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Resumo

Introducao: Apds a menopausa, o0 ganho de peso e a distribuicdo dos depdsitos
de gordura podem estar alterados com o predominio da gordura abdominal,
favorecendo o aparecimento de doengas metabdlicas e neoplasicas. O mecanismo
pelo qual a obesidade promove o aparecimento destas doencas ainda nao esta
totalmente esclarecido. No entanto, sugere-se que a producdo de estrogénios,
decorrentes da conversdo dos andrdégenos no tecido adiposo e os efeitos
metabdlicos relacionados a hiperinsulinemia, mediados pelo IGF-1, possam estar
relacionados. Embora se espere que o endométrio apds a menopausa esteja
atrdfico, existe uma propor¢édo que mantém padréo proliferativo fraco, provavelmente
como resposta ao baixo e constante estimulo estrogénico. O objetivo deste
estudo é avaliar a associagao existente entre a expressao de receptores esterdides,
IGF-1, Bcl-2 e Ki-67 no endométrio, correlacionando-os com indice de massa
corporal e resisténcia tecidual insulinica. Sujeitos e Métodos: Foi realizado
estudo de corte transversal, sendo selecionadas 85 mulheres apds a menopausa,
do Centro de Atencdo Integral a Saude da Mulher (Caism - Unicamp) e do
Hospital Dr. José de Carvalho Florence (Sao José dos Campos—SP). Foram

avaliados os receptores endometriais para estrogénio (RE), progesterona (RP),
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fator de crescimento insulinéide 1 (IGF-1), Ki-67 e Bcl-2 na amostra endometrial
obtida correlacionando-os com a resisténcia tecidual insulinica (RI) e indice de
massa corporal (IMC). Os dados foram analisados através dos testes de Pearson e
de Spearman, considerando-se o valor o de 0,05. Resultados: Obtivemos
36,5% de mulheres com sobrepeso e 40% com obesidade. Nao foi encontrada
correlagéo estatistica entre IMC com varidvel estudada. Observou-se expressao
moderada e intensa para os RE (94,1%), RP (80%) e IGF-1R (78,8%) nas
glandulas endometriais. A expressao do Ki-67 foi moderada e intensa em 75,3%
e Bcl-2 em 65,9% das amostras. O indice HOMA-IR correlacionou-se com os
RE (p=0,0402) e RP (p=0,0034). Os IGF-IR e RP se correlacionaram com CA
(p=0,0189 e 0,0170) respectivamente. Observou-se correlacao entre RE, RP e
Ki-67 e Bcl-2. Conclusao: Mulheres ap6s a menopausa apresentam grande
expressao endometrial dos receptores estrogénicos, progestogénicos e IGF-1,
independentemente do seu peso corporal ou do indice de massa corporal.
Houve correlagdo entre os RE, RP e IGF-1R com marcadores de resiténcia

tecidual insulinica.

Palavras-chave: Obesidade, endométrio, resisténcia a insulina, proliferacao

celular, apoptose.
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Summary

Introduction: After menopause, weight gain and the distribution of fat deposits
may be altered with a predominance of abdominal fat, favoring the development
of metabolic diseases and cancer. The mechanism by which obesity promotes
the onset of these diseases is not fully understood. However it is suggested that
the production of estrogens, resulting from the conversion of androgens in
adipose tissue and metabolic effects associated with hyperinsulinemia, mediated by
IGF-1, may be related. While is hoped that the postmenopausal endometrium is
atrophic, there is a proportion that maintains low proliferative index, probably in
response to low estrogen and constant encouragement. The aim of this study is
to evaluate the association between the expression of steroid receptors, IGF-1,
Bcl-2 and Ki-67 in the endometrium, correlating them with body mass index and
insulin resistance tissue. Subjects and Methods: Was conducted cross-
sectional study, were 85 selected women after menopause, in the Center for
Integral Attention to Women's Health (Caism - Unicamp) and the Hospital Dr.
José de Carvalho Florence (Sao José dos Campos-SP). We evaluated the
endometrial receptors for estrogen (ER), progesterone (PR), IGF-1, Ki-67 and

Bcl-2 in endometrial sample obtained by correlating them with tissue insulin
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resistance (IR) and body mass index (BMI). Data were analyzed using Pearson
tests and Spearman, considering o value of 0.05. Results: We obtained 36.5%
of overweight women and 40% were obese. We don’t found statistical
correlation between body mass index with no variable studied. We observed
moderate to intense expression for ER (94.1%) PR (80%) and IGF-1R (78.8%)
in the endometrial glands. The expression of Ki-67 was moderate and severe in
75.3% and Bcl-2 in 65.9% of samples. The index of HOMA-IR was correlated with
the ER (p = 0.0402) and PR (p = 0.0034). The IGF-IR and PR were correlated
with CA (p = 0.0189 and 0.0170) respectively. There was a correlation between ER,
PR and Ki-67 and Bcl-2. Conclusion: Women after menopause have a great
expression of endometrial estrogen, progestin and IGF-1 receptors, independent of
their BMI. There was a correlation between the ER, PR and IGF-1R with tissue

insulin resistance markers.

Key words: Obesity, endometrium, insulin resistance, endometrial proliferation,

apoptosis

xviii - Summary



1. Introducao

A obesidade e 0 sobrepeso caracterizam-se por serem problemas de saude
publica, implicando elevada morbimortalidade e associagées com diversas patologias
clinicas (1,2). Ao menos 2,8 milhdes de aldultos morrem anualmente em todo o
mundo, resultado do sobrepeso e obesidade (3). Nos Estados Unidos da América
existe crescente prevaléncia da obesidade com aumento de 14,2% em 1978 para
30% em 2009, mostrando a magnitude do problema (3,4). No Brasil, estudos
corroboram estes achados com prevaléncia de sobrepeso e obesidade entre 30% e

48% das mulheres (5,6).

A alteracdo no ganho de peso e sua distribuicdo corporal relacionam-se a
varios fatores que vao desde habitos de vida, influéncias do meio ambiente, fatores
genéticos, hormonais e metabdlicos (1). Entretanto, o desequilibrio causado pelo
aumento na ingestao calérica e a diminuicdo no consumo energético s&o 0s responsaveis

pelo balango positivo, levando ao aumento do ganho de peso corporal (7).

