao cronica, ciclos irregulares e oligomenorreia (Kuribayashi et al.,
2017). Pacientes que desejam preservar a fertilidade recorrem aos tratamentos

alternativos, como radioterapia primaria.

O diagnéstico do cancer de endométrio decorre da observacdo dos sintomas
mais comuns: 0 sangramento uterino anormal pode estar presente em
aproximadamente 90% das pacientes (Huang et al., 2017). O principal indicador de
progndstico € a observacdo de metastases em linfonodos regionais, cérvix e outras
partes do Utero, e metastases a distancia. Outros fatores, como a invasao miometrial, o
grau de diferenciacdo nuclear e o tipo histolégico, também sdo importantes para o
prognoéstico (Rose, 1996; Valejo e Tiezzi, 2009; Mccluggage, 2018). O carcinoma
endometrial € diagnosticado em estagios iniciais em 75% dos casos, correspondentes
aos estagios | e Il do sistema FIGO, com prognostico indicado como favoravel. Em
geral, a sobrevida global por 5 anos ou mais de pacientes diagnosticadas em estagios
iniciais da doenca mantém-se em torno de 80-90% ap0ds a cirurgia. Em contrapartida,
pacientes em estagio Ill e IV tém sobrevida global por 5 anos ou mais em,
respectivamente, 60% e 25%, com piora do prognostico se existirem metastases a

distancia. Também a idade e a presenca das comorbidades que geralmente
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acompanham o desenvolvimento do cancer de endométrio tém papéis importantes no

prognadstico (Morice et al., 2016).

O tratamento cirdrgico no estagio | se baseia na histerectomia abdominal total e
remocdo das tubas uterinas e ovarios, com dissecc¢ao bilateral de linfonodos pélvicos e
para-adrticos por laparoscopia ou cirurgia assistida por rob6é (Fagotti et al., 2013;
Chiantera et al., 2015; Pereira et al., 2016; Huang et al., 2017). A cirurgia pode ser
acompanhada, ou ndo, de quimioterapia ou radioterapia nos estagios iniciais. No
entanto, quando o tumor é mais agressivo e metastatico, € recomendada quimioterapia
citotoxica e terapia hormonal se o tumor for positivo para receptor de estrogénio (ER)
ou receptor de progesterona (PR) (Colombo et al., 2011; Amadio et al., 2014, Battista e
Schmidt, 2016). A linfadenectomia € utilizada para estadiamento cirargico e abrange a
avaliacdo de presenca de nodulos, avaliagdo de linfonodos pélvicos e para-aérticos, de
vasos renais e mapeamento do linfonodo sentinela para diminuir o risco de ocorrer
doenca metastatica ou recorrente (Morice et al., 2016). As drogas consideradas de
primeira linha para tratamento do cancer de endométrio recorrente ou metastatico sao
0 paclitaxel e a carboplatina, por serem menos citotoxicas quando comparadas com
outros quimioterapicos. Apesar de ndo haver um consenso sobre quais drogas devem
ser utilizadas primeiramente em casos de tumor agressivo, sdo sugeridos a
ciclofosfamida, o 5-fluorouracil, o topotecano e progestinas. Porém, estas abordagens
nao conferem controle da doenca a longo prazo (Fleming, 2007; Pectasides et al.,
2007; Miller et al., 2012; Amadio et al., 2014).

Estrogénio e Progesterona

Tanto o estrogénio quanto a progesterona, agem em receptores nucleares
especificos de alta afinidade e baixa capacidade. Dentre as suas acles, esses
hormonios tém a capacidade de modificar a cromatina celular e ativar a transcricdo
génica como fatores de transcricdo, regulando a expressdo de um grande numero de
genes na sua via classica. Os produtos desta regulacdo podem, ainda, agir de forma

autécrina, paracrina, endocrina ou downstream em outras vias, de forma a regular a
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expressao de outros genes. Existem multiplos receptores de estrogénio e progesterona
(isoformas). Cada isoforma tem funcdes diferentes no genoma ao relacionarmos a
expressdo diferencial em cada tipo celular e o estado fisiolégico (Young, 2013;
Kreizman-Shefer et al., 2014; Singhal et al., 2018).

De maneira ciclica, o estrogénio e a progesterona (derivado do corpo luteo apos
a ovulacao) promovem o crescimento do epitélio glandular no endométrio. O estrogénio
€ mitogénico durante a fase proliferativa do ciclo menstrual e a progesterona, na fase
secretora, suprime a funcéo do estrogénio e promove a diferenciacao celular. In vivo,
se encontram trés estrégenos principais: a estrona, o estradiol e o estriol (subproduto
da estrona) (Wright et al., 1999; Baker, 2013; Lundstrom et al., 2015).

O ER parece estar significativamente mais expresso no endométrio humano e
ele esta geralmente superexpresso, por exemplo, na endometriose e na hiperplasia
endometrial. Um estudo feito por J. Mark Elwood, em 1981, questionou o papel do
estimulo estrogénico no desenvolvimento de tumores uterinos, assim como o papel dos
medicamentos contendo estrogénio no progndéstico de pacientes com céancer de
endométrio. A revisdo analisou estudos que, na época, relacionavam o metabolismo do
estrogénio enddgeno, quando modificado, ao desenvolvimento da neoplasia (Siiteri,
1978), que relacionavam o uso de estrogénio exdégeno ao risco de desenvolver o tumor
(Smith et al.,, 1975; Ziel e Finkle, 1975)(Elwood, 1981). Nessa época estudos
levantaram a hipétese do estrogénio agir como promotor do crescimento tumoral, e ndo
como iniciador. Surgiram questdes quanto a possibilidade do horménio provocar o
sangramento uterino na pés-menopausa, 0 que levaria a investigacdo e diagndstico da
lesdo (Hulka et al., 1980; Shapiro et al., 1980). Outros abordaram a premissa de que a
lesdo encontrada em pacientes com sangramento uterino, apés o uso de drogas
estrogénicas, fosse apenas uma atipia benigna ou uma desordem proliferativa, e néo

necessariamente cancer (Mack, 1976; Ziel e Finkle, 1976).

ApOs os resultados iniciais e 0 sucesso de programas de terapia hormonal para
0 cancer de prostata e cancer de mama, e reconhecimento da relagcdo causal entre
hormdnios e o cancer de endométrio, pesquisadores tentaram abordar a oposi¢céo por

progestagenos no tratamento do carcinoma endometrial (Nathanson e Kelley, 1952;
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Baker e Govan, 1953; Oberhelman, 1959; Baker et al., 1960). Em 1963, B. J. Kennedy
publicou um estudo em que, sabendo dos efeitos fisiologicos da progesterona no
endométrio humano e da sensibilidade deste tecido a estimulos hormonais, testou a
administracdo de caproato de hidroxiprogesterona em pacientes com diagnostico de
carcinoma endometrial em estado avancado por trés meses ou até ao Obito. Os
resultados mostraram regressdo do tumor em 29,6% das pacientes, enquanto as
pacientes restantes tiveram tumor progressivo, mas sem aceleracéo (Kennedy, 1963).
Kistner, em 1965, sugeriu que uma das etiologias do cancer de endométrio seria a
exposicdo prolongada ao estrogénio endégeno sem a oposicdo ciclica da
progesterona. Ele dissertou sobre a possibilidade deste quadro em mulheres jovens,
em idade reprodutiva, mas sofrendo anovulacdo prolongada ou sangramento uterino
disfuncional (Kistner et al., 1965). Atualmente, ainda é indicado o uso de terapia
hormonal para o tratamento do cancer endometrial avancado em pacientes com tumor
positivo para ER ou receptor de progesterona (PR). Alguns agentes utilizados séo
progestinas, inibidores da aromatase e moduladores especificos do ER (Kokka et al.,
2010; Ethier et al., 2017).

A TRH é utilizada para controlar os sintomas da menopausa, assim como para
prevenir ou aliviar doencas cronicas relacionadas ao avanco da idade, como a
osteoporose e a deméncia (Stuenkel e Barrett-Connor, 1999). Este é o tratamento mais
efetivo para os sintomas da menopausa e, embora foram feitas andlises e estudos
guanto a sua seguranca alguns anos antes da aprovacdo para uso clinico, foram
demonstradas variacfes relacionadas a idade das mulheres, o tempo de iniciacdo do
tratamento, a formulacdo e a via de administracdo (Pickar et al., 2017). Uma das
guestdes relacionadas a TRH € o aumento do risco de desenvolvimento do cancer de
endométrio pela exposi¢cao ao estrogénio. Assim, um dos cuidados a ter ao administrar
a TRH (em mulheres que ainda possuirem utero) € indicar o uso de progesterona
concomitantemente para prevenir o estimulo excessivo do endométrio (Ethier et al.,
2017).
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2.1.0 papel da Diabetes e da Hiperinsulinemia

A diabetes mellitus € uma doenca metabdlica, caracterizada por niveis altos de
glicose no sangue. Considerada uma epidemia crescente, ela tem se tornado um
problema de saude publica que, em 2016, atingia 387 milhdes de pessoas no mundo,
principalmente em paises em desenvolvimento, em que a diabetes esta entre a quarta
e oitava posicao entre as causas de mortes (Federation, 2015). No Brasil, em 2014,
estimou-se cerca de 11,9 milhdes de pessoas diabéticas entre 20 e 79 anos, sendo que
a prevaléncia € maior em mulheres. Segundo a OMS, cerca de 72 mil pessoas morrem
no pais anualmente devido a esta doenca. A alta incidéncia de diabetes esta atribuida
ao aumento da expectativa média de vida, mudancas no estilo de vida (principalmente
no padrdo de ingestdo alimentar) e também ao avanco da medicina moderna no
diagnodstico da doenca (Lei et al., 2011; Liao et al., 2014). Ja é estabelecida a relacéo
causal entre a diabetes e doencas cardiovasculares e cerebrovasculares, como infarto
do miocardio, retinopatia, doenca renal, acidente vascular cerebral e neuropatia,
complicagdes crbnicas que geralmente sdo a causa de morte dos pacientes (Sociedade
Brasileira de Diabetes).

Vérios estudos indicaram associacado entre o aumento da incidéncia de diversos
canceres, nomeadamente cancer de colon, pancreas, figado, reto e mama, com a
diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) (Ben et al., 2011; Liao et al., 2014; Schrijnders et al.,
2018). Existem evidéncias consistentes que demonstram que mulheres diabéticas
apresentam o dobro do risco de desenvolverem o cancer de endométrio, assim como a
mortalidade aumenta diante desta comorbidade (Friberg et al., 2007; Johnson et al.,
2012; Wallbillich et al., 2017). Esta relacdo é explicada pela resisténcia a insulina,
hiperinsulinemia, hiperglicemia, aumento da disponibilidade de horménios esteroides,
inflamacéo e pelos altos niveis de IGF1, que, direta e indiretamente, sdo responsaveis
pelo aumento da proliferacdo celular, promovendo a carcinogénese (Bowker et al.,

2010; Perez-Lopez et al., 2017).

A hiperinsulinemia, desencadeada pela resisténcia a insulina, refere-se ao
aumento dos niveis de insulina circulantes e a baixa eficiéncia do hormbénio em regular

a glicemia (Marin-Juez et al.,, 2014). Esta condicdo esta associada a Sindrome
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Metabolica, juntamente com a obesidade central, dislipidemia e hipertenséo sistémica.
Sindrome metabodlica entende-se pelo conjunto de fatores de risco para doencas
cardiovasculares e DMT2. A resisténcia a insulina, principalmente quando
acompanhada de sobrepeso e aumento de estrogénio seérico, estd relacionada ao
aumento do risco de desenvolver o cancer endometrial (Arcidiacono et al., 2012; Mu et
al., 2012; Hernandez et al., 2015; Kitson et al., 2017).

O receptor da insulina (IR) consiste de duas subunidades o (extracelulares)
idénticas, de 130 kDa, contendo os dominios de ligacdo da insulina; e duas
subunidades B (transmembranares) de 95 kDa, que contém os dominios com atividade
tirosina quinase (Mckern et al., 2006). Quando a insulina se liga ao seu receptor, ele o
ativa através da autofosforilacdo, que desencadeia a ativacdo de varias moléculas
intracelulares, como por exemplo o substrato do receptor da insulina (IRS) e o SHC-
transforming protein (Shc), que por sua vez vao gerar uma resposta bioldgica (Ullrich et
al., 1985; White e Kahn, 1994; Samani et al., 2007; Arcidiacono et al., 2012). O IR
possui duas isoformas (IR-A e IR-B) que partilham propriedades bioldgicas e
funcionais. O IR-A, que apresenta maior afinidade pelo fator de crescimento
semelhante a insulina tipo 2 (IGF2), com efeitos apoptéticos e mitogénicos. O IR-A esta
geralmente superexpresso em multiplos canceres; e o IR-B regula a entrada de glicose
na célula e o metabolismo celular (Eritja et al., 2017).

A insulina é considerada como um mitogénico e antiapoptético, além de agir
aumentando a secrecdo de IGF e diminuindo os niveis das proteinas ligadoras de IGF
(IGFBP) (Nieman et al, 2013). E descrito que as agbes proliferativas da insulina sejam
através da via do PI3K (Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase), Akt (AKT
Serine/Threonine Kinase) e mTOR (mechanistic target of rapamycin), que medeiam
efeitos metabodlicos e de sobrevivéncia celular (Shao et al., 2014). Ainda, em 1991,
Nestler e colaboradores demonstraram que a hiperinsulinemia reduz diretamente os
niveis séricos da globulina ligadora de hormdnios sexuais (SHBG), que modula a
atividade biolégica de estrogenos, aumentando a sua biodisponibilidade (Nestler et al.,

1991; Nestler, 2008). Devido a complexidade das respostas da sinalizacdo do IR,
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anormalidades na sua expressao ou funcédo favorecem o aparecimento de desordens

metabdlicas graves ou transformacgdes neoplasicas (Singh et al., 2014).

2.2. Obesidade como fator de risco

A obesidade € um disturbio que envolve alteracdes metabdlicas e excesso de
gordura corporal resultante da ingestdo calorica superior a quantidade energética
necessaria, sendo caracterizada de acordo com o indice de massa corporal (IMC) igual
ou maior que 30 kg/m? (Eknoyan, 2008). No Brasil, existem cerca de 18 milhdes de
pessoas consideradas obesas e um total de 70 milhGes de pessoas acima do peso
(aproximadamente 34% da populacdo) (Sociedade Brasileira de Endocrinologia e

Metabologia).

Um dos principais fatores de risco para o surgimento do cancer de endométrio é
a hiperestimulacédo do tecido decorrente da exposi¢ao cronica a altos niveis circulantes
de estrogénio sem a oposicao pela progesterona (que exibe efeitos antiproliferativos). A
obesidade e uma dieta hiperlipidica sdo os principais promotores deste quadro pela
conversdo periférica de androgénios a estrogénio no tecido adiposo (Junior e
Athanazio, 2007; Lépine et al., 2010; Nieman et al., 2013).

A obesidade é uma comorbidade em até 46% das pacientes com cancer de
endométrio (Daley-Brown et al., 2017). Lu e colaboradores demonstraram que
mulheres com sobrepeso podem ter até o dobro de risco de desenvolver cancer de
endométrio, enquanto mulheres obesas tém 4 vezes mais chances, quando
comparadas com mulheres dentro do peso considerado normal (Lu et al., 2011). Entre
as mulheres, a obesidade é mais relacionada ao cancer de endométrio do que a
gualquer outro tipo de cancer (Onstad et al., 2016). O adenocarcinoma endometrioide
(tipo 1) € o mais correlacionado a obesidade e, comparadas as pacientes com IMC
normal, pacientes obesas tendem a ter pior prognostico e maiores taxas de mortalidade

(Von Gruenigen et al., 2006; Onstad et al., 2016).
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O tecido adiposo é considerado um orgao enddcrino ativo a medida que é capaz
de aumentar o nivel de horménios esteroides e adipocitocinas, como a leptina, a
interleucina 6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), e diminuir os niveis de
adiponectina (Figura 5). A evolucdo para doencgas crbnicas, em particular multiplos
canceres, advém da resisténcia a insulina e inflamacdo em baixo grau. Esses efeitos
metabdlicos adversos ocorrem principalmente a nivel da gordura visceral e ja foram
associados as vias de sinalizacdo da insulina e do IGF1, aos esteroides sexuais e a

inflamagéao em baixo grau (Nimptsch e Pischon, 2016).

2.3.Sinalizacao do receptor do fator de crescimento semelhante a insulina tipo
1 (IGF1R)

O receptor do IGF1 (IGF1R) é uma tirosina quinase transmembranar, ativado por
ligantes, principalmente o IGF1, mas também pelo horménio relacionado IGF2, com
alta afinidade. Este receptor é constituido por duas subunidades o e duas subunidades
B, sintetizados pelo mesmo mRNA precursor e ligados por pontes bissulfito. Ele é cerca
de 84% similar ao IR (Ullrich et al., 1986; Sciacca et al., 2002; Zha e Lackner, 2010).

O IGF é produzido por diversos tipos celulares, mas principalmente por
hepatocitos. Ele tem caracteristicas tanto de horménio quanto de fatores de
crescimento, capaz de produzir respostas locais e sistémicas (Blundell et al., 1978;
Sajid et al., 2011; Djiogue et al., 2013).

A insulina e o IGF sdo homédlogos em 40 a 80% e o sistema de sinalizacao
insulina/IGF envolve principalmente 3 ligantes - IGF1, IGF2 e a insulina. Esses ligantes
podem interagir com até 6 receptores - o IGF1R, o IR-A, o IR-B, receptores hibridos do
IGF1R e IR-A, hibridos do IGF1R e IR-B e hibridos entre IR-A e IR-B. Ainda, existem 6
proteinas ligadoras ao IGF (IGFBP1-6) que modulam a biodisponibilidade do IGF. Esse
sistema controla a mitogénese, diferenciagdo e sobrevivéncia em células normais e
cancerigenas (Baxter, 1994; Hwa et al., 1999; Singh et al., 2014).
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Figura 5. Importantes rotas hormonais relacionadas ao desenvolvimento do

cancer. Adaptado de Nimptsch e Pischon, 2016 (Nimptsch e Pischon, 2016).

De maneira semelhante ao IR, o IGF1R ¢é ativado por interacdo com 0s seus
ligantes, quando se autofosforila e recruta moléculas adaptadoras como a IRS-1, IRS-2
e Shc. O IR-S1 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 é fosforilada e ativada pela PDK1
(Phosphoinositide-dependent kinase-1) e pelo mTOR (Guertin e Sabatini, 2005; Zha e
Lackner, 2010).