Ap6s a menopausa, periodo em que 0s niveis hormonais apresentam

variagdes importantes, o ganho de peso e a distribuicdo destes depdsitos de
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gordura podem estar alterados (8), com predominio de depdsito de gordura
abdominal (9). A gordura abdominal é formada pelo tecido adiposo subcutaneo
e pela gordura intra-abdominal, localizados no intra e retroperitdneos. A gordura
visceral compreende predominantemente os depdsitos mesentéricos e o omento,

representando 5% a 10% da gordura corporal total na mulher (10).

Este padréao de distribuicao dos depdsitos de gordura pode influenciar no
aparecimento de doengas metabdlicas e neoplasicas, sendo que a obesidade
associada aos efeitos da dieta inadequada € responsavel por um terco dos
Obitos causados por canceres (7). Dentre as doencas neoplasicas ginecoldgicas,

as mais frequentes sdo mama e endométrio (11,12).

Existem divergéncias a respeito da influéncia da distribuicao destes depdsitos
de gordura no organismo e o risco de aparecimento de cancer. Alguns estudos
mostraram um aumento no risco para carcinoma endometrial em mulheres com
obesidade abdominal (13,14), porém outros reportaram que este padrdo de
distribuigcdo da gordura corporal ndo teria nenhum efeito no desenvolvimento do
cancer de endométrio (15,16). Quando se avalia a associagao entre a hiperplasia do
endométrio e a circunferéncia abdominal (CA), a relagdo desaparece quando é feito
0 ajuste para o indice de massa corporal (IMC) sugerindo que a quantidade, mas
nao a localizagdo da gordura corporal, seria fator de risco para estas alteragoes
(16,17). Porém, o ganho de peso e o incremento do IMC relacionam-se com o
aumento do risco de cancer de endométrio. Mulheres que tiveram aumento anual do
IMC maior ou igual a 1% apresentaram risco 3,2 vezes maior, comparado com

mulheres que mantiveram estavel seu IMC (18). Além do peso corporal e do
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IMC, outros fatores também influenciam no aparecimento das alteracoes

proliferativas no endométrio, como idade e tempo de menopausa (7).

Apds a menopausa, as lesdes proliferativas endometriais, como a hiperplasia
adenomatosa, diminuem com a idade, ao contrario do que ocorre com 0 carcinoma
endometrial (19). No entanto, quando presente, a hiperplasia pode preceder o
carcinoma endometrial (7). Isto ocorre porque a hiperplasia usualmente esta
envolvida com a proliferacdo do endométrio, resultado da estimulagéo tecidual pelo
estrogénio na auséncia de acdo progestacional (7), condicdo mais frequentemente
encontrada no periodo da perimenopausa. No entanto, apenas 15% a 20% dos

adenocarcinomas de endométrio se desenvolvem a partir de lesdes hiperplasicas (20).

Entre 0s mecanismos propostos para se associar a obesidade e ao risco
de céncer, destacam-se os efeitos enddcrinos e metabdlicos da obesidade

(Renehan et al., 2008).

Apds a menopausa, devido a faléncia folicular, predomina a produgéo
ovariana de andrégenos (21), que sdo transportados principalmente pela globulina
transportadora de hormdnios esterdides (SHBG). Os principais andrégenos sao a
testosterona e a androstenediona, precursores imediatos do estradiol e da estrona
(22). No tecido adiposo, principalmente de localizagdo abdominal, a androstenediona
e a testosterona sdo convertidas em estrona e estradiol respectivamente (23;24).
Em mulheres com sobrepeso e obesidade, e também naquelas com CA aumentada,
ocorre diminuicdo da SHBG (25, 26). A reducéo dos niveis séricos de SHBG

resultantes das alteracbes metabdlicas ocasiona aumento de estrogénios e
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androgénios livres (26, 27). Os androgénios circulantes sofrem aromatizagéao no
tecido adiposo, aumentando ainda mais os niveis plasmaticos dos estrogénios,
particularmente da estrona nas mulheres apds a menopausa (27). A diminuigdo da
SHBG também estd associada a resisténcia insulinica (RI) apés a menopausa,

sugerindo que a SHBG possa ser um indice de Rl nessas mulheres (25).

Diversos fatores relacionados ao acumulo de gordura corporal podem
interferir na acao dos adipdcitos. Os adipocitos possuem a capacidade de sintetizar
e secretar varias substancias, de forma que a obesidade pode ser considerada
como um estado pré-inflamatério, levando a ativagéo crénica do sistema imune (15).
Estas substancias como leptina, adiponectina, VEGF (Fator de crescimento vascular)
e citocinas inflamatérias: TNF-a (Fator de necrose tumoral), IL-6 (Interleucina), IL-8,
IL-10 podem provocar mudangas no controle do apetite, balan¢o energético, nas
reagdes inflamatérias, na resisténcia e sensibilidade insulinica, angiogénese,
metabolismo lipidico, aterosclerose, proliferacdo e apoptose celular (28), Estas
mudancas influenciam o desenvolvimento de doengas metabdlicas como a
dislipidemia, hiperglicemia e hiperinsulinemia podendo caracterizar a Sindrome

Metabdlica (SM) (29).

A Sindrome Metabdlica pode se associar a diversas doengas, entre elas as
neoplasias (29), sendo a hiperinsulinemia um dos principais fatores relacionados ao
desenvolvimento de canceres (29). A insulina é horménio anabdlico que possui
a capacidade de estimular a proliferacao celular. Quando presente a Rl tecidual,
as células B do pancreas aumentam ainda mais a produgéo de insulina, de forma a

manter normal a concentragao plasmatica de glicose (29). Esta hiperinsulinemia
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associada a obesidade central promove aumento da concentragcao sérica de
acidos graxos livres e fator de necrose tumoral, com manutengdo dos niveis
séricos aumentados de insulina. A insulina e os fatores de crescimento insulindides
podem desenvolver papel relevante no desenvolvimento do cancer, mas nao
existem evidéncias de que individuos com altos niveis séricos de insulina, como em

diabéticos nao insulino-dependentes, tenham um aumento desta incidéncia (30).

Sé&o controversas as relagdes existentes entre as neoplasias ginecologicas e
o diabetes melittus. As razdes para estas associacées nao sao bem compreendidas
e tém sido objeto de diferentes hipoteses. Entre estas hipdteses encontram-se
as mesmas propostas para a SM, como obesidade, hiperinsulinemia e estado

hiperestrogénico (31).

O mecanismo pelo qual a insulina sérica promove alteracdes proliferativas
celulares envolve mecanismos indiretos relacionados com fator de crescimento
insulindide (IGF-1). Portanto, este fator é regulado pela secrecdo de insulina

(26, 31).

A insulina, o IGF-1 e outros fatores de crescimento estdo envolvidos em
processos da angiogénese e carcinogénese endometrial, promovendo mitoses
responsaveis por ocasionar proliferacdo e diferenciagcdo celular (32). Foi
encontrado aumento dos receptores de IGF-1 em células de cancer de mama e
célon (33). Esses receptores apresentam importante acao proliferativa e anti-
apoptotica, interferindo tanto na supressdo como na reducao do tumor (34).

Também foi sugerido que IGF-1, IGF-2 e IGFBP-3 totais poderiam servir como
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marcadores para cancer de colon (35). No endométrio foram encontradas altas
expressoes de IGF-1R em células tumorais, sugerindo que IGF-1, IGF-2 e seus

receptores possam estar envolvidos na progressao de tumores (36).

Os niveis de insulina e IGF-1 livre parecem estar relacionados a regulagéo de
horménios esterdides sexuais, afetando o desenvolvimento de canceres horménio-
dependentes (26). A hiperinsulinemia e IGF-1 inibem a sintese de SHBG hepatica,
aumentado os hormonios sexuais livres no plasma, favorecendo o aparecimento

das neoplasias horménio-dependentes, como de mama e de endométrio (26).

A acdo dos hormdnios esterdides no tecido endometrial ocorre através
da ligagédo a receptores especificos (37). Na célula o receptor estrogénico (RE)

tem alta afinidade pelo estradiol, estrona e outros estrogénios (22).

Os RE agem através da ligacdo a proteinas especificas, localizadas no
interior da célula-alvo. Sdo responsaveis pela regulacado das acdes sinérgicas e
antagonicas nestas células e sob acdo hormonal dos estrogénios, progestogénios e
androgénios modulam os efeitos proliferativos e secretdrios no endométrio (37).
Os RE em endométrio normal também regulam a vascularizacéo tecidual (38).
A quantificacéo, distribuicdo e tipo dos RE nos tecidos podem ter papel relevante
como fator para estimar a sensibilidade tecidual hormonal, e inferir prévia

exposigao estrogénica (39).

A concentracdo e distribuicdo dos receptores nos tecidos também

determinam sua capacidade de ligacdo ao horménio, e a maior parte dos tecidos
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considerados como nao responsivos ao horménio possuem baixas concentragoes e

distribuicao de receptores hormonais especificos (40,41).

O endométrio atrofico apdés a menopausa frequentemente apresenta
atividade proliferativa fraca (42). Foi encontrada uma expressao do RE de 61,5% no
endométrio atréfico (43), demonstrando que mesmo apds a menopausa o
endométrio atréfico sofre estimulo hormonal, provavelmente devido a acéo

continua de baixos niveis estrogénicos (42).

Analisando receptores esterdides apds a menopausa, comparando mulheres
obesas e nao obesas, observou-se que no grupo das obesas havia concentracéo
maior de RE em fragmentos de pele. O mesmo nao foi observado para receptores

de progesterona (RP) (39).

Os RP interagem com os esterdides promovendo sua acao através de
transcricdo genética, ocasionando uma cascata de eventos celulares. Possuem uma
ciclicidade na menacme de acordo com a fase do ciclo menstrual, demonstrando
uma resposta aos niveis hormonais. Na fase proliferativa, a concentracéao dos
RP é menor do que RE, aumentando na fase pré-ovulatéria. A partir dai, ocorre
diminuicdo até o final da fase secretora. Portanto, as concentragdes de RP néo
refletem os niveis de progesterona circulantes, sugerindo que exista uma influéncia
estrogénica na concentracdo dos RP teciduais (44). A indugéo na formacao de
RP como uma resposta especifica do tecido-alvo pela estimulagao estrogénica,
pode ser mostrada em estudo em que houve aumento das concentracdes de

RE e RP apos a utilizacao de estrogénio vaginal (43).
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Apds a menopausa, tanto o endométrio inativo como ativo podem apresentar
altas concentracbes de RE e RP. No entanto para que tenha capacidade
proliferativa deve apresentar expressao da proteina Ki-67 (20). O Ki-67 € uma
proteina expressa em tecidos com atividade mitogénica, indicando atividade
proliferativa tecidual (45). Pequenas quantidades de estrogénios apresentam
capacidade de promover atividade mitogénica no tecido (46). A expressao do
Ki-67 é regulada pela variagdo hormonal, sendo aumentada no ciclo menstrual

normal durante a fase proliferativa (45).

No endométrio a manutencdo da homeostase celular deve-se também a
apoptose (47). O desequilibrio entre proliferacao e apoptose celular pode estar
relacionado ao desenvolvimento de lesdes proliferativas endometriais (48). A
apoptose celular é regulada, entre outros, por um proto-oncogene denominado
Bcl-2 que previne a morte celular, diminuindo a apoptose. O seu modo de acao e a
sua regulacao nao estao claros, no entanto sabe-se que a sua expressao no tecido
endometrial € maior durante a fase secretora do ciclo menstrual, diminuindo na fase
proliferativa. (47). Isto sugere que a expressdao do Bcl-2 ocorre seguindo as
variagées hormonais de estrogeno e progesterona (47). Durante o ciclo menstrual, a
distribuicdo especifica de RE e RP nas células dos epitélios glandular e estromal
sofre regulagéo hormonal, interferindo diretamente na expressao da Bcl-2, sugerindo
gue a mesma possa exercer papel importante na ocorréncia de tumores horménio-
dependentes (49). Em pélipos a expressao da Bcl-2 esta aumentada, principalmente
na fase proliferativa do ciclo menstrual, sendo que alguma atividade antiapoptética

também possa ocorrer (45).
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Varios outros fatores estdo implicados na resposta endometrial. Ainda
existem duvidas a respeito das relagdes existentes entre a obesidade, distribuicao
de gordura, hiperinsulinemia, alteragbes hormonais e o risco para desenvolvimento

de neoplasias, bem como os mecanismos envolvidos nestas relagdes (50).