A ativacao da Akt leva a fosforilacéo inibitéria de fatores pro-apoptéticos como a
BAD (BCL2 associated agonist of cell death) e a familia de fatores de transcrigéo
FOXO (Forkhead box O). A Akt também aumenta a expressao de proteinas anti-
apoptéticas como a BCL-2 (B-cell lymphoma 2), BCL-XL (B-cell lymphoma-extra large)
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e NFkB (nuclear factor kappa B). Esta via também regula a entrada de glicose na célula
e 0 metabolismo da glicose através da GSK3 (Glycogen synthase kinase 3) e é
importante para a sintese proteica e crescimento celular. Ja a ativacdo da Shc estimula
a via da Ras/MAPK e transducéo de sinais mitogénicos através da ativacdo nuclear da
ELK1 (ETS transcription factor) (Alvino et al., 2011; Tzivion et al., 2011; Djiogue et al.,
2013). A figura 6 representa algumas da vias downstream na rota de sinalizacdo do
IGF1R.

O IGF1R é amplamente expresso no endométrio normal e no céancer
endometrial, no epitélio glandular e estroma. Tanto o receptor quanto o IGF1 tém
regulacdo transcricional dada pelo estrogénio e estimulam a proliferacdo celular
(Kleinman et al., 1995). Embora sejam raras as alteracdes no DNA, tem-se observado
que ocorre aumento dos niveis de IGF1R no céancer, inclusive o de endométrio. No
adenocarcinoma foi constatada a superexpressdo do IGF1R, aumento dos niveis de
IGF1R fosforilado e da via da Akt quando comparado ao endométrio normal
proliferativo (Mccampbell et al., 2006; Pollak, 2012; Merritt et al., 2016). Sendo proposto
gue esta via contribui para o risco de hiperplasia endometrial e desenvolvimento do
cancer de endométrio (Dai et al., 2016).

Contudo, considerando o importante papel de ambos os receptores - de insulina
e de IGF1 - em diversos tipos de neoplasias malignas, essa via se tornou um dos alvos
para estudos direcionados a desenvolver novas estratégias para tratamento do

carcinoma endometrial (Weroha e Haluska, 2012; Aizen et al., 2015).
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Figura 6. Rota de sinalizagédo do IGF1R (Qiagen).
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2.4.Alterac6es moleculares no carcinoma endometrial

O endométrio € controlado predominantemente por hormdnios ovarianos,
citocinas e quimiocinas ao longo do ciclo menstrual (Young, 2013). Por ser um tecido
dindmico e com diferentes perfis de expressao génica em resposta aos mais diversos
estimulos, torna-se desafiador estabelecer padrdes de indicadores fisiolégicos,
patolégicos ou de resposta a intervencdes terapéuticas. Por sua vez, o cancer de
endométrio € uma doenca complexa e com etiologia variada que requer abordagens
sistémicas. Se tratando de cancer, cada tipo e subtipo tem suas particularidades que
alternam de acordo com raga, etnia, idade e genética (historico familiar)(Cho et al.,
2009).

Entretanto, sinalizacdo estrogénica, erros no sistema de reparo dos danos ao
DNA, anormalidades genéticas e padroes de metilagdo aberrantes sdo alguns dos
fatores ambientais propostos como mecanismos carcinogénicos no cancer endometrial
(Tao e Freudenheim, 2010; Banno et al., 2014; Bharati et al., 2014; Webb, 2015). H&
evidéncias que sugerem padrdes moleculares distintos no cancer de endométrio tipo | e
tipo 1l, com tumores apresentando vias de sinalizagGes disfuncionais e aberragdes

genéticas diferentes (tabela 2) (Dedes et al., 2011).

Uma das mutacdes mais apontadas no carcinoma endometrial do tipo | é a
perda de funcdo do PTEN (phosphatase and tensin homolog), um supressor tumoral
frequentemente mutado em muitos canceres. Por sua vez, no carcinoma do tipo Il ha
prevaléncia de perda da E-caderina (responsavel pela adesao célula-célula) e mutacdo
da p53 (phosphoprotein p53), importante na regulacao do ciclo celular (Dedes et al.,
2011). Hecht e colaboradores demonstraram, em 2006, que existem polimorfismos
(repeticbes em tandem) nos genes que codificam o PTEN no cromossomo 10, no TGF-
BR2 (Transforming Growth Factor Beta Receptor 2) e no IGF2R (Insulin-like growth
factor 2 receptor), no gene KRAS (Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) e no
BAX (bcl-2-like protein 4) no carcinoma endometrial (Hecht e Mutter, 2006). Outro
estudo, feito em 2001 por Halperin e colaboradores, utilizando a técnica de
imunohistoquimica para fazer a comparacdo da expressao do ER, PR, BCL-2, p53,

HER2/neu (Human Epidermal growth factor Receptor 2) e Ki-67 (antigen Ki67) em
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amostras de cancer de endométrio (tipo | moderadamente e bem diferenciados; tipo |
com baixo grau de diferenciacdo; e tipo Il seroso e papilar) demonstrou diferente
padrao de expressdao nesses marcadores de acordo com o grau das amostras. No
primeiro grupo (tipo | moderadamente e bem diferenciados) foi observado aumento da
expressdo do ER (85,7 %), PR (78,6 %) e BCL-2 (42,8 %) Entretanto, foi observado
baixa expressao do p53 e do HER2/neu (14,3 % em ambos). No grupo 3 (seroso e
papilar), a expressdao do ER, PR e BCL-2 foi baixa, enquanto foi observado alta
imunorreatividade do p53 (81,8 %) e HER2/neu (45,4 %). O grupo constituido por
casos do tipo | pouco diferenciados, apresentou um perfil intermediario de
imunorreatividade das proteinas estudadas, além disso, nenhum dos grupos

apresentou expressao significativa do Ki-67 (Halperin et al., 2001).

Grande parte dos carcinomas endometrioides é considerada estavel a nivel
cromossémico, com genomas diploides. Entretanto, a nivel molecular, sdo encontradas
modificacdes genéticas de alta frequéncia na PIK3CA (phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate 3-kinase) e na PIK3R1 (Phosphatidylinositol 3-kinase regulatory subunit
alpha), que agem na rota de sinalizacdo da PI3K (O'hara e Bell, 2012; Le Gallo e Bell,
2014). Ainda, existem evidéncias epidemioldgicas de que ocorrem mutacdes nos genes
BRCA1/BRCA2 no carcinoma endometrial, mas elas foram atribuidas ao uso do
tamoxifeno (antagonista do ER recomendado para tratamento do cancer de mama) e

nao a susceptibilidade genética (Segev et al., 2013).

Tabela 2. AlteracBes moleculares no cancer de endométrio. Adaptado de Dedes et al.,
2011 (Dedes et al., 2011).

Alteracdes Tipo | (%) Tipo 1l (%)
PIK3CA _ mutacao 30 20
PIK3CA _ amplificagéo 2-14 46
KRas _ mutacéo 11-26 2
Akt _mutacao 3 0
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PTEN _ perda de funcéo 83

Instabilidade de

. N 20-45
microssatélites
Acumulacéo nuclear de B-

_ 18-47

Catenina
Perda de E-caderina 5-50
TP53 _ mutacéo 20
pl6 _ perda de fungao 8
HER2 _ superexpresséao 3-10
HER2 _ amplificagéao 1
FGFR2 _ mutacéao 12-16

62-87
90
45
32
17

Vérios parametros clinicos e fisiopatoldgicos tém sido alvo de avaliagdo como

possiveis fatores prognésticos e como indicadores de tratamento para o cancer

endometrial. Estes incluem o tipo histolégico, grau de diferenciacdo, estadiamento

cirargico, invasdo miometrial, cervical e em linfonodos e vasculatura, e citologia

peritoneal. Outros parametros também séo avaliados, como a expressao de p53, perda

de p16 nuclear, PR e perda de funcdo do PTEN. Todavia, esses parametros parecem

ser influenciaveis subjetivamente e nao apresentam resultados reproduziveis (Cho et

al., 2009).
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JUSTIFICATIVA

O cancer de endométrio tem se tornado cada vez mais incidente a nivel mundial,
se posicionando como 0 sexto cancer mais prevalente em mulheres. Nas Ultimas
décadas, o numero de casos de cancer de endométrio dobrou nos paises
desenvolvidos, devido ao aumento crescente da incidéncia da obesidade e também ao
aumento da expectativa de vida. Ainda que haja mais casos em paises desenvolvidos,
existe um aumento das taxas de mortalidade nos paises ainda em desenvolvimento
devido a esta doenga. O cancer de endométrio ocorre principalmente em mulheres no
periodo peri e pdés-menopausa e um dos sintomas mais observados durante o

diagndstico € o sangramento uterino anormal.

O IGF1 tem um papel importante na tumorigénese no endométrio, por ter
aumento relacionado as condicbes consideradas fatores de risco no carcinoma
endometrial. A interacdo com 0 seu receptor promove a transcricdo génica e controla a
proliferacdo celular no endométrio em condig8es fisiolégicas. No entanto, os resultados
apresentados por estudos que tém como alvo o IGF1 e o IGF1R sao controversos, e 0s
mecanismos pela qual ele exerce este efeito no cancer de endométrio ndo estao
completamente esclarecidos. O estudo do perfil de expressao das vias que fazem parte
da sinalizacdo do IGF1R no cancer de endométrio irA permitir a elucidacdo dos

mecanismos envolvidos na fisiopatologia desta doenca.
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HIPOTESES

HO: O cancer de endométrio e o tecido ndo-neoplasico apresentam expressao
similar dos genes envolvidos na cascata de sinalizacdo do IGF1R que induzem a

diferenciacao, proliferacdo e apoptose.

H1: O cancer de endométrio e o tecido ndo-neoplasico apresentam expressao
diferencial dos genes envolvidos na cascata de sinalizacdo do IGF1R que induzem a

diferenciacao, proliferacdo e apoptose.

42



OBJETIVOS

Objetivo geral

Analisar a expressdo génica dos genes que participam da via de sinalizacdo do
receptor do fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1, relacionados ao
desenvolvimento do fenétipo tumoral (diferenciacdo e proliferagéo celular) em tecido de
cancer endometrial e tecido endometrial ndo-neoplasico, assim como analisar a
expressdo proteica do fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1, do seu

receptor e do receptor da insulina.

Objetivos especificos

1. Analisar a expressao génica dos genes envolvidos na cascata de sinalizacao do
receptor do fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1 em tecido de
cancer de endométrio e endométrio nao-neoplasico;

2. Avaliar as diferencas de expressado génica no tecido de cancer endometrial e
tecido ndo-neoplasico e verificar a expressao proteica do IGF1R, IGF1l e do IR;

3. Investigar, através de bases de dados, a funcionalidade dos genes mais
superexpressos no cancer de endométrio e a possivel relacdo do seu produto

com 0s mecanismos fisiopatoldgicos da doenca.
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MATERIAIS E METODOS

Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo caso-controle, em que os casos foram constituidos por
pacientes com cancer de endométrio e os controles por pacientes com endométrio nao-

neoplasico.

Pacientes e coleta de amostras

Os tecidos de cancer endometrial (n=3) e endométrio ndo-neoplasico (n=3)
foram provenientes de pacientes submetidas a histerectomia no Hospital de Clinicas de
Porto Alegre (HCPA), com indicacéo independente deste estudo. Seguiu-se 0s critérios
de inclusdo para o grupo controle: pacientes na idade pds-menopausa, que nao
possuiam diagnéstico de neoplasias, auséncia de diabetes e outras desordens
hormonais. Para o grupo cancer foram incluidas pacientes na idade p6s-menopausa e
sem uso de TRH nos 3 meses anteriores a cirurgia, com diagnéstico confirmado de

cancer de endométrio, sem quimioterapia e sem outras neoplasias concomitantes.

Durante a coleta, o tecido foi identificado e fragmentos do mesmo foram
coletados em tubos de coleta contendo uma solucdo de RNAlater™ (Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA), sendo o restante do material encaminhado ao exame
anatomopatologico. As pacientes foram apresentadas a um termo de consentimento
livre e esclarecido (Anexo 1 e 2) para que elas fossem informadas que normalmente
esse tecido é descartado e para que permitissem a utilizacdo na pesquisa, perante

assinatura.

Os dados referentes a idade, idade na transicdo menopausica, IMC e grau de

diferenciacao foram obtidos dos registros mantidos no HCPA.

Exame Anatomopatologico e classificacdo dos tumores
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ApoOs retirada da peca cirdrgica, a confirmacdo da presenca ou auséncia de
tecido neoplasico nas amostras foi realizada por microscopia 6tica através da técnica

de hematoxilina-eosina (HE) pelo Servigo de Patologia do HCPA.

A classificacdo histoldgica foi avaliada segundo o grau de diferenciacédo
histolégica (G) de tumores endometrioides que segue as normas da OMS: tumores

bem diferenciados (G1), moderadamente diferenciados (G2) e indiferenciados (G3).

Aspectos éticos:

Este trabalho foi submetido ao Comité de Etica do Grupo de Pesquisa e POs-
Graduacdo do HCPA e foi aprovado em todos 0s seus aspectos, sob o numero 16-
0406. O trabalho também foi cadastrado na Plataforma Brasil, com CAEE registrado
sob o nimero 56519216.2.0000.5327.

As amostras utilizadas no estudo foram obtidas de Uteros descartados apos
histerectomia por outras indicagcdes ndo relacionadas a este estudo. As pacientes
receberam a garantia de sigilo em relacédo as informacdes obtidas e o uso do material
coletado foi absolutamente restrito para fins de pesquisa cientifica. Aquelas que
aceitaram participar do estudo assinaram um termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE).

Extracdo e quantificagdo de RNA total

A extracdo de RNA total foi feita através de 0,2 g de tecido de cada amostra,
utilizando o reagente TRIzol® (Invitrogen, CA, EUA) segundo o protocolo do fabricante.
As amostras foram homogeneizadas com 1 mL de TRIzol por cerca de 1 minuto e
deixadas em temperatura ambiente por 5 minutos. Em seguida, foi adicionado 0,2 mL
de cloroférmio (Sigma-Aldrich, MO, EUA) e as amostras foram agitadas por 15
segundos, incubadas em temperatura ambiente por mais 3 minutos e centrifugadas.

Apbs obtencgdo da fase aquosa, o0 RNA foi precipitado com 1 mL de propanol overnight
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e foram centrifugadas novamente. Para lavagem do material, foi utilizado 1 mL de
etanol 75% e o RNA foi entdo dissolvido em H,O com DEPC (dietilpirocarbonato) em
banho-maria (60 °C).

A gquantificagdo da concentracdo de RNA de cada amostra foi realizada através
de 1 pL da solugdo de RNA diluida em agua, e lidas em duplicata no equipamento
NanoDrop Spectrophotometer 1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), nos
comprimentos de onda de 260 e 280 nm. O parametro considerado como indicador de
pureza do RNA foi a razdo das absorbancias a 260 e 280 nm superior a 1,6 e proximo
de 2, indicativo de auséncia de contaminacdo. A quantidade de RNA foi obtida a partir

da absorbancia a 260 nm ([RNA] = A260 x diluicdo x 40 ug/mL e foi fornecida em pg/uL.

Sintese do cDNA

A sintese do cDNA foi realizada a partir de 2 ug de RNA total, utilizando-se dos
reagentes especifico GoScript™ Reverse Transcription System (Promega, Madison, WI,
USA). Para tal, utilizou-se um random primer que foi adicionado ao RNA e a solucao foi
submetida a uma temperatura de 70 °C por 5 minutos para desnaturacdo. Em seguida,
foi preparada uma solucéo contendo um tampéao da reacéo, nucleotidios, um inibidor de
ribonucleases (RNasin® Ribonuclease Inhibitors) e a enzima transcriptase. Esta
solucdo foi adicionada ao tubos contendo o RNA e foram incubadas a 25 °C por 5
minutos para fase de anelamento e a 45 °C por 55 minutos para a extensao. Por fim, as
amostras foram aquecidas a 70 °C por 15 minutos para que a enzima transcriptase
fosse inativada. A reacdo de sintese do cDNA totalizou um volume de 20uL que foi

armazenado a -20°C até a amplificagédo por PCR.

Anélise da expressao génica

O método escolhido para avalicdo molecular da expressdo de mRNA foi a
técnica da reacdo quantitativa em cadeia da polimerase em tempo real, a partir da

transcricéo reversa (RT-gPCR). A reacdao em cadeia da polimerase (PCR) trata-se de
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uma técnica bastante sensivel que utiliza um sistema de deteccéo continua da cinética

da reacéo de RT-gPCR por fluorescéncia.

Optamos pela utilizacdo do ensaio TagMan® Array Human IGF1R Signaling 96-
well plate (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), que consiste em uma placa
contendo 96 pocos, dos quais 92 contendo genes envolvidos na sinalizagéo da insulina
e 4 controles endogenos. Na figura 7 se encontram dispostos todos 0s genes e a
organizacdo espacial na placa de RT-gPCR e na tabela 3 se encontram dispostos os
codigo de todos os genes presentes no ensaio, a identificacdo da sonda do ensaio (ID
do ensaio), o nome do gene, a identificacdo do gene (ID NCBI) e um resumo das
funcdes desses genes. Os ensaios de expressao génica TagMan® (Gene Expression
Assays) consistem em um par de primers ndao marcados e uma sonda TagMan® com
marcagdo FAM™ na extremidade 5 e MGB (minor groove binder) e NFQ

(nonfluorescent quencher) na extremidade 3'.

Para tal, foram utilizadas 6 placas contendo os ensaios referentes a sinalizacéo
do IGF1R, sendo cada placa para uma paciente. As amostras contendo o cDNA de
cada paciente foram diluidas 1:10 e em cada poco foi adicionado 2 uL de cDNA diluido.
Além disso, adicionou-se 5 uL de TagMan® Gene Expression Master Mix (2X) e 3 uL
de agua livre de nucleases, totalizando 10 pL na reacdo. O equipamento utilizado foi o

7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA).

As condicdes da reacao foram: 50°C por 2 minutos para ativacdo da enzima
AmpErase® UNG, 95 °C por 10 minutos para ativacdo da enzima AmpliTaq Gold® e
inicio da desnaturacdo, e 45 ciclos continuando a desnaturacdo em 95 °C por 15
segundos e anelamento/extensédo a 60 °C por 1 minuto. Os valores quantitativos foram
obtidos através do ciclo limiar (threshold cycle (CT)), em que o aumento do sinal
fluorescente foi associado com o aumento exponencial do produto do gPCR durante a

deteccéo.

47



1 2 3 4 5 G T 8 g 10 11

P

A 185 3APDH  HPRT1 GUEE AKT1 AKT2 AKT2 ARAF ATF4 BAD BRAF CACMHAIC

B CACMATFCACMAIGCACMATHCACHNAIS CALM1 CALM2 CALM2 CAMKZA CAMKIZE CAMK2G CAMK4 CASPD
C | CHUK CREB1 CREK EIF2B1 EIF2B5 EIF4E ELK1 FOXC3  FRAP1 GRB2 GSK3B GY51
D HRAS IGF1 GF1R IGF2 KEKE KEKE IKBR.G IR ITPR1 ITPR3 HKRAS MAP2KA1

MAFZKZ  MAPK1 MAPKZ MEF2ZA MEF2C MEF2D  MFATS NFATC1 NFATCZ NFATCZ  NFATC MNFKE1

F  NFKBZ NFKBIA HNFKBIE HNFKBIE HNRAS PDPK1 PIK3CA PIK3CE PIK3CD PIK3R1 FIK3R2  PLCB1

G | PLCB2  PLGE1 PLCG1 PLCZG2 PPP3CA PPP3R1 PREC PRECZ FTEM RAF1 RAPGEF1 REL

H  RELA RELE RPEE RPS8KB1 SHC1  SLC2A4 S0S1 YWHA

o)
m
1
o)
m
I
iy
=L

YWHAG YWHAZ

Figura 7. Layout da placa TagMan® Array Human IGF1R Signaling 96-well utilizada na andlise dos genes

envolvidos na via de sinalizacdo do IGF1R, em que cada pogo contém uma sonda especifica diferente.
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Tabela 3. Descricdo dos genes avaliados no ensaio, sendo que os 4 primeiros foram considerados normalizadores.

Simbolo ID DO ENSAIO NOME DO GENE ID NCBI FUN(;AO
1 18S Hs99999901 s1 18S ribosomal RNA r-RNA, é normalizador.
2 GAPDH Hs99999905 ml1 Glyceraldehyde-3-Phosphate 2597 Fosforilacdo oxidativa do
Dehydrogenase gliceraldeido-3-fosfato na presenca de
fosfato inorganico e NAD.

3 HPRT1 Hs99999909 m1 Hypoxanthine 3251 Converséao de hipoxantina em

Phosphoribosyltransferase 1 monofosfato de inosina e guanina em
monofosfato de guanosina.

4 GUSB Hs99999908 ml1 Glucuronidase Beta 2990 Hidrolase que degrada
glicosaminoglicanos.

5 AKT1 Hs00178289 m1 AKT Serine/Threonine Kinase 1 207 Proteina quinase de serina/treonina
cuja ativacao ocorre através da
fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K).

6 AKT2 Hs01086102_m1 AKT Serine/Threonine Kinase 2 208 Oncogene que codifica proteina
pertencente a subfamilia de quinases
serina/treonina.

7 AKT3 Hs00178533 m1 AKT Serine/Threonine Kinase 3 10000 Também chamado de PKB, pertence

a familia de proteinas quinases
serina/treonina
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Simbolo ID DO ENSAIO NOME DO GENE ID NCBI FUN(;AO
8 ARAF Hs00176427_m1 A-Raf Proto-Oncogene, 369 Proto-oncogene pertence a subfamilia
Serine/Threonine Kinase RAF (familia das quinases Ser/Thr),
envolvido no crescimento e
desenvolvimento celular.

9 ATF4 Hs00909568 gl Activating Transcription Factor 4 468 Proteinas de ligacdo ao DNA que
incluem fatores de transcricao e
proteinas de ligacdo a elementos de
resposta ao cCAMP (CREBS).

10 BAD Hs00188930_m1 BCL2 Associated Agonist Of Cell 572 Regula positivamente a apoptose

Death celular, formando heterodimeros com
BCL-xL e BCL-2.
11 BRAF Hs00269944 ml1 B-Raf Proto-Oncogene, 673 Regulacéo da via de sinalizacao
Serine/Threonine Kinase MAPK/ERK, que afeta a diviséo e
diferenciacao celular

12 CACNAL1C Hs00167681 ml1 Calcium Voltage-Gated Channel 775 Subunidade alfa-1 de um canal de

Subunit Alphal C célcio dependente de voltagem.
13 CACNAL1F Hs00913730 ml1 Calcium Voltage-Gated Channel 778 Idem ao anterior.
Subunit Alphal F

14 CACNAL1G Hs00367969 ml1 Calcium Voltage-Gated Channel 8913 Idem ao anterior.
Subunit Alphal G

15 CACNA1H Hs01103523 ml1 Calcium Voltage-Gated Channel 8912 Idem ao anterior.

Subunit Alphal h
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16 CACNALS Hs00163885 ml Calcium Voltage-Gated Channel 779 Idem ao anterior.
Subunit Alphal S

17 CALM1 Hs00237233 _m1 Calmodulin 1 801 Um dos trés genes que codifica uma
proteina de ligacdo ao calcio que é
uma das quatro subunidades da
fosforilase quinase.

18 CALM2 Hs00830212 s1  Calmodulin 2 805 Proteina de ligacao ao calcio que
desempenha um papel nas vias de
sinalizacédo, na progressao do ciclo
celular e na proliferacéo.

19 CALMS3 Hs00270914 m1 Calmodulin 3 808 Membro de uma familia de proteinas
gue se ligam ao célcio e funciona
como um co-fator enzimatico.

20 CAMK2A  Hs00211096 ml Calcium/Calmodulin Dependent 815 Familia das proteinas quinases

Protein Kinase Il Alpha Ser/Thr e a subfamilia de proteina
guinases dependente de Ca (2 +) /
calmodulina.

21 CAMK2B Hs00365799 ml Calcium/Calmodulin Dependent 816 Idem ao anterior.

Protein Kinase Il Beta
22 CAMK2G Hs00538454 ml1l Calcium/Calmodulin Dependent 818 Idem ao anterior
Protein Kinase Il Gamma
23 CAMK4 Hs00174318 m1l Calcium/Calmodulin Dependent 814 Proteina quinase Ser/Thr

Protein Kinase IV

multifuncional com distribuicdo de
tecido limitada.
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24 CASP9 Hs00154260_m1 Caspase 9 842 Membro da familia de proteases de
acido cisteina-aspartica (caspase),
com papel importante na apoptose e
supresséo tumoral.
25 CHUK Hs00175141 m1 Conserved Helix-Loop-Helix 1147 Membro da familia de proteinas
Ubiquitous Kinase guinases Ser/Thr.
26 CREB1 Hs00231713 m1 CAMP Responsive Element 1385 Fator de transcricdo membro da
Binding Protein 1 familia de leucinas com dominio
zipper, se liga como um homodimero
ao elemento responsivo ao AMPc.
27 CRK Hs00180418 ml1 CRK Proto-Oncogene 1398 Ligante de proteinas fosforiladas pela
tirosina quinase, envolvido em varias
vias de sinalizagao, recrutando
proteinas citoplasmaticas que atuam
na interacao célula-célula.
28 EIF2B1 Hs00426752_m1 Eukaryotic Translation Initiation 1967 Uma das cinco subunidades do fator
Factor 2B Subunit Alpha de iniciacdo da traducédo eucaribtica
2B (EIF2B), um fator de troca de GTP
e regulador essencial para a sintese
proteica
29 EIF2B5 Hs00384949 m1 Eukaryotic Translation Initiation 8893 Idem ao anterior.

Factor 2B Subunit Epsilon
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30 EIF4E Hs00913390_m1 Eukaryotic Translation Initiation 1977 Componente do complexo fator 4F de
Factor 4E iniciacao da traducéo eucaridtica, atua
como um proto-oncogene e sua
expressao esta associada a
tumorigénese.

31 ELK1 Hs00428286 g1 ELK1, ETS Transcription Factor 2002 A proteina codificada por este gene é
um alvo nuclear para a cascata de
sinalizacao ras-raf-MAPK.

32 FOXO3 Hs00818121 ml1 Forkhead Box O3 2309 Fator de transcri¢cdo da familia
forkhead, provavelmente funciona
iniciando a apoptose através da
expressao de genes necessarios para
a morte celular.

33 FRAP1 Hs00234522 m1 Mechanistic Target Of 2475 Atua na parada do ciclo celular e nos

(MTOR) Rapamycin Kinase efeitos imunossupressores do
complexo FKBP12-rapamicina.

34 GRB2 Hs00157817_m1 Growth Factor Receptor Bound 2885 Ligante do receptor do fator de

Protein 2 crescimento epidérmico, pode ter
fungéo de oncogene.

35 GSK3B Hs00275656_m1 Glycogen Synthase Kinase 3 2932 E uma quinase Ser/Thr, age como

Beta

regulador negativo da homeostase da
glicose e esta envolvida no
metabolismo energético, inflamacéao,
disfuncéo mitocondrial e apoptose.
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36 GYS1 Hs00157863_m1 Glycogen Synthase 1 2997 Envolvido no metabolismo da glicose,
adicionando moléculas no glicogénio.

37 HRAS Hs00610483 _ml1 HRas Proto-Oncogene, GTPase 3265 Pertence a familia de oncogenes Ras

38 IGF1 Hs01547656_m1 Insulin Like Growth Factor 1 3479 Proteina semelhante a insulina em
funcdo e estrutura e € membro de
uma familia de proteinas envolvidas
na mediacao de crescimento e
desenvolvimento

39 IGFIR Hs00609566 _m1 Insulin Like Growth Factor 1 3480 Receptor de alta afinidade do IGF1,

Receptor tem atividade de tirosina quinase e
funciona como um agente anti-
apoptético, aumentando a
sobrevivéncia celular.

40 IGF2 Hs00171254 m1 Insulin Like Growth Factor 2 3481 Membro da familia dos fatores de
crescimento semelhantes a insulina,
gue estao envolvidos no
desenvolvimento e no crescimento.

41 IKBKB Hs00233287_m1 Inhibitor Of Nuclear Factor Kappa 3551 Age como inibidor do NF-kappa-p.

B Kinase Subunit Beta
42 |KBKE Hs01063858 m1 Inhibitor Of Nuclear Factor Kappa 9641 Age como inibidor do NF-kappa-B e foi

B Kinase Subunit Epsilon

identificado como oncogene no cancer
de mama.
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43 |IKBKG Hs00415849 m1 Inhibitor Of Nuclear Factor Kappa 8517 Age como inibidor do NF-kappa-B,

B Kinase Subunit Gamma resultando na ativacéo de genes
envolvidos na inflamacéo, imunidade e
sobrevivéncia celular.

44 |RS1 Hs00178563 _m1 Insulin Receptor Substrate 1 3667 Proteina que fosforilada pela tirosina
guinase do receptor de insulina, sendo
que mutacdes neste gene estao
associadas com diabetes tipo Il e
susceptibilidade a resisténcia a
insulina

45 |ITPR1 Hs00181881 ml Inositol 1,4,5-Trisphosphate 3708 Receptor intracelular para inositol

Receptor Type 1 1,4,5-trisfosfato, envolvido com a
transducao de sinais intracelulares e
proliferagcéo celular.

46 ITPR3 Hs00609908 m1 Inositol 1,4,5-Trisphosphate 3710 Este gene codifica um receptor para

Receptor Type 3 inositol 1,4,5-trisfosfato, um segundo
mensageiro que medeia a liberacao
de calcio intracelular.

47 KRAS Hs00364282_m1 KRAS Proto-Oncogene, GTPase 3845 Oncogene homdélogo da familia dos

genes Ras mamiferos, codifica uma
proteina que € um membro da
superfamilia GTPase, envolvido em
diversas malignidades.
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48 MAP2K1 Hs00605615 mH Mitogen-Activated Protein Kinase 5604 Membro da familia MAPK com
Kinase 1 especificidade dupla, envolvida com a
proliferacao, diferenciagéo e
regulacéo da transcricao.
49 MAP2K2 Hs00360961 _m1 Mitogen-Activated Protein Kinase 5605 Idem ao anterior.
Kinase 2
50 MAPK1 Hs01046830_m1 Mitogen-Activated Protein Kinase 5594 Membro da familia MAPK, proteinas
1 gue integram multiplos sinais
bioguimicos e estao envolvidas em
processos celulares, como
proliferacao, diferenciagéo e
regulacéo da transcricao.
51 MAPKS Hs00385075 _m1 Mitogen-Activated Protein Kinase 5595 Idem ao anterior.
3
52 MEF2A Hs01050409 m1 Myocyte Enhancer Factor 2A 4205 Fator de transcricédo de ligacdo ao
DNA que ativa muitos genes
especificos do muasculo, induzidos por
fatores de crescimento e pelo
estresse.
53 MEF2C Hs00231149 m1 Myocyte Enhancer Factor 2C 4208 Idem ao anterior.
54 MEF2D Hs00954735 m1 Myocyte Enhancer Factor 2D 4209 Idem ao anterior.
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55 NFAT5 Hs00232437_m1 Nuclear Factor Of Activated T- 10725 Proteinas que desempenham um
Cells 5 papel central na transcricdo de genes
indutiveis durante a resposta imune.
56 NFATC1 Hs00542678 m1 Nuclear Factor Of Activated T- 4772 Componente do fator nuclear do
Cells 1 complexo de transcricao de ligacao ao
DNA das células T ativadas.
57 NFATC2 Hs00905451 m1 Nuclear Factor Of Activated T- 4773 Idem ao anterior.
Cells 2
58 NFATC3 Hs00190046 _m1 Nuclear Factor Of Activated T- 4775 Idem ao anterior.
Cells 3
59 NFATC4 Hs00190037_m1 Nuclear Factor Of Activated T- 4776 Idem ao anterior.
Cells 4
60 NFKB1 Hs00765730_m1 Nuclear Factor Kappa B Subunit 4790 Codifica uma subunidade de ligagao
1 ao DNA do complexo da proteina NF-
kappa-B.
61 NFKB2 Hs00174517_m1 Nuclear Factor Kappa B Subunit 4791 Codifica uma subunidade do fator
2 nuclear de transcricdo NF-kappa-B
(NFkB)
62 NFKBIA Hs00153283 m1 NFKB Inhibitor Alpha 4792 Idem ao anterior.
63 NFKBIB Hs00182115 m1 NFKB Inhibitor Beta 4793 Idem ao anterior.
64 NFKBIE Hs00234431 _m1 NFKB Inhibitor Epsilon 4794 Idem ao anterior.
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65 NRAS Hs00180035_m1 NRAS Proto-Oncogene, GTPase 4893 Oncogene N-ras, envolvido em
diversos tipos de cancer.
66 PDPK1 Hs00176884 ml1 3-Phosphoinositide Dependent 5170 Envolvido com a sintese de proteinas.
Protein Kinase 1
67 PIK3CA Hs00180679_m1 Phosphatidylinositol-4,5- 5290 Proteina que fosforila
Bisphosphate 3-Kinase Catalytic fosfatidilinositois, tem papel
Subunit Alpha importante na sinalizacdo celular e
funciona como um oncogene.
68 PIK3CB Hs00927728 m1 Phosphatidylinositol-4,5- 5291 Idem ao anterior.
Bisphosphate 3-Kinase Catalytic
Subunit Beta
69 PIK3CD Hs00192399 ml1l Phosphatidylinositol-4,5- 5293 Idem ao anterior.
Bisphosphate 3-Kinase Catalytic
Subunit Delta
70 PIK3R1 Hs00381459 m1 Phosphoinositide-3-Kinase 5295 Idem ao anterior. Esta envolvido com
Regulatory Subunit 1 a sinalizacao da insulina.
71 PIK3R2 Hs00178181 m1l Phosphoinositide-3-Kinase 5296 Idem ao anterior. Interage com o

Regulatory Subunit 2

PIK3CD.
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72 PLCB1 Hs00248563 _m1 Phospholipase C Beta 1 23236 Catalisa a formacéao de inositol 1,4,5-
trisfosfato e diacilglicerol a partir de
fosfatidilinositol 4,5-bisfosfato,
importante na transducéo intracelular
gue afeta o crescimento e a
diferenciacéo celular, assim como a
transcrigéo génica.

73 PLCB2 Hs00190117 _ml1 Phospholipase C Beta 2 5330 Idem ao anterior.

74 PLCE1 Hs00275279 _m1 Phospholipase C Epsilon 1 51196 Idem ao anterior.

75 PLCG1 Hs00234046_m1 Phospholipase C Gamma 1 5335 Idem ao anterior

76 PLCG2 Hs00182192 m1 Phospholipase C Gamma 2 5336 Idem ao anterior.

77 PPP3CA  Hs00174223 ml Protein Phosphatase 3 Catalytic 5530 Fosfatase estimulada pela

Subunit Alpha calmodulina, importante na sintese de

proteinas.

78 PPP3R1 Hs01547793 m1 Protein Phosphatase 3 5534 Confere sensibilidade ao célcio e esta

Regulatory Subunit B, Alpha envolvido com a sintese de proteinas.

79 PRKCI Hs00702254 s1  Protein Kinase C lota 5584 Membro da proteina quinasa C (PKC),
das quinases Ser/Thr, envolvidas em
uma variedade de processos
celulares, tais como proliferacéo,
diferenciacao e secrecéo.

80 PRKCz Hs00177051 _m1 Protein Kinase C Zeta 5590 Idem ao anterior.

59



Simbolo ID DO ENSAIO NOME DO GENE ID NCBI FUNQAO
81 PTEN Hs01920652_s1  Phosphatase And Tensin 5728 Regula negativamente os niveis
Homolog intracelulares de fosfatidilinositol-
3,4,5-trisfosfato e funciona como um
supressor de tumor por regulacéo
negativa da via de sinalizagéo AKT /
PKB.
82 RAF1 Hs00234119 ml1 Raf-1 Proto-Oncogene, 5894 Proteina membro da familia das
Serine/Threonine Kinase MAPK.
83 RAPGEF1 Hs00178409 ml Rap Guanine Nucleotide 2889 Transducgéo da via de sinalizacao da
Exchange Factor 1 CRK, envolvida na apoptose.
84 REL Hs00968436_m1 REL Proto-Oncogene, NF-KB 5966 Envolvido na apoptose, inflamacéo,
Subunit respostas imunes e processos
0oNncogénicos.
85 RELA Hs00153294 m1 RELA Proto-Oncogene, NF-KB 5970 Proteina associada a REL, envolvida
Subunit na formacédo do heterodimero do NF-
kappa-B. Ativagdo positivamente
associada com diversos tipos de
cancer.
86 RELB Hs00232399 ml1 RELB Proto-Oncogene, NF-KB 5971 Homodlogo ao RELA.
Subunit
87 RPS6 Hs01058685 g1 Ribosomal Protein S6 6194 Componente da subunidade 40

ribossomal. Possivelmente regula a
traducéo de proteinas e pode
contribuir para o crescimento e
proliferacéo celular.
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88 RPS6KB1 Hs00177357_ml1l Ribosomal Protein S6 Kinase B1 6198 Promove a sintese proteica,
crescimento celular e proliferacao
celular. A atividade desse gene foi
associada ao cancer humano.
89 SHC1 Hs00427539 _m1 SHC Adaptor Protein 1 6464 Proteinas adaptadoras nas vias de
transducao de sinais intracelulares.
90 SLC2A4 Hs00168966_m1 Solute Carrier Family 2 Member 4 6517 Proteina que funciona como um
transportador de glicose regulado pela
insulina.
91 SOS1 Hs00362308 m1 SOS Ras/Rac Guanine 6654 Fator de troca de nucleotideos de
Nucleotide Exchange Factor 1 guanina para proteinas RAS.
92 YWHAB Hs00793604_m1 Tyrosine 3- 7529 Proteina pertencente a familia de
Monooxygenase/Tryptophan 5- proteinas 14-3-3, que podem estar
Monooxygenase Activation envolvidos com a sinalizacao
Protein Beta mitogénica e com o ciclo celular.
93 YWHAE Hs00356749 g1 Tyrosine 3- 7531 Tem papel em diversas atividades
Monooxygenase/Tryptophan 5- bioquimicas relacionadas a
Monooxygenase Activation transducao de sinal, como a divisédo
Protein Epsilon celular e a regulacéo da sensibilidade
a insulina, tem sido implicado na
patogénese do cancer.
94 YWHAH Hs00607046_m1 Tyrosine 3- 7533 Idem ao anterior.