Este estudo se propde a avaliar fatores relacionados a apoptose (Bcl-2) e
proliferacao celular (Ki-67), bem como a interagdo dos diversos receptores (RE,
RP e IGF-1R) com o estado hormonal e metabdlico da mulher, a obesidade e
as relagcdes que poderiam estar envolvidas no desenvolvimento de alteragdes

proliferativas endometriais.
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2. Objetivos

2.1. Obijetivo Geral

Avaliar em mulheres apds a menopausa as associagées entre a expressao

de RE, RP, IGF-1R, Ki-67 e Bcl-2, correlacionando-os com IMC e RI tecidual.

2.2. Objetivos Especificos

Avaliar e comparar nas células endometriais, estromais e glandulares, a
expressao de RE, RP, IGF-1R, Ki-67 e Bcl-2.

m Correlacionar nas células endometriais, estromais e glandulares, a
expressao de RE, RP e IGF-1R, com Ki-67 e Bcl-2.

m Correlacionar nas células endometriais, estromais e glandulares a
expressao de RE, RP, IGF-1R, Ki-67 e Bcl-2 com IMC.

m Correlacionar nas células endometriais, estromais e glandulares a
expressao de RE, RP, IGF-1R, Ki-67 e Bcl-2 com a medida da CA e
indice HOMA-IR.
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Abstract

Introduction: After menopause, even in the atrophic endometrium, a weak
proliferative activity is frequently observed. This proliferative activity may be a
consequence to estrogen stimulus due to peripheral conversion of the androgens.
The objective of this study is to evaluate the expression of the estrogen (ER)
and progestogen (PR) receptors, Bcl-2 and Ki-67 in the endometrium after
menopause. Methods: A study of a cross section from 85 post-menopausal women
in the period from January to December 2010. An endometrial sample was obtained
and the ER, PR, Bcl-2 and Ki-67 were evaluated in the stromal and glandular
compartments. Results: The average age of the women in this study was of
56.8 years, with average of menopause 81.5 months (SE=6.39). A great
expression in the endometrial glands was observed in the ER (94.1%), e PR (80%),
Ki-67 (75.3%) and Bcl-2 (65.9%). The ER and PR correlated themselves with Ki-
67 (p=0.0017 and p<0.0001) and Bcl-2 (p=0.0354 and p=0.0427) respectively.
Conclusions: The women in this study presented great endometrial expression in
the ER, PR, Ki-67 and Bcl-2, probably due to continuous stimulus caused by the

estrogens, which even at low levels may cause endometrial stimulation.

Key words: Endometrium, menopause, steroid receptor, Ki-67, Bcl-2
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1. Introduction

After menopause, gonadal failure brings about hypoestrogenic state, causing
endometrial atrophy and becoming inactive. However, weak proliferative activity
is frequently observed [1].

This proliferative activity may be a consequence of the production of
estrogens due to the conversion of androgens from the adrenals glands and the
ovarian stroma. According to this concept the androgens, mainly testosterone and
androstenedione, are converted into estradiol and estrone in extra-gonadal sites
such as adipose tissue, liver and kidneys. The androgens and the estrogens are
transported mainly through a protein called SHBG (Sex Hormone Binding Globulin) [2].

After menopause it is common a weight gain, causing overweight and obesity
[3]. These fat deposits bring about a reduction of the SHBG [4,5], increasing the level
of free estrogens and androgens [5,6]. The increased circulating androgens
suffer aromatization in the adipose tissue, increasing even more the plasmatic
levels of estrogens [6].

The action of the steroid hormones in the endometrial tissue occurs
through the bond of specific receptors, modulating the proliferative and secretory
effects in the endometrium [7]. The concentration and distribution of the
receptors in the tissues are responsible for the bonding capacity of the hormone,
and most part of the tissues considered as unresponsive to hormones have low
concentrations and distribution of hormonal receptors [8,9].

After menopause, the inactive endometrium as well as the active, may
present high concentrations of estrogenic (ER) and progestogenic (PR) receptors
[1,10]. The quantification, distribution and type of receptors in the tissues may have
relevant role as a factor to estimate the hormonal tissue sensibility, and infer previous
estrogenic exposition [11]. The objective of this study was to evaluate the expression
of the ER, PR, Ki-67 and Bcl-2 in the endometrium of post-menopausal women.

2. Materials and methods
A study of a cross section of 85 postmenopausal women attended at the
Center for Integral Women Health (Caism) from the State Universtiy of Campinas
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(Unicamp) and at the Municipal Hospital of Sdo José dos Campos, in the period
from January to December 2010. These women were indicated to gynecological
surgery for benign diseases. The ages of the women included in this study
ranged from 40 to 75 years. The study was approved by the Research Ethics
Committee of the Institution, and an informed consent was obtained from all
participants. Menopause was confirmed through a serum dosage of the follicle
stimulating hormone (FSH)>40 UI/L. The expression of ER, PR, Ki-67 and Bcl-2
was evaluated in the stroma and glands endometrial cells. The endometrial
tissue sample was collected at the moment of surgery in a region without
macroscopic lesions. It was properly prepared under standard techniques; for
immunohistochemistry, the procedure used primary monoclonal antibodies for
ER (Dako® code M7047, clone 1D5, dilution 1:250), PR (Dako® code M3569,
clone PgR 636, dilution 1:500), Bcl-2 (Biogen® code M887, dilution 1:200) e Ki-
67 (Dako® code M7240, clone MIB 1, dilution 1:1000). The ER, PR and Bcl-2
expressions were evaluated in the stroma and in the endometrial glands in a
semi-objective manner. Afterwards, they were categorized according to the
number of stained endometrial cells; as absent (0), positivity until 25% (1),
positivity from 26-50% (2), positivity from 51-75% (3), and positivity above 76%
(4). For cellular stained intensity, it was classified as absent (0), staining slightly
positive (1), moderately positive (2) and strongly positive (3).

The sum of positivity and intensity points was carried out so, that for each
tissue segment, stroma and gland, the expression of the receptors was defined
as 0 (negative), 2 and 3 (weak), 4 and 5 (moderate) and 6 and 7 (intense).

The reading of the Ki-67 was carried out through a semi-objective evaluation,
according to the percentage of endometrial, stromal and glandular cells which
were stained.