Monooxygenase/Tryptophan 5-
Monooxygenase Activation
Protein Eta
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95 YWHAQ Hs00863277_gl  Tyrosine 3- 10971 Idem ao anterior.
Monooxygenase/Tryptophan 5-
Monooxygenase Activation
Protein Theta
96 YWHAZ Hs00237047_m1 Tyrosine 3- 7534 Idem ao anterior.

Monooxygenase/Tryptophan 5-
Monooxygenase Activation
Protein Zeta
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Analise da expresséo proteica

A expressao proteica foi analisada através da técnica de imunohistoquimica, a
partir de tecido obtido nas biopsias. Os anticorpos primarios escolhidos foram: IGF1 na
diluicdo 1:100 (IGF-1 Antibody (H-70) sc-9013), IGF1RB na diluigdo 1:200 (IGF1-RB
Antibody (C-20) sc-713) e IR na diluigdo 1:50 (Insulin RB (H-70) sc-20739) (Santa Cruz
Biotechnology, TX, EUA).

As amostras foram fixadas em formalina e incluidas em parafina, cortadas em
micrétomo regulado para espessura de 4 um. Os cortes foram posicionados em
laminas e essas foram aquecidas em estufa a 80 °C por uma hora, desparafinizadas
com xilol, reidratadas em alcool etilico e em agua destilada. A recuperacdo antigénica
foi realizada em banho-maria a 95 °C por uma hora em tampao citrato. Apds, foi
blogueada a atividade enddgena da enzima peroxidase com uma solucédo de peréxido
de hidrogénio (3%) em metanol por cerca de 30 minutos. A seguir, os cortes foram
incubados com os anticorpos definidos overnight a 4 °C. Posteriormente, foram
incubados com o anticorpo secundario para deteccdo. A vizualizacdo da reacédo foi
possivel utilizando o Liquid DAB (Dako, Glostrub, Dinamarca) conforme as instrucdes.
Depois, as laminas foram contra-coradas com hematoxilina de Harris por 1 minuto, as
amostras foram desidratadas com alcool absoluto e colocadas em xilol para montagem

das laminas em resina.

As laminas foram analisadas por um patologista e foi determinada a intensidade
de marcacdo (+1, +2 ou +3), a porcentagem de células positivas e a estrutura

predominantemente marcada.

Anélise darede de intera¢gdes na via de sinalizacdo do IGF1R

O estudo das interagOes estabelecidas entre os genes dispostos no ensaio
TagMan® Array Human IGF1R Signaling 96-well plate foi realizado através da
plataforma online String (https://string-db.org/). A plataforma permite a visualizacéo e

analise proteina-proteina e associacdo de redes de sinalizag&o. Ela integra diferentes
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plataformas publicas, incluindo dados experimentais, predicdes por métodos
computacionais e informacdes biologicas validadas. Entre os parametros escolhidos

para analise, o nivel de confianca foi 0,90 e foi aceito no maximo 5 interacdes.

Estudos funcionais do produto génico

Os dados e a localizacdo dos genes foram retirados das seguintes bases de
dados: Gene NCBI (https://www.ncbi.nim.nih.gov/gene) e Ensembl

(https://www.ensembl.org/index.html).

Também foi utilizado o cBioPortal for Cancer Genomics (http://cbioportal.org),
gue é um recurso online que proporciona a exploracéo, visualizacdo e analise de dados
referentes a genémica do cancer, de dados recuperados da base de dados do The
Cancer Genome Atlas - TCGA (https://cancergenome.nih.gov/). O TCGA permite uma
melhor compreensdo da base genética de diversos tipos de cancer, através do
sequenciamento de genomas e da bioinformatica. Ele disponibiliza dados de 33 tipos
de cancer, obtidos por técnicas que elucidam o perfil de expresséo génica, da variacao
do numero de cépias, de microRNAs, de metilagdo do DNA, sequenciamento de éxons
e genotipagem de SNPs (polimorfismos de nucleotideo Unico) de, pelo menos, 1.200
genes. Assim, foi utilizado para ver possiveis associacfes entre a expressado dos genes
de interesse do estudo (os 4 mais diferencialmente expressos) com o cancer de

endomeétrio.

Populacdo e amostra

Por utilizar um método de rastreamento génico que consiste em placas de 96
pocos contendo sondas liofilizadas correspondentes a rotas de sinalizagdo especificas
(TagMan® Plate Array, da AppliedBiosystems), como forma de fazer uma identificacao
presumivel de genes envolvidos na doenca em estudo, optou-se por seguir o tamanho
amostral indicado pelo fabricante. Assim, foi assumido um tamanho amostral de 3

placas por grupo, totalizando 6 placas. Além disso, o trabalho feito por Mitkevich e
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colaboradores, que também utilizou este mesmo meétodo, também tem o tamanho
amostral de 3 (Mitkevich et al., 2013).

Analise estatistica

Para avaliacdo dos parametros clinicos das pacientes (apresentados como
média + DP) foi realizado o teste t de Student, considerando distribuicdo normal de

amostras independentes.

O normalizador foi escolhido através da analise pelo programa NormFinder e os
resultados da expressdo génica foram avaliados utilizando o software DataAssist'™. A
analise da expressdo génica foi feita através do programa SPSS 18.0 (Statistical
Package for the Social Sciences, EUA), e os dados foram considerados nao
paramétricos. Em consequéncia do niumero amostral pequeno, foi realizado o teste U
de Mann-Whitney para andlise dos resultados. No entanto, optou-se por fazer uma
analise descritiva dos dados dispostos em fold change (RQ log2). Do mesmo modo,

para os dados referentes a imunohistoquimica, foi realizada uma analise descritiva

segundo a interpretacdo de um patologista qualificado e independente ao estudo.

Locais de realizacdo do projeto

A execucdo dos procedimentos para andlise de expressao génica e proteica
foram realizadas no Laboratério de Biologia Molecular, Endécrina e Tumoral instalado
no Departamento de Fisiologia, UFRGS e no Laboratério de Ginecologia e Obstetricia
Molecular, instalado no Centro de Pesquisa no HCPA, os quais dispbéem da infra-

estrutura necessaria para a realizacdo do projeto.
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Fontes de financiamento

Este projeto foi submetido a agéncias de fomento para obtencdo de recursos

financeiros:

e Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico — CNPq;

e Coordenacao e Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — CAPES;

e Fundo de Incentivo a Pesquisa e Eventos do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre — FIPE/HCPA,

e Fundacao de Amparo a pesquisa do Estado do RS — FAPERGS.

Descarte de residuos

De acordo com a Resolucdo N° 306 de 07 de dezembro de 2004 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria e a Resolucdo do Conselho Nacional do Meio
Ambiente - CONAMA n° 358 de 29 de abril de 2005, que dispdem sobre o tratamento e
disposicao final de residuos de servicos de saude, os residuos biolégicos gerados
nesse estudo (Gteros humanos) fazem parte do grupo A3. Esses residuos foram ser
acondicionados em sacos brancos contendo o simbolo universal de risco bioldgico,
sem quaisquer outros tipos de residuos misturados. Foram entregues ao servico de
coleta competente licitado pela UFRGS. Residuos de fenol foram tratados como lixo
guimico, que foi coletado pelo servico de coleta sediado no Instituto de Quimica da
UFRGS.
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RESULTADOS

Caracterizacdo das amostras

As caracteristicas principais das amostras estudadas estdo dispostas na tabela
4. A média de idade (apresentado como média + desvio padréo), nao foi diferente entre
0s grupos cancer, 71,33 (+ 6,11) anos, e controle (endométrio ndo-neoplasico), 62 (+
8,88) anos. Da mesma forma, a idade em que ocorreu a transicdo menopausica néo foi
diferente entre os grupos, sendo 49,66 (+ 2,30) para grupo cancer e 52 (+ 3,70) para o
grupo controle (p = 0,399). O IMC das pacientes, (apresentado em kg/m?) também n&o
foi diferentes entre os grupos cancer e controle, sendo os valores 32,30 (+ 7,25) e
31,16 (£ 4,01), respectivamente. O grau de diferenciagdo foi avaliado somente para o
grupo caso, aferido por um patologista. Das 3 amostras de cancer, 2 apresentaram
diferenciacdo G3 (66,66 %) e 1 se apresentou como G1 (33,33 %). Em relacdo ao
estadiamento cirdrgico segundo o sistema FIGO, a totalidade das pacientes do grupo
cancer apresentaram carcinoma confinado ao corpo uterino (estagios | e Il), no entanto,

nao foi possivel acessar a classificacdo de estadiamento dos tumores.

Tabela 4. Caracteristica das amostras estudadas. * dados ndo avaliados para as

amostras controle. Dados representados como media + desvio padrao.

Endomeétrio nao- Cancer de

neoplasico endomeétrio b
Idade (média * desvio) 62 + 8,88 71,33+6,11 0,208
Idade da transig&o 52 +3.70 49,66 + 2,30 0,399
menopausica
Indice de Massa Corporal 31.16 + 4,01 32,30 7,25 0.824

(kg/m?)

Gl 33,33% (n=1) —
Grau de diferenciacdo® — G2 0 —
G3 66,66% (n=2) —
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Na figura 8 estdo representados cortes histologicos de duas das amostras
utilizadas no estudo, coloridas pela técnica de hematoxilina e eosina. A direita
encontra-se uma amostra pertencente ao grupo controle. Todas as pacientes exibiram
endométrio atréfico, mostrando auséncia de neoplasia e morfologia tipica do tecido
endometrial. A esquerda esta disposto um corte referente as amostras de cancer
endometrial. Todos os casos tiveram diagnéstico confirmado de adenocarcinoma
endometrioide, com extensa necrose. O exame anatomopatolégico demonstrou

auséncia de invasao vascular e/ou perineural nos cortes analisados.

Figura 8. Laminas de HE em aumento 400x de duas das amostras estudadas.

(A) amostra do grupo controle. (B) amostra do grupo cancer.

Analise dos niveis de mRNA da via de sinalizacdo do IGF1R

Com o ensaio TagMan® Array Human IGF1R Signaling foi possivel analisar 96
genes. Dentro destes, 4 eram genes enddgenos candidatos a normalizadores e 92

eram genes alvo.

Na figura 9 esta representada a distribuicdo dos genes contidos no ensaio de
acordo com a funcéo: fatores de transcricdo, processo de sintese proteica, mediadores
de resposta imune, receptores, genes envolvidos com o metabolismo da glicose, no
processo de tumorigénese (oncogenes e proto-oncogenes), genes envolvidos na
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sinalizacao intracelular, no ciclo celular, na apoptose, na proliferacéo, diferenciacdo e
crescimento celular, genes supressores tumorais e da via da PISK/Akt/MAPK, proteinas

quinases Ser/Thr e canais de Ca*".

Numero de genes de acordo com as funcodes

Proliferacéo Supressores
. ¥ZF  tumorais; 1%
diferenciacéo e T~

crescimento \

celular; 13%

Proteinas quinases
Ser/Thr; 7%

Fatores de
transcrigdo; 13%

Via
PI3K/Akt/MAPK;
12%

Apoptose; 3%

Canais de Ca2+;
6%
Resposta imune;

9% >

Sinalizacao
intracelular; 9%

Receptores; 3%

Proto-
oncogenes/Tumori
génese; 5%
Sintese proteica;
5%

Metabolismo da
glicose; 3%

Oncogenes; 4%

Ciclo celular; 7%

Figura 9. Distribuicdo dos genes de acordo com a funcgéo tida em consideracao

como genérica, sendo: 12 genes que codificam fatores de transcricdo; 12 genes
envolvidos na proliferacédo, diferenciacéo e crescimento celular; 11 genes participantes
na via da PI3K/Akt/MAPK; 8 genes que codificam proteinas importantes em rotas de
sinalizacao intracelular; 8 genes envolvidos na resposta imune; 6 genes que regulam o
ciclo celular; 6 genes que codificam proteinas quinases serina/treonina; 5 genes que
codificam canais de calcio; 5 genes considerados proto-oncogenes; 5 genes envolvidos
com a sintese proteica; 4 oncogenes; 3 genes que regulam a apoptose; 3 genes que

codificam receptores e 3 genes envolvidos no metabolismo da glicose.
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Os genes normalizadores tém como pressuposto apresentar expressao
constitutiva o mais proximo possivel em todas as amostras controle e caso utilizados
nos experimentos. Estes genes sao assim denominados por ndo serem afetados por
possiveis tratamentos, estagios de desenvolvimento, estado e progressdo de
determinada doenca, nem pelas condi¢cdes experimentais, de modo que a analise dos
resultados obtidos na RT-gPCR esta relacionada diretamente ao gene normalizador.
Este passo é extremamente importante para uma andlise acurada para determinar 0os
niveis da expressdo génica. No entanto ja foi demonstrado que torna-se impossivel
utilizar um Unico gene de referéncia, porque todos os genes sofrem algum grau de

modificacdo sob algumas condicdes.

No ensaio sdo definidos os 4 primeiros pocos como genes enddgenos, sendo
eles 0 18S, o GAPDH, o HPRT1 e o GUSB. Para andlise do melhor candidato a
normalizador, foi realizado um teste através do software NormFinder, que contém um
algoritmo que faz uso dos valores de expresséo e de ciclo limiar médio para calcular a
estabilidade de cada um dos genes em um conjunto de amostras, levando em conta a
variagao intragrupo e intergrupo. A estabilidade representa a disperséo dos dados, ou
seja, indica a variabilidade na expressao destes genes. Quanto menor este valor, maior
€ considerada a estabilidade. Dos 4 genes candidatos a normalizadores, foram
desconsiderados 0 18S e o HPRT1 das analises por nao terem apresentado expressao
em algumas amostras estudadas. Assim, conforme os resultados obtidos, o gene com
maior estabilidade no nosso estudo foi o GAPDH (0,049) (Tabela 5). O gene GUSB
apresentou o valor de estabilidade de 0,069. Optamos por usar o GAPDH para

normalizar os genes alvo.

Tabela 5. Valores de estabilidade de genes candidatos a normalizadores obtidos pelo

software NormFinder.

Valor de
Gene ID Nome do gene estabilidade
GAPDH 2597 Glyceraldehyde-3-Phosphate 0.049
Dehydrogenase
GUSB 2990 Glucuronidase Beta 0,069
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Para analisar a expressdo dos genes de interesse, utilizamos o software
DataAssist™. Este programa utiliza o método 22T para mensurar de forma acurada a
expressao génica quantitativa relativa de um grande numero de genes e/ou amostras,
obtendo o Fold Change (RQ).

Devido a dificuldades técnicas, uma das placas contendo a amostra de uma
paciente controle foi inviabilizada e, portanto, 0 nUmero amostral para o grupo controle
foi de 2. Dos 92 genes de interesse analisados, 26 apresentaram expressao somente
no grupo cancer. CACNA1H, CRK, EIF2B5, ELK1, FRAP1 (MTOR), GYS1, HRAS,
IGF2, IKBKB, IKBKE, ITPR3, KRAS, NFAT5, NFATC1, NFKB1, NFKBIB, NFKBIE,
PIK3CA, PIK3CB, PLCB1, PLCB2, PLCG2, PRKCZ, RELB, SHC1 e YWHAZ,

representados na tabela 6.

Tabela 6. Genes com expressao somente no grupo cancer. Dados obtidos no software
DataAssist' ™.

Gene ID Nome do gene

CACNA1H 8912 Calcium Voltage-Gated Channel Subunit Alphal H

CRK 1398 CRK Proto-Oncogene

EIF2B5 1967 Eukaryotic Translation Initiation Factor 2B Subunit Epsilon
ELK1 2002 ELK1, ETS Transcription Factor

(FI\I/T_? (;i) 2475 Mechanistic Target Of Rapamycin Kinase

GYS1 2997 HRas Proto-Oncogene, GTPase

HRAS 3265 Glycogen Synthase 1

IGF2 3481 Insulin Like Growth Factor 2

IKBKB 3551 Inhibitor Of Nuclear Factor Kappa B Kinase Subunit Beta
IKBKE 9641 :Engslf)lgir Of Nuclear Factor Kappa B Kinase Subunit
ITPR3 3710 Inositol 1,4,5-Trisphosphate Receptor Type 3

KRAS 3845 KRAS Proto-Oncogene, GTPase

NFATS5 10725  Nuclear Factor Of Activated T-Cells 5
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Gene
NFATC1

NFKB1
NFKBIB
NFKBIE

PIK3CA

PIK3CB

PLCB1
PLCB2
PLCG2
PRKCZ
RELB
SHC1

YWHAZ

ID
4772

4790
4793
4794

5290

5291

23236
5330
5336
5590
5971
6464

7534

Nome do gene
Nuclear Factor Of Activated T-Cells 1

Nuclear Factor Kappa B Subunit 1
NFKB Inhibitor Beta
NFKB Inhibitor Epsilon

Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase Catalytic
Subunit Alpha

Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-Kinase Catalytic
Subunit Beta

Phospholipase C Beta 2
Phospholipase C Beta 1
Phospholipase C Gamma 2

Protein Kinase C Zeta

RELB Proto-Oncogene, NF-KB Subunit
SHC Adaptor Protein 1

Tyrosine 3-Monooxygenase/Tryptophan 5-Monooxygenase

Activation Protein Zeta

Outros 46 genes se mostraram expressos tanto no grupo cancer gquanto no

grupo controle, tornando possivel a realizacdo de uma analise comparativa da

expressdo génica, utilizando os valores de 2T, Todos os genes tiveram expressdo

maior no grupo cancer, quando comparado ao grupo controle, evidenciado pelos

valores positivos de RQ log2. Esses valores estdo dispostos na tabela 7, em ordem

decrescente de expressao.
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Tabela 7. Genes diferencialmente expressos no cancer endometrial em relacdo ao

controle. Dados obtidos no software DataAssist™™.

RQ
Gene ID Nome do gene l0g2 p valor
FOXO3 2309 Forkhead Box O3 81,60 0,248
PRKCI 5894  Protein Kinase C lota 71,29 0,083
RPS6KB1 6198 Ribosomal Protein S6 Kinase B1 34,50 0,564
CALM2 805 Calmodulin 2 31,19 0,248
IGF1 3479 Insulin Like Growth Factor 1 18,10 0,564
PPP3R1 2889 errc)):]e;n Phosphatase 3 Regulatory Subunit B, 14.97 0.248
YWHAE 7531 Tyrosine 3-Monooxygen_ase/Tryp_tophan 5- 13.67 0.248
Monooxygenase Activation Protein Epsilon
NFATC3 4775 Nuclear Factor Of Activated T-Cells 3 13,39 0,248
MEF2C 4208 Myocyte Enhancer Factor 2C 11,14 0,248
MAPK3 5595 Mitogen-Activated Protein Kinase 3 9,10 0,083
NFATC2 4773  Nuclear Factor Of Activated T-Cells 2 8,96 0,564
PLCG1 5335 Phospholipase C Gamma 1 8,35 0,248
CACNALC 775 Calcium Voltage-Gated Channel Subunit 774 0.564
Alphal C
Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate 3-
PIK3CD 5293 Kinase Catalytic Subunit Delta 7,39 0,248
PDPK1 5170 i-Phosphomosmde Dependent Protein Kinase 717 0.248
NFKB2 4791 Nuclear Factor Kappa B Subunit 2 6,35 0,564
IKBKG 8517 Inhlbltqr Of Nuclear Factor Kappa B Kinase 6.30 0.564
Subunit Gamma
Gene ID Nome do gene RQ p valor
log2
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GSK3B
BRAF
BAD
S0S1
MAP2K?2
MAP2K 1
PPP3CA
PIK3R2
NRAS
RPS6
IRS1
CALM1
RAF1
CREB1
ARAF
YWHAQ
ATF4
YWHAH
CALM3
RAPGEF1

Gene

2932

673

572

6654

5605

5604

5970

5296

4893

6194

3667

801

5584

1385

369

10971

468

7533

808

5534

Glycogen Synthase Kinase 3 Beta

B-Raf Proto-Oncogene, Serine/Threonine
Kinase

BCL2 Associated Agonist Of Cell Death

SOS Ras/Rac Guanine Nucleotide Exchange

Factor 1

Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 2

Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase 1

Protein Phosphatase 3 Catalytic Subunit
Alpha

Phosphoinositide-3-Kinase Regulatory
Subunit 2

NRAS Proto-Oncogene, GTPase
Ribosomal Protein S6
Insulin Receptor Substrate 1

Calmodulin 1

Raf-1 Proto-Oncogene, Serine/Threonine
Kinase

CAMP Responsive Element Binding Protein 1

A-Raf Proto-Oncogene, Serine/Threonine
Kinase

Tyrosine 3-Monooxygenase/Tryptophan 5-
Monooxygenase Activation Protein Theta

Activating Transcription Factor 4

Tyrosine 3-Monooxygenase/Tryptophan 5-
Monooxygenase Activation Protein Eta

Calmodulin 3
Rap Guanine Nucleotide Exchange Factor 1

Nome do gene

6,21
6,09
6,07
5,02
4,34
4,14
3,64
3,41
2,98
2,85
2,40
2,31
2,10
1,92
1,73
1,17
1,13
1,11
1,07

1,06

RQ
log2

0,248
0,121
0,564
0,564
1,000
0,248
0,121
0,564
0,248
0,564
0,121
0,564
0,121
0,083
0,439
0,564
1,000
1,000
0,564
0,439

p valor
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AKT2 208 AKT Serine/Threonine Kinase 2 0,87 1,000
Tyrosine 3-Monooxygenase/Tryptophan 5-

YWHAB 7529 Monooxygenase Activation Protein Beta 0,79 0,564
NFKBIA 4792  NFKB Inhibitor Alpha 0,73 1,000
MEF2D 4209 Myocyte Enhancer Factor 2D 0,56 1,000
EIF4E 1977 Eukaryotic Translation Initiation Factor 4E 0,42 1,000
AKT1 207 AKT Serine/Threonine Kinase 1 0,39 0,248
IGF1R 3480 Insulin Like Growth Factor 1 Receptor 0,36 1,000
RELA 5530 RELA Proto-Oncogene, NF-KB Subunit 0,28 1,000
PIK3R1 5205 Phosphoinositide-3-Kinase Regulatory 0,07 0.439

Subunit 1

Nos genes com expressdo aumentada no grupo cancer, encontra-se o IGF1R e
o IGF1, com valor de fold change 0,36 e 18,10 respectivamente. A expressao destes
dois genes, assim como dos restantes encontrados na tabela 7, ndo foi
estatisticamente significativa. Na figura 10 se encontra a representacdo grafica dos
resultados de expressao génica, dispostos em RQ log2, do gene menos expresso ao

gene mais expresso no cancer de endométrio em relacdo ao grupo controle.

Os genes que nao apresentaram expressdo em nenhum dos grupos estéo
representados na tabela 8. Entre todos os genes analisados, somente o SLC2A4 néo
teve expressdo em nenhuma amostra dos grupos analisados. Este gene € membro da
familia do SLC2A, que codifica o transportador de glicose GLUT4, importante no
mecanismo da glicélise. Este gene ndo é muito estudado no ambito do endométrio e,
dos artigos consultados, todos indicam expressdo reduzida no endométrio. Em

consequéncia disso, € possivel que a amplificacdo génica tenha sido ineficaz.
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Tabela 8. Genes que ndo apresentaram expressao em nenhum dos grupos

Gene ID Nome do gene

SLC2A4 6517 Solute Carrier Family 2 Member 4

Ainda, no ensaio foram encontrados genes em que ndo foi possivel a andlise
devido a falta de expressdo homogénea, isto €, genes que ndo amplificaram em todas
as amostras do estudo. Eles estdo apresentados na tabela 9. Foram eles: AKTS3,
CACNAL1F, CACNA1G, CACNA1S, CAMK2A, CAMK2B, CAMK2G, CAMK4, CASP9,
CHUK, EIF2B1, GRB2, ITPR1, MAPK1, MEF2A, NFATC4, PLCE1, PTEN e REL.
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Figura 10. Resultado da expressao génica apresentados em RQIlog2. A expressdo do mRNA dos genes de

interesse foi normalizada pelo gene GAPDH. Valores positivos representam expressdo aumentada no grupo cancer em

relacdo ao grupo controle.
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Tabela 9. Genes em que néao foi possivel realizar a analise estatistica.

Gene ID Nome do gene

AKT3 10000 Calcium/Calmodulin Dependent Protein Kinase
Il Alpha

CACNA1F 778 AKT Serine/Threonine Kinase 3

CACNALG 8913 Calcium Voltage-Gated Channel Subunit
Alphal F

CACNA1LS 279 Calcium Voltage-Gated Channel Subunit
Alphal G

CAMK2A 815 Calcium Voltage-Gated Channel Subunit
Alphal S

CAMK2B 816 Calcium/Calmodulin Dependent Protein Kinase
Il Beta

CAMK2G 818 Calcium/Calmodulin Dependent Protein Kinase
I Gamma

CAMKA4 814 IC\:/almum/CaImodulln Dependent Protein Kinase

CASP9 842 Caspase 9

CHUK 1147 Conserved Helix-Loop-Helix Ubiquitous Kinase

EIE2B1 1967 Eukaryotlc Translation Initiation Factor 2B
Subunit Alpha

GRB2 2885 Growth Factor Receptor Bound Protein 2

ITPR1 3708 Inositol 1,4,5-Trisphosphate Receptor Type 1

MAPK1 5594 Mitogen-Activated Protein Kinase 1

MEF2A 4205 Myocyte Enhancer Factor 22

NFATCA4 4776 Nuclear Factor Of Activated T-Cells 4

PLCE1l 51196 Phospholipase C Epsilon 1

PTEN 5728 Phosphatase And Tensin Homolog

REL 5966 REL Proto-Oncogene, NF-KB Subunit

Anélise proteica da via de sinalizacédo do IGF1R

Foi realizada a técnica de imunohistoquimica para as proteinas IGF1, p-IGF1Rf

e IR para andlise da expressao proteica das mesmas amostras utilizadas para
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expressdo génica. Foi analisada a intensidade (+1, +2 ou +3) da marcacéao,
porcentagem de células marcadas e localizacdo (nuclear ou citoplasmatica) de cada

anticorpo. A descricdo dos resultados esta disposta na tabela 10.

Tabela 10. Relacdo da intensidade da marcacdo nos grupos controle e cancer, e
porcentagem de células epiteliais positivas para cada anticorpo.

Anticorpos Grupo controle Grupo cancer

IGF1 +1 (60%) +1 (100%)
p-IGFIRB  +3 (60%) +2 (90%)
IR +2 (70%) +1 (95%)

Para todos os anticorpos, a marcacdo foi predominantemente citoplasmatica,
conforme ja descrito por alguns estudos, por se tratar de receptores de membrana, com
dominios intracelulares. Por esta razdo, s6 foi analisada a porcentagem de células
glandulares (epiteliais) com o citoplasma imunorreativo. O IGF1 teve intensidade +1
tanto no grupo controle quanto nos casos, em relagéo ao controle positivo utilizado. No
entanto, 60% das células epiteliais do tecido normal foram positivas, enquanto 100%
das células epiteliais do carcinoma endometrial apresentaram positividade para o IGF1.
O IGF1RpB (subunidade onde se localiza o dominio tirosina quinase) analisado foi o
fosforilado, e demonstrou intensidade +3 no grupo controle, com 60% das células
epiteliais positivas e +2 no grupo cancer, com mais de 90% de células marcadas. Por
fim, analisamos também o receptor de insulina nos dois grupos, sendo que nos
controles apresentou intensidade +2, com aproximadamente 70% de células marcadas
e nos casos teve predominancia de intensidade +1, com 95% de positividade. As
imagens obtidas estao na figura 11.
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Figura 11: Imagens de imunohistoquimica 400x. Coluna da direita (A, C, E)

trata-se dos controles e coluna da esquerda (B, D, F) € a representagdo dos casos. (A

e B) marcacao para IGF1; (C e D) marcacao para p-IGF1RB; (E e F) marcacao para IR.
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Andlise da rede de sinalizacao pelo String

Com o objetivo de compreender melhor a interacdo dos produtos dos com
expressado somente no grupo cancer e aqueles com expressdo aumentada, utilizamos
a plataforma online String. Esta base de dados permite criar uma rede de acordo com
dados disponiveis de revisbes, experimentos, bases de dados, fusdo de genes,
vizinhancga, co-expressao e co-ocorréncia no PubMed. Na analise feita, optamos por
confianca de 0,90 e selecionamos as acdes moleculares entre as proteinas - ativacao,
ligacdo, inibicdo, catélise, fendtipo, reacdo, modificagbes pds-traducionais ou regulacao

transcricional, com efeito positivo, negativo ou nao especificado.

Ao todo, foram inseridas 71 proteinas na andlise e obtivemos as interacfes
dispostas na figura 12. O IGF1R (centro da analise) mostrou um maior volume de
interacdes com o IGF1, IRS1 e PIK3R1 e, em segunda circunstancia, com a MAPK3,
SHC1, PIK3CA, SOS1 e CRK.

Em analise, na figura 13, estdo dispostas interacbes nesta mesma rede, mas
com enfoque em 4 processos biolégicos disponibilizados pela propria plataforma - via
de sinalizacdo do receptor da insulina, resposta a insulina, ligacdo ao receptor do IGF1
e ligacdo ao receptor da insulina. Das 71 proteinas, apenas 31 tiveram suas interacdes
destacadas como as mais proximas destes processos. Algumas proteinas

demonstraram estar envolvidas em todos os processos - IGF2, IRS1, SHC e PIK3R1.

Anadlise da funcionalidade dos produtos génicos

Foram analisados 0s 4 genes mais expressos no grupo cancer, em relacdo ao
grupo controle - FOXO3, PRKCI, RPS6KB1 e CALM2. Utilizamos as bases de dados
Gene NCBI e Ensembl para inferir as fungbes principais destes 4 genes e obter

informacdes gerais sobre suas sequéncias.
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Figura 12. Rede de interacdes proteina-proteina construida na plataforma String (https://string-db.org/) com o nivel

de confianca 0,90 e no maximo 5 interagoes.
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Figura 13. Rede de interacBes proteina-proteina construida na plataforma String (https:/string-db.org/) com
destaque das proteinas envolvidas na via de sinalizacdo do receptor da insulina e receptor do IGF1.
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No TCGA, um dos canceres que foi escolhido para analise foi o de endométrio.
O estudo envolvendo o cancer de endométrio no TCGA esta disposto com a
identificacdo (ID) TCGA-UCEC e o nome Uterine Corpus Endometrial Carcinoma. No
projeto, foram descritos 4 subtipos de céncer de endométrio bem definidos e que
apresentam prognosticos diferentes - POLE Ultramutado, Hipermutado com
Instabilidade dos Microssatélites, Numero de Cépias Baixo e Numero de Copias Alto
(pior progndstico). Além disso, eles caracterizaram as diferencas entre o carcinoma
endometrioide (nimero de copias mais baixo, pouca mutacdo em TP53 e mutacdes
frequentes no PTEN e no KRAS) e carcinoma seroso (mutacdes frequentes no TP53,
namero de coOpias extensivo e algum grau de metilacdo do DNA); e provaram que
alguns tumores endometrioides desenvolveram padrbes parecidos com 0s tumores

Serosos.
FOXO3

O FOXO0g3, forkhead box O3 (também chamado de FOXO2, Aféql, FKHRL,
FOXO3A e FKHRL1P2) é um gene codificador de proteinas e se encontra localizado no
cromossomo 6, braco g21. Durante o splicing alternativo séo produzidas trés variantes
(FOX03-202, 201 e 203), com numero total de pares de bases diferentes entre si. Ele é
bastante conservado nas espécies com genoma mais préximo ao ser humano
(chimpanzés, macacos Rhesus, cées, ratos, zebrafish e outros), tem 103 ortdlogos, 8
paralogos e 34 fendtipos. O endométrio € o 6° tecido (dos que foram analisados) com
maior expressdo do FOXO3. Alguns dos principais processos bioldgicos que esta
envolvido séo a regulacdo negativa da transcricdo pela RNA polimerase, regulacdo da
apoptose e homeostase da glicose. Também esta4 envolvido com o envelhecimento,
maturacdo oocitaria, resposta ao estresse oxidativo e manutencao de células-tronco

neuronais, entre outros.

Os dados do TCGA apontam cerca de 176 casos com 194 mutagcbes no gene
FOXO03, em 22 tipos de cancer. A maioria dos casos afetados por mutacdes neste
gene foi no cancer de endométrio (49 casos e 72 mutacdes). Dados do cBioPortal
indicam que, de 547 casos de cancer de endométrio analisados, 3 apresentaram

amplificacdo do numero de cOpias do gene, 2 apresentaram mutagdo missense, 4
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demonstraram downregulation dos niveis de mRNA, 13 demonstraram um aumento da
expressdo da proteinas, enquanto que 8 tiveram diminuicdo dos niveis proteicos de
FOXO3.

PRKCI

PRKCI (PRKC-lambda/iota, aPKC-lambda/iota, nPKC-iota ou DXS1179E), sigla
para Protein Kinase C lota, se encontra localizado no cromossomo 3, braco g26.2 e
tem 4950 pares de bases. E um membro da familia de quinases Ser/Thr da proteina
guinase C (PKC), é calcio e fosfolipideo-dependente e necessario no processo em que
ocorre resisténcia a apoptose induzida por drogas, mediada pelo BCL-ABL, na
leucemia. Dos 7 variantes de splicing - PRKCI-201, 202, 205, 207, 203, 206 e 204,
somente um (201) é codificador de proteinas, sendo que os restantes sao introns
retidos (processo de retencdo de transcritos no nucleo celular). Tem cerca de 96
ortdlogos e 11 paralogos, sendo bastante conservado em algumas espécies animais.
No tecido humano normal se encontra mais expresso no estdmago, tireoide, prostata e
pulmdes, onde cumpre funcées de ligacdo ao ATP, ligacdo a ions e fosfolipideos, e tem
atividade de proteina quinase C e proteina quinase Ser/Thr. Os principais processos
biolégicos em que esta envolvido sdo a organizacdo de filamentos de actina e do
citoesqueleto, migracao celular, organizacdo de jun¢bes célula-célula, transducdo de
sinais intracelulares, regulacdo negativa da apoptose, resposta celular a insulina,
regulacdo positiva da entrada de glicose na célula, e estabelecimento de polaridade

apical/basal na célula.

Dados do TCGA apontam aproximadamente 164 casos com 176 mutacdes no
gene PRKCI, em 20 tipos de cancer. A maioria dos casos afetados por muta¢des neste
gene foi no cancer de endométrio (40 casos e 51 mutacdes). Dados do cBioPortal
indicam que, de 547 casos de cancer de endométrio analisados, 37 apresentaram
amplificacdo do numero de coOpias do gene, 5 apresentaram mutagdo missense, 1
demonstrou downregulation dos niveis de mRNA, enquanto 4 demonstraram

upregulation dos niveis de mRNA do PRKCI.
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RPS6KB1

O gene RPS6KB1 (Ribossomal Protein S6 Kinase B1) codifica uma proteina
guinase Ser/Thr que responde a sinalizacdo do mTOR a fim de promover a sintese
proteica, crescimento e proliferacdo celular. Pode ser referido como S6K, PS6K,
STK14A, p70-a, S6K-B-1 ou p70(S6K)-a, e esta localizado no cromossomo 17, braco
g23.1. Ele tem 2 pseudogenes relacionados, 12 transcritos (201 a 212), é conservado
em algumas espécies animais e vegetais, existem 207 organismos com ortélogos ao
gene humano e 14 paralogos. Dos 12 transcritos, 5 sdo codificadores de proteinas, 2
resultam em degradacdo mediada por mutacdes sem sentido e 5 que nao sao
traduzidos (sendo introns retidos e transcritos processados). De modo geral, tem
funcdes de ligacdo a moléculas de ATP (atividade de proteina quinase) e ligacédo a
proteinas idénticas. Estd envolvido em processos como a transicdo G1/S no ciclo
celular (mitose), sinalizacdo TOR, regulacdo negativa da apoptose, resposta a fatores
de crescimento e ao estimulo da insulina, migracdo e proliferacdo celular,
desenvolvimento de células-tronco, armazenamento e recuperacdo de memobrias a

longo-prazo e resposta comportamental ao medo.