The statistical analyses were carried out using Pearson’s correlation
index for dependent variables and their correlations, and Spearman’s correlation
index to determine the strength of the linear relation between the two variables,
having been considered a level of significance of 5%. The statistical software
from the SAS Institute Inc. (SAS/STAT Release 8.2, Cary NC, USA) was used.
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3. Results

The average age of the women in this study was of 56.8 years, with average
menopause period of 81.5 months (SE=6.39). Menopause was confirmed by the
levels of FSH and time in menopause. The serum levels of estradiol presented
an average of 14.8pg/ml (SD=12.96). Fourteen women (16.4%) presented
increased estradiol serum levels, with values upper to 25pg/ml.

The endometrial histology presented four samples with proliferative
characteristics. The characteristics of the samples with endometrial alterations
are displayed on table 1.

There were no statistical differences in the analyzed variables between
the samples with proliferation and endometrial atrophy. After analyzing eighty-
five samples, in the ER and PR expressions, it was observed that the higher the
positivity of the cells, the greater the intensity of the stain, demonstrating that
intensity is directly related to the number of positive cells (data not shown).

When the tissue expression of the ER was evaluated, it was observed
that in the ER the cells were moderately and intensely stained in 78.8% in the
stroma and 94.1% in the endometrial glands (Table 2).

When the ER expression was intense, the glandular cells presented a greater
percentage of expressed receptors than in the stroma; on the other hand, when
the ER expression was negative, weak or moderate, the stromal cells presented
a greater percentage of expressed receptors than the glandular (Fig. 1).

The PR presented a moderate and intense expression in 61.2% of the
samples in the stroma and 80% in the glands (Table 3).

Similar to the ER, when the expression of the PR was intense, the
glandular cells presented greater percentage of receptors than the stromal cells.
When the expression of the PR was negative, weak or moderate, the cells in the
stromal compartment prevailed.

It was observed, however, that the expression of the ER and the PR varied

under similar pattern, which suggests the same stimulus in both receptors.
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The Ki-67 presented expression in 75.3% of the samples, being greater in the
glands than in the stroma. In spite of the high expression of Ki-67 in the endometrial
tissue, the number of cells under mitosis was rarely over 10% (Fig. 3).

A statistical correlation was observed from Ki-67 with ER (p=0.0017), PR
(p=0.0003) and Bcl-2 (p=0.0003) in the glands, although being weakly positive
with (r<0,5) (data not shown).

When analyzing the stromal and glandular receptors Bcl-2, moderate to
intense expression was found in 44.7% of stromal cells and 65.9% of the
glandular cells. It was observed that the percentage of receptors in the stroma is
greater when the expression is negative or weak. When the intensity of the
expression is moderate or intense, there is a greater percentage of receptors
found in the endometrial glands (Fig. 4).

The Bcl-2 receptors correlated with ER (p=0.0354), PR (p=0.0105) e Ki-
67 (p<0.0001).

4. Discussion

In the histological endometrial evaluation, only four samples were found with
proliferative characteristics. No correlation was found between the proliferative
alterations and the serum levels of estradiol. Eighty-one samples presented
endometrial atrophy, also without correlation with the estrogenic levels found.
There were no statistical differences found between the analyzed receptors in the
proliferative samples and the atrophic samples, probably due to their small number.

When all samples were analyzed, high concentrations and intense expression
were found in the ER and PR. Evaluating the number of positive cells and the
stained RE and RP, a direct relationship was observed between them, suggesting
that the same stimulus is responsible for both formation as well as for the bond
capacity of the receptors.

The ER and PR are specific nuclear receptors which are part of the super-
family of steroid receptors [9]. The ER maintains the magnitude of its activity based

on specific regions of the gene [12]. The formation of new ER [13] and its
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concentration [14] may be related to self-regulation dependent on hormonal
factors; however, its activation does not depend on hormonal presence [13].

For the PR, the high tissue expression does not correlate with the hormonal
state found after menopause, where no progestational activity was observed. In fact,
the PR concentration does not reflect the levels of circulating progesterone [10,15].
The induction of the formation of PR in the endometrial tissue is a consequence of
mainly estrogenic stimulation. This stimulus in the formation of PR was demonstrated
in a study which analyzed samples of atrophied endometrium, which observed
an increase of PR expression after administration of vaginal estrogen [10].

It was observed that for the ER and PR, the glandular cells presented a
more intense expression than the stromal cells, suggesting that the glandular
cells present greater response to estrogenic stimulus than the stromal cells. In
fact, when the expression of tissue receptors is more intense, the glandular cells
present a greater percentage of positivity than the stromal cells. This greater
glandular expression of the ER and PR was also observed in polyps and in the
adjacent endometrium in other studies [16,17].

The high expressions of ER and PR found in the samples are possibly
caused by the continuous effect of estrogens in the endometrium, even in levels
considered low [1]. Not only the estrogen levels, but the extended action time in the
target tissue could promote the formation of new endometrial receptors [13,14],
being common after menopause the presence of high concentrations of ER and
PR, even in endometrial samples with atrophy or with low proliferative activity.

The cellular proliferative activity in the endometrium was analyzed using
the antigen Ki-67 and the apoptosis using the protein Bcl-2, and in the analyzed
samples a high concentration of Ki-67 with positivity 75.3% was observed,
mainly in the glandular cells, however these cells presented a small number of
mitoses. In the samples of proliferative endometrium, high expressions of Ki-67
with a high number of mitoses was observed, however it was not possible to
infer statistical correlation. It was observed that both the Ki-67 and the Bcl-2
correlated with ER and PR.

Publicagées 39



The variations in the expressions of Ki-67 and Bcl-2 suffer hormonal
interference and may be observed during the menstrual cycle. The Ki-67 presents
maximum expression at the end of the proliferative phase, when the serum levels of
estrogen are high [18]. The intensity and the stain of the Bcl-2 also increase
gradually, reaching its maximum expression at the end of the follicular phase [18]. It
disappears in the glandular epithelium when the secretion characteristics appear,
suggesting that that expression of Bcl-2 may be inhibited by progesterone [18].

In the atrophic endometrium, the number of apoptotic cells is greater, with
smaller Bcl-2 expression than in the proliferative endometrium [19]. A greater
expression of Bcl-2 was found in the atrophic endometrium in the glands with
more uniform cellular positivity, intensity and staining, without any difference in
relation with the endometrium with proliferation.