Os dados do TCGA apontam 144 casos com 159 mutacées no gene RPS6KB1,
em 22 estudos. A maioria dos casos afetados por muta¢gdes neste gene foi no cancer
de endométrio (55 casos e 74 mutacbes). Dados do cBioPortal indicam que, de 547
casos de cancer de endométrio analisados, 15 apresentaram amplificacdo do numero
de cépias do gene, 2 apresentaram mutacdo missense e 2 apresentaram mutacao
truncada, 2 demonstraram downregulation dos niveis de mRNA, enquanto que 1
demonstrou upregulation dos niveis de mMRNA do PRKCI, 3 tiveram aumento dos niveis

de proteina e 16 tiveram diminuicdo da expressao de proteina.
CALM2

A CALM2 (calmodulin 2) - também caM, PHKD, CAMII, LQT15 ou PHKD2, € um
gene da familia das calmodulinas (existem 3 dispersos no genoma, com a mesma
funcdo porem com diferenca nos seus nucleotideos) e codifica uma proteina de ligacao

ao calcio. Tem papel importante nas rotas de sinalizacéo, progresséo do ciclo celular e
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proliferacdo. Localiza-se no cromossomo 2, braco p2l, gera 9 transcritos - 4
codificadores de proteinas, 1 que sofre degradacéo devido a mutacdes sem sentido e 4
gue néo sao traduzidos. Foram encontrados pseudogenes nos cromossomos 10, 13 e
17, tem ortélogos em 195 organismos distintos e 12 paralogos. Os tecidos em que €
mais expresso incluem o cérebro, a glandula adrenal, os testiculos e o colon. As suas
principais funcdes: ligacdo a adenilato ciclase, inibicdo de canais de calcio, ligacédo a
ions célcio, ativacao de fosfatases, entre outros; e estd envolvido na via de sinalizagcéo
de receptores acoplados a proteina G, deteccdo de ions calcio, regulacdo (positiva e
negativa) da fosforilacdo pela quinase peptidil-treonina, regulacdo positiva do processo
metabdlico de nucleotideos ciclicos, regulacdo positiva da autofosforilacdo e

desfosforilacdo de proteinas, regulacdo da contragéo cardiaca e do ritmo cardiaco.

Dados do TCGA apontam 59 casos com 47 mutacdes no gene CALM2, em 15
estudos. A maioria dos casos afetados por mutacdes neste gene foi no cancer de
endométrio (25 casos e 22 mutacdes). Dados do cBioPortal indicam que, de 547 casos
de céancer de endométrio analisados, 13 apresentaram amplificacdo do numero de
copias do gene, 3 apresentaram mutacao por delecdo, 3 tiveram mutacdo missense e 2

demonstraram downregulation dos niveis de mRNA.
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DISCUSSAO

Este estudo consiste de uma andlise ampla da via de sinalizacdo do IGF1, mais
especificamente de 92 genes downstream na via deste fator de crescimento, no cancer
de endométrio. O cancer de endométrio € uma doenca com incidéncia crescente e,
tanto a sinalizagdo do IGF1 quanto da insulina, tém sido relacionadas a este aumento
de casos. O aumento destas proteinas € comum a duas condi¢cdes - diabetes e
obesidade, consideradas epidémicas e emergentes em paises desenvolvidos, onde a

incidéncia do carcinoma endometrial € maior (Hernandez et al., 2015).

Entre os marcadores moleculares sendo estudados no cancer de endométrio, se
encontram os receptores de estrogénio e progesterona. Tumores positivos para o ER e
PR representam, significativamente, uma melhor sobrevida (Binder e Mutch, 2014).
N&o s6 a sinalizacdo do estrogénio, mas também outras vias metabdlicas e hormonais
desreguladas podem influenciar o endométrio. Uma das vias de sinalizacdo muito
desregulada no céncer de endométrio é a via do PI3K/Akt/mTOR. Esta via é
responsavel pela sinalizacao intracelular dos receptores com dominios tirosina quinase,
incluindo o receptor do IGF1 e o receptor da insulina. Ela é influenciada negativamente
pelo PTEN, que esta geralmente inativo ou mutado no cancer de endométrio (Cheung
et al., 2011). Existe uma interferéncia entre a sinalizacdo do estrogénio e a sinalizacao
de rotas relacionadas a insulina e ao IGF1. O efeito mitogénico destas duas vias
converge downstream na sinalizacdo do Akt (Merritt et al., 2016). Esta relacdo pode ter
um papel importante na fisiopatologia do cancer de endométrio (Joehlin-Price et al.,
2016). Alguns alvos da regulacdo da transcricdo génica feita pelo estrogénio, no
endométrio, sdo o IGF1, o PR e diversos outros fatores de transcricdo. O aumento
destes alvos leva ao inicio do ciclo celular, por intermédio de moléculas como as
ciclinas (Shiozawa et al., 2004). No ciclo normal do endométrio, os IGFs e as IGFBPs
regulam o ciclo e a proliferagcdo celular, mantendo estes parametros em um ponto
fisiologico. Assim, o aumento do IGF1, dado pelo conjunto dos fatores de risco ja
mencionados (obesidade, diabetes e desregulagdo do sinal estrogénico),
possivelmente promove a sobrevivéncia celular no cancer de endométrio (Mccampbell
et al., 2006).

88



Alguns dos fatores de risco para o aparecimento de tumores endometriais com
evidéncias mais acentuadas sdo a obesidade, idade avancada, terapia estrogénica
(com maior impacto na menopausa), diabetes, nuliparidade, histéria de infertilidade,
entre outros (Berceanu et al., 2016). A doenca € atribuida a pdés-menopausa, sendo
menos comum em mulheres mais novas. Somente de 2 a 14% dos casos de céancer de
endométrio ocorrem em mulheres com 40 anos ou menos. Quando iSso acontece,
geralmente é identificada uma fonte de excesso de estrogénio (semelhante ao que
acontece em mulheres com sindrome de ovarios policisticos - SOP) e, em menor
proporcao, alguma patogénese relacionada a danos no reparo do DNA e Sindrome de
Lynch (Colafranceschi et al., 1989; Duska et al., 2001; Garg e Soslow, 2014). Desta
forma, um dos critérios para a inclusdo de pacientes na populacdo deste estudo foi o
estado hormonal delas. Foram incluidas mulheres na p6s-menopausa nos dois grupos,
negligenciando o fato do endométrio ser atréfico neste estado. Cerca de 50% dos
endométrios atréficos na pds-menopausa apresentam algum grau de atividade
proliferativa e angiogénica, de forma difusa ou local (Sivridis e Giatromanolaki, 2011;
Campagnoli et al., 2013).

A DMT2 é uma das patologias metabdlicas em que 0s pacientes apresentam
resisténcia a insulina, e é usado como parametro para predicdo de doencas
cardiovasculares e cancer (Marin-Juez et al., 2014). Nas ultimas décadas, evidéncias
epidemioldgicas demonstraram que a diabetes e o cancer sdo condi¢cbes comuns e, em
muitos casos, sdo diagnosticados no mesmo individuo (Szablewski, 2014). Baseado
nestas evidéncias e na observacdo de que algumas drogas usadas para tratar a
hiperglicemia podem diminuir o risco de desenvolvimento do cancer, a DMT2 é
considerada como um fator de risco para algumas neoplasias. Em um estudo de
revisao feito por Barone e colaboradores, em 2008, foi constatado que, entre 20 tipos
de cancer, a diabetes tem maior associagdo com o cancer de endométrio, de mama e
cancer colorretal (Barone et al., 2008). Assim, optamos por incluir no estudo pacientes

com diagnéstico de cancer de endométrio e com DMT2 como comorbidade.

Alguns padrdes reprodutivos sdo considerados fatores de risco no cancer de

endométrio e estes incluem menarca precoce, menopausa tardia, infertilidade e
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nuliparidade (Zucchetto et al., 2009). Por outro lado, o uso de contraceptivos orais,
paridade alta e Ultima gestacao tardia sdo considerados fatores protetores (Kalandidi et
al., 1996). Quanto mais cedo for a menarca, mais cedo iniciam-se os ciclos ovulatorios
e a exposicdo do endométrio ao estrogénio que, juntamente com a menopausa tardia,
faz aumentar a quantidade de ciclos ao longo da vida reprodutiva da mulher (Ali, 2014).
No nosso estudo, provavelmente devido ao baixo numero amostral, ndo foi possivel
observar a diferenca dos parametros idade e idade da transicdo menopausica entre 0s

grupos cancer e controle.

Outro fator j& estabelecido como sendo de risco para o cancer de endométrio € o
IMC. Esta relacédo é maior no carcinoma endometrial do que em outros tipos de cancer,
com risco relativo de 1,59 a cada 5 kg/m? aumentados no IMC normal (Crosbie et al.,
2010). Em mulheres na poOs-menopausa isto ocorre, principalmente, devido a
aromatizacdo de androgénios a estrogénio no tecido adiposo, que proporciona o
aumento do estimulo promovido por este horménio. Ja em mulheres pré-
menopausicas, supde-se que a obesidade leva ao hipogonadismo ovariano, juntamente
com deficiéncia de progesterona, levando a tumorigénese (Calle e Kaaks, 2004).
Também néo foi possivel constatar a influéncia do IMC no nosso trabalho, pois ndo

houve diferenca deste parametro entre os grupos de estudo.

Um estudo feito por Sadek, Cagampang e colaboradores em 2012, abordou a
importancia dos estudos de expressao génica comparativa entre o endométrio normal e
o tecido endometrial patolégico. O endométrio sofre mudancas, ora ciclicas, na sua
espessura e funcdo, de acordo com o ambiente hormonal e sinalizacdo de fatores de
crescimento, fatores de sobrevivéncia e de morte celular programada. Estas mudancas
s6 sao possiveis devido a mudancas no perfil de expressdo génica das células que
compde este tecido, tanto em condicdes fisioldgicas (ciclo menstrual, gravidez e entre
outros) quanto em condigcbes patologicas, exemplo da SOP, endometriose,

menorragias, abortos recorrentes, hiperplasia e cancer (Sadek et al., 2012).

Ayakannu e colaboradores (2015) avaliaram a estabilidade de alguns genes
endoégenos de referéncia em tumores endometriais em uma coorte constituida por

mulheres em idade pds-reprodutiva. Este grupo analisou cerca de 32 genes potenciais

90



a melhores normalizadores, incluindo o 18S, o GAPDH, o GUSB e o HPRT1, em
endométrio nao-neoplasico (atrofico, secretor e proliferativo) e nos canceres
endometriais do tipo 1 e tipo 2, utilizando os algoritmos geNorm"™"S, NormFinder e
BestKeeper. Dos resultados, o 18S foi o gene considerado menos estavel por ser um
gene ribossomal e haver uma despropor¢cao entre o rRNA (80%) e o mRNA (1-4%) e
por verificar-se uma grande disfuncdo na maquinaria do rRNA no cancer de
endométrio. Ainda, mostraram que, segundo o geNorm, os 6 melhores genes seriam:
IPO8 (importina 8), PUML1 (pumilio RNA binding family member 1), UBC (ubiquitina C),
PGK1 (phosphoglycerate kinase 1), MRPL19 (mitochondrial ribosomal protein) e PPIA
(peptidylprolyl isomerase A); e segundo o NormFinder e o BestKeeper, o melhor gene
normalizador seria 0 MRPL19, seguido do PPIA (Ayakannu et al., 2015). Nenhuns dos
genes candidatos a normalizadores contidos no ensaio TagMan® Array Human IGF1R
Signaling, utilizado neste trabalho, foram considerados como sendo 0s mais estaveis
no cancer de endométrio pelo estudo. Assim, foi escolhido o GAPDH como
normalizador por apresentar maior estabilidade entre os genes candidatos a

normalizador.

A sinalizagdo do IGF1 é, sabidamente, um dos reguladores da morte celular
programada, chamada de apoptose. Este processo requer regulacdo rigorosa através
de fatores de crescimento, e o IGF1 se encontra envolvido na sua prevencao durante o
crescimento tecidual normal, doencas ou estresse tecidual. Os efeitos biol6gicos do
IGF1 e IGF2 sdo modulados pela sinalizacdo do IGF1R, que inicia uma cascata de
fosforilacdo através da sua atividade de tirosina quinase. Assim, os produtos destes
genes estdo implicados na homeostase tecidual, regulacdo da proliferacao celular,
diferenciacdo e migracdo durante o desenvolvimento e nos adultos (Applied
Biosystems, 2014). A sinalizacdo do IGF1R inicia quando os ligantes IGF1 e IGF2,
importantes fatores de crescimento, interagem com este receptor na membrana
plasmatica. Esta interagdo leva a ativagcdo do IRS1/2 e Shc, que posteriormente
estimulam o crescimento e a proliferacdo celular, e inibem a apoptose, através das vias
do PI3K/Akt e Ras/MAPK (Dai et al., 2016). No endométrio normal, o IGF1R é mais
expresso no citoplasma das células epiteliais e, em menos quantidade, nas células

estromais (Zhou et al., 1994). Em 2004, um estudo feito por Hirano e colaboradores,
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demonstrou que o IGF1IR (mMRNA e proteina) € altamente expresso no carcinoma
endometrial e tem valor prognéstico (Hirano et al., 2004). Outro estudo feito por
McCampbell e colaboradores, em 2006, comparou a expressdo do IGF1R em
endométrio normal, hiperplasico e neoplasico através da técnica de imunohistoquimica
e observou que havia um aumento significativo dos niveis da proteina no carcinoma
endometrial, em relacéo aos outros dois tecidos (Mccampbell et al., 2006). Também, ja
foi demonstrado por Gielen e colaboradores (2005) que, em células de uma linhagem
de carcinoma endometrial (ECC-1), a proliferacdo induzida pelo estrogénio ocorre
através da sinalizacdo do IGF1 (Gielen et al., 2005). Até onde foi possivel constatar, o
nosso trabalho foi o primeiro a limitar a populacdo de estudo em mulheres com cancer
de endométrio, na pos-menopausa e com diabetes. Os nossos resultados de
expressao génica demonstraram que os niveis de mMRNA do IGF1R estdo aumentados
no grupo cancer, em relacdo ao controle, mas ndo de forma exacerbada. Ja os
resultados de expressdo proteica demonstraram um aumento acentuado dos niveis
deste receptor, tanto nas células epiteliais quanto nas estromais, mas de forma difusa.
A quantidade de transcritos pode ter sido regulada em consequéncia do aumento dos

niveis de proteina IGF1R.

Shaffie e colaboradores, em 2016, demonstraram que ha um aumento nos niveis
de mRNA e de proteinas IGF1, PTEN e IGFBP1 no endométrio de mulheres (18 a 45
anos) com SOP e carcinoma endometrial, em relacdo ao endométrio normal (Shafiee et
al., 2016). Outro estudo analisou a expressao génica do IGF2 e IGF1R em endométrio
normal, hiperplasico e neoplasico de mulheres entre 45 e 78 anos, e demonstrou o
aumento destes genes no tecido maligno, em relacdo aos outros tecidos. Além disso,
foi observado que estes niveis eram significativamente maiores nos canceres em
estagio Il e IV, em relacéo aos estagios | e Il. O estudo também analisou os niveis de
proteina IGF1 e IGF1R, e atividade da telomerase e constataram que estavam
aumentados nos tumores positivos para IGF2 (Paveli¢ et al., 2007). Por outro lado,
alguns estudos geram controvérsia por demonstrarem diminuicdo ou inalteracdo dos
niveis plasmaticos ou celulares de IGF1, como por exemplo o estudo feito por Oh e
colaboradores, em 2004, que comparou os niveis de IGF1, IGF2 e IGFBP3 em 80

mulheres com cancer de endométrio e 80 mulheres sem histérico de cancer. A média
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dos niveis de IGF2 no plasma das mulheres com cancer foi significativamente maior
gue nos controles, no entanto se observou o contrario nos niveis médios plasmaticos
de IGF1 e IGFBP3 (Oh et al., 2004). No nosso estudo, o IGF2 foi um dos genes
expressos somente nos casos e o IGF1 apresentou expressdo 18,10-fold maior no
grupo cancer, em relacdo ao grupo controle. Os niveis proteicos do IGF1 foram
consideravelmene maiores nos tecidos de cancer de endométrio (100%) do que nos
controles (60%), mostrando a provavel sinalizacdo exacerbada deste fator. Ainda nao
se encontra bem esclarecido o papel do IGF2 na tumorigénese do cancer de
endométrio, mas supde-se que esteja envolvido na manutencdo do fendtipo maligno
(aumento da proliferacdo e diminuicdo da taxa de apoptose), através da estimulacéo
autocrina do IGF1R (Paveli¢ et al., 2007; Xie et al., 2014).

Em mamiferos, o gene SHC1 codifica 3 proteinas adaptadoras - p46, p52 e p66.
Alguns estudos sugerem que esta familia de proteinas promove atividade proliferativa,
mitogénica e anti-apoptética. O membro mais estudado € o p66 e é comprovado que
ele estd geralmente mais expresso em células epiteliais, sendo que a expressao
aberrante pode estar associada com alguns tipos de cancer (cancer de mama, prostata
e colorretal, por exemplo) (Davol et al., 2003; Grossman et al., 2007; Pomerleau et al.,
2014). Assim, 0 p66 apresenta-se como um potencial alvo de estudo para entender a
fisiopatologia do cancer. Zhang e colaboradores, em 2015, fizeram o silenciamento da
viabilidade celular, provavelmente pela via do PI3K/Akt/Mdm-2/p53 (Zhang et al., 2015).
AlteracOes neste gene ainda ndo se encontram descritas no cancer de endométrio,
mas por se tratar de um dos componentes da via da sinalizacao do IGF1R e IR, ele foi
analisado no nosso ensaio e demonstrou estar expresso sé no grupo cancer. Portanto,
até onde sabemos este estudo é o primeiro a demonstrar uma relacao entre este gene
e cancer de endométrio. Da mesma forma, foi analisada a expresséo do IRS1, que age
downstream na via da sinalizacdo do IGF1R e do IR, e observamos que ele esta
aumentado 2,40-fold no cancer de endométrio. Além de ter expressdo aumentada em
varias neoplasias, o IRS1 medeia mecanismos de resisténcia a drogas utilizadas para
tratamento do cancer, esta envolvido com a mobilidade celular e aparecimento de

metastases (Reuveni et al., 2013). Frente a estimulagao por fatores de crescimento, a
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subunidade p85 do PI3K se liga ao IRS1, ativando a sua prépria atividade kinase e
convertendo PIP2 (fosfatidilinositol 4,5-bifosfato) em PIP3 (Fosfatidilinositol-3,4,5-
trifosfato). Por sua vez, o PIP3 recruta proteinas como a Akt e PDK1 para a membrana
celular, e estas moléculas fosforilam proteinas (exemplo da Mdm-2 e GSK3B) que sdo
responsaveis pela transcricdo génica (Hao et al., 2014). McCampbell e colaboradores,
em 2010, demonstraram que, nos estagios iniciais do desenvolvimento da hiperplasia
endometrial, h4 perda da inibicio do IRS1 e esse mecanismo é promovido pela
ativacdo excessiva do mMTOR, levando a progressdo da hiperplasia até o

desenvolvimento do cancer (Mccampbell et al., 2010).

Dos 92 genes avaliados, alguns ja sdo reconhecidos como participantes no
desenvolvimento dos tumores endometriais, como por exemplo a via PI3K/Akt/mTOR e
Ras/MAPK. Os produtos destes genes fazem parte da grande familia das tirosinas
guinases e tém como uma das fun¢Bes principais a regulacdo da transcricdo génica,
sobrevivéncia e morte celular, metabolismo e organizacdo do citoesqueleto celular.
Ademais, as vias da Akt e da MAPK estéo frequentemente mutadas no cancer, em que
0 crescimento e a sobrevivéncia das células cancerigenas vao depender, em parte, da
sinalizacdo aberrante dessas vias (Aksamitiene et al., 2012). Dentro da via, avaliamos
a expressao dos genes PIK3 -CA, CB, CD, R1 e R2, MAP2K1, MAP2K2, MAPK1 e
MAPK3, IRS1, AKT -1, 2 e 3. Destes, o MAP2K1 e o AKT3 nao tiveram seus perfis de
expressdo avaliados, pois ndo tiveram expressao homogénea em todos os grupos. O
PIK3CA e o0 PIK3CB estavam expressos somente no cancer de endométrio. O restante
dos genes teve expressdo maior no grupo cancer, em comparagdo com O grupo

controle.

A via de sinalizacdo da MAPK pode ser ativada por varios estimulos, fatores de
transcricdo e enzimas. Ela influencia a expressdo génica, o metabolismo, divisdo
celular, morfologia e sobrevivéncia da célula. Nesta via existem 3 efetores - MAP3K (ou
MAPKKK), MAP2K (MAPKK) e MAPK, que podem ser atenuados por fosfatases
(MAKPs ou DUSP). Existem trés vias mais importantes da MAPK, que séo a via das
quinases controladas por sinalizagdo extracelular 1 e 2 (ERK1/2), quinases c-Jun-N-

terminal (JNKs) e p38 (Slattery et al., 2012). Em cancer de endométrio, ovario e mama,
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a via da MAPK é ativada por estimulos mitogénicos de fatores de crescimento (por
exemplo IGF e EGF) e esteroides sexuais, nomeadamente estrogénio e progesterona
(Lee et al., 2000). Li e colaboradores, em 2015, inibiram a MAPK em linhagens de
cancer endometrial - HEC-1B e Ishikawa, com um inibidor especifico (U0126), e viram
gue diminuiu a expressdo de alguns marcadores da transicdo epitelial-mesenquimal
(EMT) (Li et al., 2015). Em mamiferos, existem dois genes que codificam a MAPKK,
que sdo a MAP2K1 e MAP2K2. Esta quinase tem dupla especificidade, podendo agir
tanto como tirosina quinase quanto como quinase Ser/Thr. Em ratos, a perda de funcéo
da MAP2K1 leva a morte embrionaria, enquanto que a MAP2K2 mutante resulta em
duracdo normal da vida dos animais, levando a premissa de que a MAP2K1 pode
suprimir a perda de funcdo do seu homologo (Nadeau et al., 2009). No nosso estudo,
ndo foi possivel avaliar a expressdo da MAP2K1. A MAP2K2, MAPK1 e MAPKS3
tiveram, respectivamente, um aumento de 4,34-fold, 4,14-fold e 9,10-fold no cancer de

endométrio, corroborando com os estudos que indicam este aumento.

O PI3K (também conhecido como p110a) tem um papel crucial na proliferacéo,
sobrevivéncia e motilidade celular. Os membros desta familia estéo classificados em 3
grupos. Os de classe | sdo heterodimeros que consistem de uma subunidade catalitica
pl10 (o, B € &) e uma subunidade regulatoria p85. A subunidade p85 modula a
atividade, estabilidade e localizacdo da enzima. Esta subunidade se refere
coletivamente as subunidades p85a, p85B e p55y, codificadas respectivamente pelos
genes PIK3R1, PIK3R2 e PIK3R3. As classes Il e Ill ttm apenas uma subunidade
catalitica (Hao et al., 2014). H4 mais de uma década, Samuels e colaboradores viram
que o PIK3CA estd amplamente mutado em diversos canceres, incluindo cancer
cerebral, de mama, gastrico, pulmonar e de célon. Sugeriram gque este gene funciona
como oncogene quando mutado (Samuels et al., 2004). Dados apresentados pelo
TCGA mostram que o PIK3CA é o oncogene que mais sofre mutagbes em canceres
humanos. Wang e colaboradores sugeriram que o PIK3CA esta mutado em até 39%
dos casos de cancer de endométrio do tipo endometrioide. Foram descobertas
mutacdes multiplas na via do PI3K e estas incluem, também, mutacdes no PIK3R1 e
PIK3R2, no PTEN e na KRas (Weigelt et al., 2013). Cheung e colaboradores, em 2011,
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demonstraram existir maltiplas mutacdes nos genes PIK3R1 e PIK3R2, que resultam
em ganho de funcdo e, possivelmente, em desestabilizacdo do PTEN através da
disrupcdo da homodimerizacdo da subunidade p85c das enzimas. Estes autores
sugeriram que a interacéo entre o PTEN e a p85a seja importante no cancer humano,
incluindo na patogénese do cancer de endométrio, e que pode ser um alvo terapéutico
(Cheung et al., 2011). A expressdo aumentada dos genes PIK3CA, PIK3CB, PIK3CD,
PIK3R1 e PIK3R2 neste trabalho corroboram com as hipéteses apresentadas por estes
estudos e podem indicar o aumento da atividade proliferativa por meio desta via,

conforme descrito no cancer de endométrio.

A da sinalizacdo da Akt, participante da via do PI3K, parece estar desregulada
em todos os tipos de cancer de endométrio e isso estd implicado em um fenétipo mais
agressivo (Nout et al., 2012). Ainda, evidéncias demonstraram que a Vvia
PI3K/Akt/mTOR tem papel central no mecanismo da EMT, além do papel na
proliferacdo e sobrevivéncia celular jA conhecido (Larue e Bellacosa, 2005). Um estudo
demonstrou que a AKT1 e AKT2 estavam superexpressos nas ceélulas de linhagens
celulares de carcinoma endometrial ECC-1 e Ishikawa, enquanto que a AKT3 estava
deletado na duas linhagens. Ja na linhagem AN3CA, a AKT1 e a AKT3 também
estavam deletados (Wang et al.,, 2010). O aumento da expressao da AKT1 e AKT2
neste trabalho pode estar relacionado ao aumento da atividade da via PISK/Akt/mTOR
mediada pelos receptores da insulina e do IGF1.

A atividade do mTOR tem sido abordada no cancer endometrial. Ele € uma
subunidade catalitica de dois complexos moleculares distintos, mMTORC1 e mTORC2.
O mTORC1 afeta a proliferacdo celular ao mediar a biogénese ribossomal, a traducao
e sintese de proteinas e inibir a autofagia (Kim et al., 2002). A sinalizacdo do mTORC2
€ menos estudada, mas sabe-se que participa da organizacdo do citoesqueleto e
ativacao da Akt (Jacinto et al., 2004). A via da PI3K/Akt pode ser um alvo terapéutico,
através da observacdo dos efeitos da inibicAo do mTOR pela rapamicina. Diversas
outras drogas inibidoras do mTOR tém entrado em estudos clinicos para tratamento do
cancer de endométrio (Yap et al., 2008). Um derivado oral da rapamicina (Everolimus)

ja teve efeito inibitorio da proliferacdo e crescimento tumoral demonstrado in vitro e in
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vivo, e mostrou resultados satisfatérios em pacientes com carcinoma endometrial
progressivo ou recorrente (Beuvink et al., 2005). No nosso trabalho, o mTOR se
mostrou expresso somente no grupo cancer. Isto pode indicar que a proliferacédo
excessiva observada nos tumores endometriais também seja influenciada pela ativagéo
da Akt.

O PTEN é um gene supressor tumoral que codifica uma enzima (fosfatase), com
esta atividade tanto para lipideos como para proteinas, e responsavel por regular a
divisao celular em todos os tecidos. O produto deste gene previne o0 crescimento e a
divisdo rapida ou de forma descontrolada e ha evidéncias de que também controla a
migracdo, adesdo em outros tecidos e angiogénese (Gene NCBI). Este gene se
encontra intermitentemente deletado ou mutado em muitos tipos de cancer, incluindo o
carcinoma endometrial. A inativacdo do PTEN no cancer de endométrio por ocorrer por
perda alélica ou por mutacées pontuais, que levam a diminuicdo da sua expressao
(Shanmugapriya et al.,, 2017). Ja foi reportado que cerca de 85% dos carcinomas
endometriais e 55% das lesdes pré-cancerigenas tém alteracdes do PTEN. A atividade
de fosfatase em lipideos causa parada do ciclo celular no ponto de checagem G1/S. A
regulacao positiva de mecanismos pré-apoptoéticos que envolvem a Akt é mediada pelo
PTEN, assim como a regulacdo negativa de mecanismos apoptéticos através da Bcl-2
(Kurose et al., 2001). A acdo do PTEN se opde aquela da PI3BKCA no controle dos
niveis de Akt fosforilada, e mutacbes neste gene levam ao aumento da atividade do
PI3KCA (Boruban et al., 2008). J4 a atividade de fosfatase em proteinas esta envolvida
com a inibicdo da adesao focal e a migracdo celular, assim como da sinalizacdo da
MAPK proporcionada por fatores de crescimento (Bansal et al., 2009). Nao foi possivel
analisar a expressao do PTEN neste estudo pois, em algumas amostras, ndo houve
amplificagdo do mRNA. Isso pode ter ocorrido devido a variabilidade entre as pacientes
utilizadas no estudo. No entanto a perda ou alteracdo do PTEN no cancer de
endométrio pode levar a proliferagcéo celular excessiva e diminui¢cdo da apoptose (Yang
et al., 2015).

O papel da GSK3B tem sido estudado em doencas neurodegenerativas

(esclerose multipla e doencga de Alzheimer), na resposta inflamatéria e em alguns tipos
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de cancer (Lappas, 2014; Ma, 2014; Remsing Rix et al., 2014). Esta enzima ja é
estabelecida como regulador negativo da via Wnt/B-Catenina. A GSK3p esta envolvida
com a proliferacdo e motilidade de diversos tipos de células, nomeadamente células da
microglia, mastocitos, células tronco epidermais e células de cancer de mama (Lapid et
al., 2013). Encontramos a GSK3p aumentada em 6,21-fold no cancer de endomeétrio,
ele pode estar agindo como um oncogene e promovendo a sobrevivéncia celular. Em
um estudo feito por Chen e colaboradores (2016), foi demonstrada a superexpressao
da GSK3B em tecido de cancer de endométrio e que ela esta positivamente
correlacionada com o estadiamento FIGO. Este grupo também fez silenciamento desta
guinase através de transfeccdo com siRNA e isso levou a supressdo da proliferacao,
migragdo e invasdo celular, assim como ao aumento da apoptose, atraveés da
downregulation do NFkB. Com estas evidéncias, afirmaram que a GSK3p pode ser um
novo alvo terapéutico no cancer de endométrio (Chen et al., 2016). Yin e colaboradores
testaram a inibicdo da GSK3p com cloreto de litio e o inibidor especifico VIII em células
de linhagem de cancer de endométrio e modelos in vivo. Estes inibidores provocaram
efeitos citoestaticos e citotdxicos em diversas linhagens. Observaram que a inibicdo da
GSK3B levou a parada do ciclo celular na fase G2/M em linhagens equivalentes ao
carcinoma endometrial do tipo | e tipo Il e concluiram que a atividade da enzima esta

associada com a tumorigénese do cancer de endométrio (Yin et al., 2013).

O NFkB induz a transcricao génica de canais de calcio com papel importante na
sobrecarga de Ca** citosélico, provocando a evasdo de células malignas do efeito do
estresse metabdlico causado por medicamentos e da apoptose. Isso ocorre através da
sinalizacdo pela CaMK2 (Calcium/Calmodulin Dependent Protein Kinase II),
responsavel pela inducdo de fatores anti-apoptoticos. Estas proteinas tém atividade
dependente da calmodulina (CALM1, CALM2 e CALM3), que é um ligante do Ca*" e
serve de intermediario entre a proteina alvo de regulacdo e o calcio. A calmodulina
também tem o papel de modular a atividade de enzimas como quinases e fosfatases,
podendo ser inibitério ou estimulatério. As células cancerigenas reprogramam 0 seu
metabolismo, dependendo do microambiente a que sdo submetidas, através desta via,

hY

podendo ocorrer selecdo de populacdes resistentes a apoptose (Park et al., 2017).
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Observamos um aumento da NFKB2 (6,35-fold), NFKBIA (0,73-fold), CALM1 (2,31-
fold), CALM2 (31,19-fold) e CALM3 (1,07-fold). A subunidade NFKB1, o NFKBIB e
NFKBIE foram expressos somente no cancer de endométrio. No entanto, ndo foi
possivel avaliar a expressao de nenhuma das isoformas da CAMK2 contidas no nosso
ensaio. Poucos estudos associam a sinalizacdo desta proteina com o cancer de
endométrio. Todavia, aqueles que encontramos, indicam que ela tem expresséo
aumentada no cancer de endométrio e, portanto, esta correlacionada com o potencial

maligno deste tumor (Takai et al., 2009; Naz et al., 2016) .

O CRK (Molécula adaptadora crk) codifica o c-CRK (ou proteina p38) que se liga
a diversas proteinas fosforiladas por quinases, agindo em vias de sinalizacdo de
moléculas de adesdo celular e fatores de crescimento e, de forma patoldgica, se
encontra superexpressa em diversos tipos de céncer (exemplos: pulméo, ovarios,
glioblastoma e de mama) (Kumar et al., 2017). No presente estudo, este gene
apresentou expressao somente nas amostras de cancer. No entanto, encontramos
apenas um estudo referente ao seu homologo - CRKL, sendo associado ao cancer de
endométrio. Os autores demonstraram que houve aumento da expressdo da proteina
CRKL em 50,5% (44 de 87) dos carcinomas endometriais estudados e que a sua
superexpressao na linhagem celular Ishikawa inibiu a apoptose, com diminuicdo dos

niveis das caspases 3 e 9 (Cai et al., 2017).

Ainda, avaliamos os genes da via Ras-Raf, que sdo considerados oncogenes e
ja tém mutacao reconhecida no cancer. O gene RAF1, também conhecido como c-Raf,
codifica uma MAPK3 e esta envolvido na sinalizacdo ERK1/2, respondendo a fatores
de crescimento e citocinas. A expressao alterada deste gene ja foi observada em
melanomas e cancer de pulméo (Fedorov et al., 2003; Montagut et al., 2008). Ainda
ndo se encontra descrito o seu perfil de transcricdo no cancer de endométrio, mas
Wang e colaboradores descreveram a amplificacdo deste gene no genoma de 4
linhagens celulares de céancer de endométrio (entre 5 estudadas) e sugerem que ele
tenha um papel importante na oncogénese neste tecido (Wang et al., 2010). No nosso
trabalho, ele demonstrou estar 2,10-fold aumentado no carcinoma de endométrio. As

proteinas BRaf e ARaf também pertencem a familia Raf de quinases Ser/Thr e podem
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estar envolvidas na aquisicdo de fenotipo tumoral. Um estudo demonstrou que a BRaf
se encontra ativada por mutacdes em varios tipos de cancer, mas com baixa
prevaléncia no cancer de endométrio. No cancer de endométrio, essas mutacdes sdo
mais encontradas em tumores hMLH1-negativos do que em positivos (Feng et al.,
2005). No estudo feito por Wang e colaboradores, € sugerido que ARaf participe como
regulador negativo do metabolismo celular e viram que o gene estava deletado em
guase todas as linhagens de cancer de endométrio que estudaram (Wang et al., 2010).
Em nossa populacdo de estudo, estes dois oncogenes demonstraram expressao
somente no grupo cancer. A superfamilia Ras (pequenas GTPases), que inclui os
oncogenes HRas, KRas e NRas, se encontra em todas as células animais e esta
implicada na transducgdo de sinais celulares. As vias das Ras incluem sinalizagao por
fatores de crescimento extracelulares e vias classicas intracelulares, como a do PI3K e
da MAPK, com papel muito relacionado a atividade de reprogramacdo transcricional,
sobrevivéncia celular, apoptose, coordenacdo de rotas metabdlicas, promocdo da
proliferacdo e aquisicdo de invasividade. Estas caracteristicas fenotipicas ja se
encontram descritas como essenciais para sobrevivéncia no cancer (Martinko et al.,
2018). As proteinas Ras fazem a comunicacdo da superficie celular com o nucleo
através da ligacdo a moléculas efetoras em um loop especifico, que por sua vez vao
ativar vias de sinalizacdo especificas. As vias Raf/MAPK e PI3K/Akt muitas vezes
podem ser ativadas em simultaneo pelas proteinas Ras e acionar respostas celulares
conflitantes como a proliferacdo, apoptose, parada do ciclo celular, diferenciacéo e
senescéncia. O tipo de resposta vai depender do tipo celular, da duracao e da forca do
estimulo externo (Ninomiya et al., 2004). No presente estudo, o0 gene NRas demonstrou
estar aumentado no cancer de endométrio, em relacdo ao endométrio normal, o HRas
e KRas tiveram expressdo somente no grupo cancer. Algumas evidéncias
demonstraram que, in vivo, KRas recruta Rafl para a membrana plasmatica com mais
eficiéncia e € um efetor mais potente que HRas. De forma diferente, HRas é um
ativador mais potente do PI3K que KRas (Yan et al., 1998). Supfe-se que a sinalizacéo
da Ras contribua para o desenvolvimento do cancer endometrial (Ninomiya et al.,
2004).
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O ATF4 (Activating Transcription Factor 4) - ou CREB2, e o CREB1 (CAMP
Responsive Element Binding Protein 1) fazem parte de uma familia de proteinas que se
ligam ao DNA, especificamente ao elemento responsivo ao AMPc (adenosina
monofosfato ciclico), denominada CREB (CAMP Responsive Element Binding). Estas
proteinas estdo envolvidas em uma série de processos celulares como a migracao
celular, homeostase mitocondrial, proliferacdo e morte celular, além da transcricdo
celular (Gong et al., 2017). Além destes processos, 0 aumento da expressdo génica
conferido pela via do CREB tem papel importante no sistema nervoso central, pois
regula a sobrevivéncia neuronal, a consolidacdo da memodria e no refinamento da
transmissdo sinaptica (Ali et al., 2015). O ATF4 e o CREB1 apresentaram aumento nas
amostras de cancer de endométrio estudadas, e provavelmente exercem influéncia na
proliferacdo das células malignas. Em um estudo publicado em 2009 por Catalano e
colaboradores, foi induzida a expressao de ciclina D1 e o aumento da proliferacao
celular em células da linhagem Ishikawa, através da leptina. Com um ensaio de
imunoprecipitagdo, verificaram que o STAT3 (signal transducers and activators of

transcription 3) e 0 CREB eram necessarias para isso (Catalano et al., 2009).