In hormone-responsive tissues, the hormonal stimulation, mainly through
estrogen, would increase cellular survival, making it possible through the
stimulation of Bcl-2, a greater risk of malign transformation of the cells [20].In the
endometrial hyperplasia and in the endometrial carcinoma the expression of Bcl-
2 is greater than in the proliferative endometrium [20,21], suggesting that the
estrogen is the hormone which would function first in the modeling of the
expression of the Bcl-2 [20].

After menopause it is common to find positive ER and PR in the atrophic
endometrium, however the samples containing proliferative activity present
greater positivity for Ki-67 [1]. Gompel et al. (1994) observed that in the glands
all cells presented positivity to Bcl-2, but only some for Ki-67, in such a way that
the simultaneous expression for both proteins would occur only in some cells.
Only 23.5% of the samples responded to both proteins in this study,
demonstrating a strict relationship between the mechanisms of cellular
proliferation and cellular death.

Through the assessment of the ER, PR receptors, Ki-67 and Bcl-2, a
endometrial stimulus was observed, mainly in glandular cells, that even in
postmenopausal women with atrophic endometriums, may have some activity

that increases the risk of proliferative alterations.
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Figure 1. Percentage of cells expressed with estrogen receptor
in the stroma and gland according to its expression.
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Figure 2. Percentage of cells expressed with progestogenic
receptors in the stroma and gland according to its expression.
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Figure 4. Percentage of cells expressed with Bcl-2 in the
stroma and gland.
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Tables

Table 1. Expression of estrogen, progestogen, Bcl-2 and Ki-67 receptors in proliferative
endometrial samples

Case Age MP E2 FSH ER PR Bcl-2 Ki-67
EG EG EG %
1 52 12 41,9 61,5 4 5 5 7 3 7 15
2 52 48 10,5 81,3 7 7 7 7 0 7 70
3 61 120 8,5 63,2 7 7 6 7 0 6 30
4 50 48 54 49 7 7 7 7 5 6 50

ER: estrogen receptors; PR: progestogen receptors; G: gland; E: estroma;
MP: menopause period; E2: estradiol; FSH: follicle stimulating hormone

Table 2. Expression of the estrogen receptors in the stroma and in the glands

Expression
Receptor
negative weak moderate Intense
ER?® stroma 8(9,4) 10 (11,8) 18 (21,2) 49 (57,6)
ER gland 1(1,2) 4( 4,7) 15 (17,6) 65 (76,5)

®ER: estrogen receptors

Table 3. Expression of progestogenic receptors in the stroma and in endometrial glands

Expression
Receptor
negative weak moderate Intense
PR? stroma 21(24,7) 12(14,1) 27 (31,8) 25 (29,4)
PR gland 11 (13) 6( 7,0) 16 (18,8) 52 (61,2)

®PR: progestogenic receptors
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Abstract

Introduction: After menopause, there may exist a proportion of endometriums
with weak proliferative patterns, probably in response to a constant and low
estrogen stimulus. The endometrial proliferative lesions may be related to obesity
after menopause. The objective of this study was to evaluate the body mass
index (BMI) and to correlate the estrogen receptor (ER), progestogen receptor (PR),
cellular proliferation antigen (Ki-67) and apoptosis (Bcl-2). Methods: Study of a
cross section, with 85 post-menopausal women in the period from January to
December 2010. An endometrial sample was collected and the ER, PR, Ki-67
and Bcl-2 were evaluated, and correlated with BMI. Results: the overweight
and obesity indexes were 36.5% and 40% respectively. Great expression was
observed in the endometrial glands of the ER (94.1%) and PR (80%). The ER
and PR correlated with Ki-67 (p=0.0017 and p<0.0001) and Bcl-2 (p=0.0354 and
p=0.0427) respectively. No statistical correlation of any receptor with BMI was
found. Conclusion: There was a great tissue expression of the ER, PR, Ki-67
and Bcl-2, probably due to the continuous stimulus caused by synthesized
estrogens through peripheral conversion in the adipose tissue, considering that

the target population has presented a predominance of overweight and obesity.

Key words: Menopause, body mass index, steroid receptors, Ki-67 and Bcl-2.
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1. Introduction

Diseases like cancer and endometrial polyps after menopause have been
associated with many factors, among them obesity [1,2]. The mechanism
through which obesity causes the occurrence of these diseases has not yet
been totally clarified.

Although the endometrium after menopause is expected to be atrophied,
there is an yet undefined proportion of women whose endometrium, despite
seeming to be inactive, maintain a weak proliferative pattern, probably as a
response to a constant and low estrogen stimulus [3]. This persistent stimulus
may be a consequence of the peripheral conversion of androgens into estrogens
in the adipose tissue [4].

In a study carried out with polyps and adjacent endometriums, an inverse
correlation was observed between the body mass index (BMI) and estrogen
receptors in the endometrial glands [1]. Through these results, this study
proposes to evaluate the expression of estrogen (ER) and progestogen (PR), Ki-
67 and Bcl-2 receptors in the endometrium of post-menopausal women and
correlate the data with BMI.

2. Materials and methods

A study of a cross section of 85 post-menopausal women attended at the
Center for Integral Women Health (Caism) from the State University of
Campinas (Unicamp) and at the Municipal Hospital of Sdo José dos Campos, in
the period from January to December 2010. These women were indicated to
gynecological surgery for benign diseases. The ages of the women included in
this study ranged from 40 to 75 years. The study was approved by the Research
Ethics Committee of the Institution, and an informed consent was obtained from
all participants. Menopause was confirmed through a serum dosage of the
follicle stimulating hormone (FSH)>40 UI/L.

The correlation between ER, PR, Ki-67 and Bcl-2 and BMI was evaluated. Body
mass index was categorized as normal from 18.5-24.9; overweight from 25.0-29.9;
obesity Gl from 30.0-34.9; obesity Gll from 35.0-39.9; and obesity Glll 240.0.
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The endometrial tissue was collected during surgery and was properly prepared
according to standard techniques, and to carry out the immunohistochemistry
procedure, were used: primary monoclonal antibodies for ER (Dako® code M7047,
clone 1D5, dilution 1:250); PR (Dako® code M3569, clone PgR 636, dilution 1:500);
Bcl-2 (Biogen® code M887, dilution 1:200) and Ki-67 (Dako® code M7240, clone
MIB1, dilution 1:1000). After the slides were prepared, the same pathologist was
responsible for the reading and evaluation of all the fragments. The expressions of the
ER, PR and Bcl-2 were evaluated in the stroma and in the endometrial glands in
a semi-objective manner. Afterwards, they were categorized in accordance with
the number of stained endometrial cells, and classified as absent (0), positivity
until 25% (1), 26 to 50% (2), 51 to 75% (3), and over 76% (4). For cellular stained
intensity, it was classified as absent (0), staining slightly positive (1), moderately
positive (2) and strongly positive (3).

The sum of positivity and intensity points was carried out so, that for each
tissue segment, stroma and gland, the expression of the receptors was defined
as 0 (negative), 2 and 3 (weak), 4 and 5 (moderate) and 6 and 7 (intense).

The reading of the Ki-67 was carried out through a semi-objective
evaluation, according to the percentage of endometrial, stromal and glandular
cells which were stained.

The statistical analyses were carried out using Pearson’s correlation
index for dependent variables and their correlations, and Spearman’s correlation
index to determine the strength of the linear relation between the two variables,
having been considered a level of significance of 5%. The statistical software
from the SAS Institute Inc. (SAS/STAT Release 8.2, Cary NC, USA) was used.

3. Results

Eighty-five women were evaluated, with average age of 56.8 years
(SD=6.5 years) and an average menopause time of 81.5 months (SE=6.39
months). The average BMI was 29.2, with an overweight rate of 36.5% and obesity
Gl, 27%, Gll 9.4%, and Glll 3.6%.
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The ER and the PR were expressed in almost all samples on the glandular
portion and with smaller frequency in the stromal portion. In cases where intensity
was greater, there was prevalence of expression in the glandular portion, and when
the intensity was smaller the expression was greater in the stromal portion (Table 1).

There was no statistical correlation between BMI with the ER and PR
(Table 2). Although 75.3% of the samples presented positive expression for Ki-
67, the number of cells under mitosis rarely exceeded 10%. The expression of
the Ki-67 was greater in the glands than in the stroma (data not shown).

The expression of the receptors Bcl-2 was also present in almost all samples
(moderate and intense in 44.7% in the stroma and 65.9% in the glands), being
that the greater the intensity of the expression, the greater the participation of
the glandular component.

The expression of the ER was similar in several BMI categories (Fig. 2).
The same was observed in relation to the PR, Ki-67 and Bcl-2 (data not shown).
A statistical correlation was observed between ER and Ki-67 (p=0.0017) and
Bcl-2 (p=0.0354), and between PR and Ki-67 (p<0.0001) and Bcl-2 (p=0.0427)

(data not shown).

4. Discussion

No correlation between BMI and the analyzed receptors was found in this
study. However, when the distribution of these receptors was analyzed according to
BMI, it was observed that the percentage of positive cells increases proportionally, as
does the receptor expression in the tissue. This takes place in all BMI categories
in a similar manner, suggesting that this parameter may not be adequate to
evaluate endometrial alterations. At any rate, maybe a statistical correlation of
receptors was not found due to the high BMI of the women in the study.

High concentrations and intense expression of ER and PR were observed
in the atrophied endometrial samples. Evaluating the number of positive cells
and the intensity of the stain of the ER and RP, a direct relationship was formed
between them, suggesting that there is a common stimulus responsible for the both
the formation as well as the intensity and the boding capacity of the receptors. In
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fact, the ER are specific nuclear receptors which have the capacity to form new
receptors, depending on hormonal levels [8], in such a way that the ER and RP
expression, mainly in the glands, demonstrated that even in the atrophied
endometrium after menopause there may exist hormonal activity, not being
uncommon to find weak tissue proliferation in this phase [3]. This endometrial activity
after menopause was observed in obese women, many times asymptomatic [9],
possibly caused by the continuous effect of estrogens in the endometrium even
under levels considered low. In fact, not only the estrogen levels, but the extended
time of contact with the target tissue could promote the formation of new
endometrial receptors [8,10].

On the other hand, the high tissue expression of the RP does not correlate
with the hormonal state found after menopause, where no progestin action was
observed, being that the RP concentrations do not reflect the levels of circulating
progesterone [11]. The induction of formation of RP in the endometrial tissue is
mainly brought about through estrogen stimulation. This stimulus in the formation of
RP was demonstrated in a study which analyzed samples of atrophied endometrium,
which observed an increase in the expression of RP after administration of
vaginal estrogen [12].

We evaluated the endometrial cellular mitosis by Ki-67 antigen and
apoptosis by Bcl-2 protein and observed high expression of Ki-67, with 75,3%
positivity cells, mainly in the glandular compartment. However these cells presented
a small number of mitoses. It was observed that the Ki-67 as well as Bcl-2,
correlated themselves with the ER and PR, witch was also observed during the
menstrual cycle, were the expression of Bcl-2 and its location presented similar
variation and distribution to the ER and PR [13].

In the atrophied endometrium, the number of apoptotic cells is larger, with
smaller expression of Bcl-2 than in the proliferative endometrium [14]. In hormone-
responsive tissues, the estrogen stimulation increases cellular survival, allowing
through the Bcl-2 stimulation, increase the risk of malign transformation of cells [15].
Therefore, the cyclical alterations of apoptosis in a normal endometrium suggest
that the hormonal levels of estrogen and progesterone regulate the signs which
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result in apoptosis [15,16,17], being that the high expression of Bcl-2 found, even in
the atrophied endometrium, suggests estrogen stimulation.

In fact, the estradiol bonds itself to its receptor resulting in a proliferative
effect in the tissue and apoptosis inhibition by Bcl-2 [15]. Gompel et al. [1994)
observed that in the endometrial glands, all the cells presented positivity to Bcl-2, but
only some for Ki-67, so that the simultaneous expression for both proteins occurred
only in some cells. This study has determined that only 23.5% of the samples
presented expression for both proteins. The coexistence of the expression of
Bcl-2 and Ki-67 in the endometrium is not totally clarified, but in the menstrual cycle
the maximum simultaneous positivity for both proteins took place in the glandular
epithelium at the end of the proliferative phase [13], the period in which the
estrogen levels are at their highest.

After menopause it is common to find positive ER and RP in the atrophied
endometrium, however only the samples which contained some proliferative
activity presented positivity to Ki-67 [3].