O FOXO03 (Forkhead Box O3) € um fator de transcricdo pertencente a familia
forkhead box, que controla func¢des intrinsecas da célula através da regulacdo da
progressédo do ciclo celular e resisténcia ao estresse. Esta proteina, juntamente com a
GSK3 (Glycogen Synthase Kinase 3), participa da via de sinalizacdo do PI3K/Akt,
downstream na rota do IGF1l. Achados controversos indicam a alta expressdo do
FOXO3 como supressor tumoral (cancer de ovario e cancer de mama), enquanto
outros |he atribuem o papel de oncogene (leucemia mieloide), promovendo a
sobrevivéncia de células cancerigenas (Fengxia et al., 2016). Devido ao aumento de
81,60-fold do FOXO3 no cancer de endométrio neste estudo, supomos que este gene
teve o papel de oncogene nas amostras estudadas. A familia FOXO contém quatro
membros - FOXO1 (previamente conhecido como FKHR), FOXO3 (ou FKHRL1),
FOXO04 (AFX) e FOXO6, além de algumas variantes de splicing pouco estudadas (Lam
et al., 2012). O FOXO1 é constitutivamente expresso no endométrio normal (epitélio e
estroma), e a repressdo da expressdo do FOXO3a estd relacionada com a

transformacdo das células estromais endometriais em células deciduais. Em seres
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humanos, o FOXO6 se encontra expresso somente no cérebro e o FOX0O4 tem
expressdo no endométrio, mas sem funcéo esclarecida (Brosens et al.,, 2009). Em
2008, Goto e colaboradores analisaram 60 tecidos de céncer de endométrio
provenientes de bidpsias quanto aos niveis de proteina e mRNA do FOXOL1. Eles viram
gue havia imunorreatividade para aproximadamente 80% dos tumores, mas 0s
transcritos eram 6 vezes menos expressos no cancer de endométrio do que no
endométrio normal, enquanto a expressdo do FOXO3 e FOX0O4 néo foi diferente entre
os tecidos (Goto et al., 2008). Na analise feita do FOXO3 no cancer de endométrio pelo
cBioPortal, observamos que a expressao génica e proteica deste fator de transcricdo
apresentaram resultados variados, levando a conclusdo de que ele deve ser mais

estudado para elucidacéo do seu papel no cancer de endométrio.

O NFAT (Fator nuclear de células T ativadas) age como sensor de célcio,
integrador da sinalizacdo do calcio com outras vias envolvidas com o crescimento,
resposta imune e resposta inflamatdria. Os membros desta familia codificam fatores de
transcricdo que se encontram constitutivamente ativados em varios tipos de cancer,
onde ativam outras vias envolvidas no crescimento e progressdo tumoral (Qin et al.,
2014). Em condi¢des normais, os membros NFAT se localizam no citoplasma da célula,
em um estado inativo (hiperfosforilado). Eles sdo ativados através de estimulos a
receptores de células T (TCR), receptores tirosina quinase (RTKs) e receptores
acoplados a proteina G. Isso leva a quebra de moléculas PIP2 e liberacdo de DAG
(diacilglicerol) e IP3 (inositol trifosfato), induzindo a liberacdo de calcio do reticulo
endoplasmatico e abertura de canais de calcio especializados na célula. O calcio
intracelular vai se ligar a moléculas de calmodulina que, por sua vez, se ligam a
calcineurina e a ativam. A ativacdo da calcineurina leva a desfosforilacdo e
translocacédo nuclear da NFAT, onde ela vai ter o efeito na transcricdo génica (Medyouf
e Ghysdael, 2008). Existem 4 membros classicos da familia NFAT - NFAT-1, 2,3 e 4
que sdo responsivos ao calcio, e 1 membro - NFAT5, que ndo necessita de ativacao
pela calcineurina (Pan et al., 2013). Evidéncias levam a hipotese de que 0s genes
NFAT estéo relacionados ao crescimento e metastases no cancer. Especula-se que a
baixa incidéncia de cancer em pacientes com Sindrome de Down pode estar associada

ao aumento de 1,5-fold dos genes DSCR1 (Down syndrome critical region gene 1) e
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DYRK1 (Dual specificity tyrosine-phosphorylation-regulated kinase 1A), que, em
sinergia, inibem a sinalizag&o calcineurina/NFAT (Arron et al., 2006). Em nosso estudo,
observamos que o NFAT5 e o NFATC1 (NFAT2) foram expressos s6 no cancer de
endométrio, o NFATC3 (NFAT4) e NFATC2 (NFATL1) tiveram expressdo aumentada no
cancer em 13,39-fold e 8,96-fold, respectivamente. Ainda ndo ¢é totalmente
compreendido o mecanismo de acéo destes fatores de transcricdo no cancer, mas um
estudo feito por Sales e colaboradores relaciona esta via ao aumento da taxa de
crescimento celular no cancer de endométrio e atribui isso a upregulation do CXCL8
(interleucina 8) e IL-11 (interleucina 11) (Sales et al., 2009).

A PPP3CA (Protein Phosphatase 3 Catalytic Subunit Alpha), mais conhecida
como calcineurina A, codifica uma proteina fosfatase (fosfatase-2B) e € dependente do
Ca?/camodulina. O produto deste gene ativa o fator de transcricdo NFAT e a
expressdo elevada ja foi relacionada a eventos associados ao cancer, como a
migracao, invasdo e adesao das células cancerigenas, com evidéncias em diversos
tipos de cancer (Cadigan e Nusse, 1997). Em um estudo publicado em 2005 por Vellon
e colaboradores, foi demonstrado que no cancer de mama o PPP3CA sofre
upregulation em decorréncia da sinalizagcdo da MAPK e do NFkB, promovendo a
sobrevivéncia celular e resisténcia a quimioterapia (Dolcet et al., 2005). A PPP3R1
(calcineurina B) codifica uma das isoformas da subunidade regulatéria da fosfatase e é
muito correlacionada com a progressdo da doenca de Alzheimer (Peterson et al.,
2014). Aqui, observamos aumento tanto do PPP3CA (3,64-fold) quanto do PPP3R1
(14,97-fold), sugerindo que possivelmente tenham um papel na fisiopatologia do
carcinoma endometrial. Ainda ndo é muito explorada a sinalizacdo destas proteinas no

cancer de endométrio.

A proteina quinase C, ou PKC/PRKC, pertence a familia de proteinas quinases
Ser/Thr e tem trés classes de isoenzimas - classica (a, Bl, Bll e y), novel (3, €, 6, n, e p)
e atipica (T e yA) (Qu et al., 2016). A PRKCZ (7) e a PRKCI (VM) sédo proteinas quinases
atipicas, com papel fundamental na proliferacéo, diferenciacdo e carcinogénese, que
podem agir como oncogenes (Lee et al., 2013). Foi estudada a relacdo entre a PRKCZ

e a DMT2 em um estudo de 2013. Viram que a PRKCZ contribui para esta doenca e
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esta envolvida na sua patogénese, por participar na transmissdo do sinal da insulina.
Foi levantada a hipdtese de que a hipermetilacdo da PRKCZ participar no
estabelecimento e manutencédo da diabetes (Zou et al., 2013). Ainda, um estudo feito
por Seto e Andrulis (2015), descreveu a PRKCZ como um potencial componente
regulador da via de sinalizacdo do IGF1R e sugeriu sua importancia na tumorigénese
no cancer de ovario (Seto e Andrulis, 2015). Foi observado o papel da PRKCZ na
transducdo de sinal em multiplas vias, incluindo na ativagdo da cascata ERK/MAPK,
sinalizacdo da RPS6K e do NFkB e essa observacdo pode explicar como que esta
enzima promove a carcinogénese (Hirai e Chida, 2003). A expressao PRKCI tem sido
estudada no tecido de cancer prostatico, mas os mecanismos pela qual ela se encontra
envolvida na tumorigénese da prostata ainda nao foi esclarecida (Campa et al., 2012).
Qu e colaboradores demonstraram que a PRKCI regula a autofagia negativamente
através da via de sinalizacdo PIK3/Akt/mTOR e sugeriram o tratamento de carcinomas
com altos niveis de autofagia através desta proteina (Qu et al.,, 2016). O aumento
observado na expressdo do mRNA da PRKCZ e PRKCI no céancer de endométrio
provavelmente deve-se ao aumento da sinalizacéo da PISK/Akt/mTOR, promovida pelo
IGF1R e IR.

A RPS6 é uma proteina ribossomal que compde a subunidade 40S. Ela esta
downstream na via da mTOR como molécula efetora e é geralmente ativada em
multiplos canceres. Esta proteina funciona como substrato para a RPS6KB1, uma
proteina quinase Ser/Thr envolvida na regulacdo da proliferacdo celular, crescimento
celular e sintese de proteinas (Zhang et al., 2013). A fosforilacdo da RPS6 por esta
enzima facilita a traducdo de proteinas por aumenta a afinidade do ribossomo pelas
TOP mRNA (oligopirimidina terminal 5’) (Ruvinsky e Meyuhas, 2006). A RPS6KB1 é
altamente expressa, por exemplo, no carcinoma escamoso de cabeca e pescoc¢o, no
cancer de prostata, cancer de pulméo e carcinoma hepatocelular e supde-se que esteja
implicada na predicdo do prognéstico (Li et al., 2012; Chaisuparat et al., 2013; Cai et
al., 2015). Os nossos resultados demonstram um aumento da expresséao no grupo
cancer tanto do RPS6 (2,85-fold) quanto no RPS6KB1 (34,50-fold), que pode indicar
gue esta via, juntamente com a do mTOR, esta envolvida na tumorigénese do cancer

de endométrio.
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CONCLUSAO

Nos ultimos anos, muitos estudos tém focado em elucidar o papel da sinalizacéo
da insulina e do IGF1R no cancer de endométrio, a fim de propor o mecanismo da
tumorigénese neste tecido e explicar as crescentes taxas de incidéncia da doenca. Os
resultados apontam que, por ser uma via mitogénica, a maioria dos genes contidos no
ensaio TagMan® Array Human IGF1R Signaling apresentaram expressdo aumentada

nas amostras de cancer de endométrio.

O objetivo de escolher um ensaio relativo a sinalizacdo do IGF1R foi o de
analisar um numero maior de moléculas efetoras nesta via, que € um dos alvos de
estudo no cancer de endométrio. O IGF1R pode estar sendo alvo de downregulation
através de algum mecanismo influenciado pelo aumento dos niveis proteicos deste

receptor.

Os 26 genes com expressao somente no cancer de endométrio - CACNAL1H,
CRK, EIF2B5, ELK1, FRAP1 (MTOR), GYS1, HRAS, IGF2, IKBKB, IKBKE, ITPR3,
KRAS, NFAT5, NFATC1, NFKB1, NFKBIB, NFKBIE, PIK3CA, PIK3CB, PLCB1, PLCB2,
PLCG2, PRKCZ, RELB, SHC1 e YWHAZ, podem ser considerados como possiveis
biomarcadores progndésticos para a doenca em futuros estudos. Isso poderia ser (Util
para ajudar a avaliar a complexidade dos casos de cancer de endométrio e apoiar a

escolha de intervengdes terapéuticas.

Este estudo é um dos primeiros que descreve 0 aumento acentuado da
expressdo do gene SHC1 no cancer de endométrio e apontou o seu possivel papel nos
mecanismos tumorigénicos na doenca, dada a sua intima relacdo com IGF1R. O
produto deste gene participa da producdo de uma resposta biologica a sinalizacdo da

insulina e do IGF1, através da ativacdo dos seus receptores.

Além disso, os genes PRKCI e FOX03, ainda que nao estejam bem descritos na
literatura referente ao céancer de endométrio, foram 0s que apresentaram maior
expressao neste tumor, em relacédo ao grupo controle. Eles podem ser candidatos para
mais estudos, a fim de confirmar a sua participagdo no desenvolvimento desta

neoplasia e averiguar a possibilidade de serem alvos terapéuticos.
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ANEXO 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
PACIENTES COM CANCER DE ENDOMETRIO

CAAE: 56519216.2.0000.5327

Titulo do Projeto: Andlise da Via de Sinalizacdo do Receptor da Insulina em Cancer de
Endométrio

Vocé estd sendo convidada a participar de uma pesquisa cujo objetivo € avaliar
o papel da hiperinsulinemia no desenvolvimento do cancer endometrial, a fim de
entender melhor a doenca e pesquisar novas formas de tratamento. Esta pesquisa esta
sendo realizada pelo Centro de Pesquisa Experimental do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA).

A insulina € um hormdnio responsavel pelo controle do aclcar no sangue e a
resisténcia a insulina (hiperinsulinemia) € o excesso de insulina no sangue, sendo uma
das caracteristicas da diabetes e obesidade. Imagina-se que a hiperinsulinemia
influencia no desenvolvimento de alguns tipos de céncer. Assim, essa pesquisa ira
avaliar a expressao de genes (que estdo no DNA) e proteinas que se relacionam a
insulina para entender qual o papel dessas proteinas no surgimento do cancer de
endomeétrio.

Se vocé aceitar participar da pesquisa, sera realizada uma coleta de um pedaco
do endométrio (Gtero) retirado na sua cirurgia para que sejam avaliados genes (que
estdo no DNA) e proteinas relacionados a insulina. Cabe salientar que o endométrio é
sempre descartado apds a cirurgia, entdo, este estudo nao ira influenciar em nenhum
procedimento assistencial de rotina. Além disso, 0 seu prontuério eletrbnico sera
acessado para avaliar seu histérico de saude (como niveis de acucar no sangue, peso,
idade, uso de horménios, entre outras informacdes). Apds serem realizadas as analises
do estudo, o material biologico destinado a essa pesquisa sera descartado.

N&o sdo conhecidos riscos pela participacdo na pesquisa, no entanto pode haver
guebra de confidencialidade, o que sera minimizado pelo uso de cddigos nas amostras
coletadas.

A participacdo neste estudo nao trara beneficios diretos para vocé, porém, no
futuro, essas avaliagdes poderdo auxiliar na prevencao e no tratamento da doenca.

Sua participagcdo na pesquisa é totalmente voluntaria, ou seja, nédo é obrigatoria.
Caso vocé decida nado participar, ou ainda, desistir de participar e retirar seu
consentimento, ndo havera nenhum prejuizo ao atendimento que vocé recebe ou possa
vir a receber na instituicéo.

N&o estéa previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participa¢do na pesquisa
e Vocé néo tera nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.

Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados
confidencialmente. Os resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem a
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identificagdo dos participantes, ou seja, 0 seu nome ndo aparecera na publicacdo dos
resultados.

Caso vocé tenha duvidas, poderad entrar em contato com o pesquisador
responsavel Edison Capp _ Laboratorio de Ginecologia e Obstetricia Molecular,
telefone (51) 33597625, com a pesquisadora Vania Marisia Santos Fortes dos Reis,
pelo telefone (51) 33083559 ou com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA), pelo telefone (51) 33597640, ou no 2° andar do
HCPA, sala 2227, de segunda a sexta, das 8h as 17h.

Esse Termo € assinado em duas vias, sendo uma para o participante e outra
para os pesquisadores.

Nome do participante da pesquisa

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o Termo

Assinatura

Local e Data:
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ANEXO 2 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
PACIENTES CONTROLE

CAAE: 56519216.2.0000.5327

Titulo do Projeto: Andlise da Via de Sinalizacdo do Receptor da Insulina em Céancer de
Endométrio

Vocé esta sendo convidada a participar de uma pesquisa cujo objetivo é avaliar
o papel da hiperinsulinemia no desenvolvimento do cancer endometrial, a fim de
entender melhor a doenca e pesquisar novas formas de tratamento. Vocé esta sendo
convidada porque nao tem cancer e suas caracteristicas serdo comparadas com as de
mulheres com cancer de endométrio. Esta pesquisa esta sendo realizada pelo Centro
de Pesquisa Experimental do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA).

A insulina € um hormdnio responsavel pelo controle do aclcar no sangue e a
resisténcia a insulina (hiperinsulinemia) € o excesso de insulina no sangue, sendo uma
das caracteristicas da diabetes e obesidade. Imagina-se que a hiperinsulinemia
influencia no desenvolvimento de alguns tipos de céncer. Assim, essa pesquisa ira
avaliar a expressao de genes (que estdo no DNA) e proteinas que se relacionam a
insulina para entender qual o papel dessas proteinas no surgimento do cancer de
endomeétrio.

Se vocé aceitar participar da pesquisa, sera realizada uma coleta de um pedaco
do endométrio (Gtero) retirado na sua cirurgia para que sejam avaliados genes (que
estdo no DNA) e proteinas relacionados a insulina. Cabe salientar que o endométrio é
sempre descartado apds a cirurgia, entdo, este estudo nao ira influenciar em nenhum
procedimento assistencial de rotina. Além disso, o seu prontuario eletrébnico sera
acessado para avaliar seu histérico de saude (como niveis de acucar no sangue, peso,
idade, uso de hormdnios, entre outras informacdes). Apds serem realizadas as analises
do estudo, o material biologico destinado a essa pesquisa sera descartado.

N&o sdo conhecidos riscos pela participacdo na pesquisa, no entanto pode haver
guebra de confidencialidade, o que sera minimizado pelo uso de cddigos nas amostras
coletadas.

A participacdo neste estudo ndo trara beneficios diretos para vocé, porém, no
futuro, essas avaliagOes poderdo auxiliar na prevencao e no tratamento da doenca.

Sua participacdo na pesquisa € totalmente voluntaria, ou seja, ndo é obrigatoria.
Caso vocé decida nado participar, ou ainda, desistir de participar e retirar seu
consentimento, ndo havera nenhum prejuizo ao atendimento que vocé recebe ou possa
vir a receber na instituicao.

N&o esta previsto nenhum tipo de pagamento pela sua participacdo na pesquisa
e VOCé néo tera nenhum custo com respeito aos procedimentos envolvidos.
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Os dados coletados durante a pesquisa serdo sempre tratados
confidencialmente. Os resultados serdo apresentados de forma conjunta, sem a
identificacdo dos participantes, ou seja, 0 seu nome ndo aparecera na publicacdo dos
resultados.

Caso vocé tenha duvidas, poderad entrar em contato com o pesquisador
responsavel Edison Capp _ Laboratorio de Ginecologia e Obstetricia Molecular,
telefone (51) 33597625, com a pesquisadora Vania Marisia Santos Fortes dos Raeis,
pelo telefone (51) 33083559 ou com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA), pelo telefone (51) 33597640, ou no 2° andar do
HCPA, sala 2227, de segunda a sexta, das 8h as 17h.

Esse Termo € assinado em duas vias, sendo uma para o participante e outra
para os pesquisadores.

Nome do participante da pesquisa

Assinatura

Nome do pesquisador que aplicou o Termo

Assinatura

Local e Data:
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