Through the evaluation of ER, RP of the factor Ki-67 and Bcl-2, it was
observed that the continuous stimulus caused by the estrogens, even at low levels
[3], may exceed the stimulation action mainly in the glandular cells. No statistical
correlation was established between overweight and obesity with the expression
of endometrial receptors, however the high BMI found, associated with the great
tissue expression in steroid receptors, Ki-67 and Bcl-2, allows some inference

between obesity and endometrial stimulation after menopause.
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Figure 1. Percentage of cells with Bcl-2 expression in the
stroma and in the glands according to tissue distribution.
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Figure 2. Percentage of cells with estrogenic receptor expression
in the stroma and in the glands according to BMI* categories.
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Tables

Table 1. Expression of estrogen and progestogen receptors in the stroma and glands

Expression
Receptor
negative weak moderate Intense
ER?® stroma 8 (9,4) 10 (11,8) 18 (21,2) 49 (57,6)
ER gland 1(1,2) 4 (4,7) 15 (17,6) 65(76,5)
RP®stroma 21(24,7) 12(14,1) 27 (31,8) 25 (29,4)
RP gland 11 (13) 6 (7,0) 16 (18,8) 52 (61,2)

?ER: estrogen receptors
°RP: progestogen receptors

Table 2. Correlation between the expression of estrogen receptors (ER) and body mass

index (BMI) in the stroma and in the glands

ER* Stroma ER** Gland
BMI° n° w m [ n w m i
Normal 165) 2(10)  3(15)  14(70) 0 0 3(15)  17(85)
Overweight ~ 2(64) 4(129) 8(259) 17(548) 1(32) 3(97) 4(129) 23(742)
Obesity Gl 4(17.4) 3(13) 51,7 11478 143 143 5(21,7) 16(69,6)
Obesity Gl 2 (25) 0 1(125) 5(62,5) 0 0 1(125) 7(87.,5)
Obesity GIll  1(33,3) 0 1(333) 1(333) 0 0 2(66,6) 1(33,3)

*a (p= 0.2849), **a (p=0.6418)
®n=negative, w=weak, m=moderate, i=intense
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Abstract

Introduction: After menopause, gain weight and fat deposits distribution may be
altered, with predominance of abdominal fat. The abdominal fat has been correlated
with the surge of metabolic and neoplastic diseases. In the endometrium, proliferative
lesions precursors to cancer may be mediated by steroid endometrial receptors.
The objective of this study was to evaluate the association between steroids
receptors, proliferation and apoptosis factors and the presence of insulin resistance
(IR) in women after menopause. Methods: Study of a cross section, from
January to December 2010, with 85 postmenopausal Brazilian women. An
endometrial sample was collected and the estrogenic (ER) progestogenic (PR)
and insulin growth factor-1 (IGF-1R) receptors, Ki-67 and Bcl-2 were evaluated,
and were correlated with IR. Results: There was great expression in the
endometrial glands of the ER (94.1%), PR (80%) and IGF-1R (78.8%), and
correlation between the HOMA-IR index and the stromal ER (p=0.378) and PR
(p=0.0083). Correlation between ER and PR with Ki-67 and Bcl-2 (p<0.05) was
observed. Conclusion: The results obtained indicate that IR may stimulate the
expression of endometrial receptors, contributing to the increase of the risk of

endometrial proliferative diseases.

Key words: Menopause, insulin resistance, steroid receptors, Ki-67 and Bcl-2.
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Introduction

Obesity and overweight are a public health problem with elevated mortality
rate and are associated with several diseases [1,2]. After menopause, gain weight
and distribution of these fat deposits may be altered, with predominance of
abdominal fat deposits [3]. The abdominal fat is related to the surge of metabolic
and neoplastic diseases [4], and among the gynecological neoplasias, the most
frequent are breast and endometrium [5,6]. The proposed mechanisms to associate
obesity and the risk of cancer are controversial, and the most evident are related
to endocrinal and metabolic alterations promoted by the adipose tissue [7]. The
endocrinal factors are related with the production of estrogens resulting from the
conversion of androgens in the adipose tissue [8,9]. The metabolic effects are
related with hyperinsulemia, mediated by insulin growth factor (IGF-1) [7].

The endocrinal effects take place when, in the adipose tissue, mainly in the
abdominal region, androstenedione and testosterone are converted into estrone
and estradiol [10,11]. In obese and overweight women, there is a reduction of
the steroid hormone binding globulin (SHBG) [12], promoting an increase of free
estrogens and androgens.

The metabolic effects are a consequence to chronic hyperinsulinemia, which
bring about a reduction of the serum concentration of the IGF bonding protein-1
(IGFBP-1) and of the IGF bonding protein-2 (IGFBP-2), increasing the bioavailability
of free IGF-1 [6]. The IGF-1 exerts its action through IGF-1R, having been found
increased expression of IGF-1R in endometrial tumors [14]. After analysis of the
relation between estrogen receptor (ER) and IGF-1R, it was observed that in tumors
with positive ER the expression of the IGF-1R was greater than in tumors with negative
ERs [15]. After menopause, contrary to expectations, the endometrium may present
weak proliferative activity [16]. High expressions of the ER were found in the atrophied
endometrium [17] demonstrating that even in this period, there may be hormonal
stimulation, probably due to the continuous action of low estrogen levels [16].

Although the endometrium after menopause may present elevated
concentrations of ER, the proliferative capacity depends on the presence of the
protein Ki-67 [16]. The Ki-67 is a protein expressed in tissues with mitogenic
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activity, indicating tissue proliferation [18]. The increase in the expression of Ki-
67 is found during the proliferative phase of the normal menstrual cycle,
demonstrating dependent hormonal regulation [18].

During this phase, expression of Bcl-2 is also found, and this protein is related
with cellular apoptosis [16,19]. lts cyclical expression throughout the menstrual cycle
suggests that Bcl-2 alterations take place following hormonal variations, and
may exert important role in the surge of hormone-dependant tumors [19].

Several other factors are implied in endometrial response, but there still are
doubts in respect to the relationship among hormonal alterations, hyperinsulemia and
the risk of developing neoplasias, as well as the mechanisms involved in these
relationships. The objective of this study was to evaluate the factors related to
endometrial stimulation and cellular apoptosis, as well as the interaction of ER and
IGF-1R with the metabolic state of the women, and the mechanisms involved in
these relationships which may elevate the risk of developing endometrial neoplasias.

Materials and methods

This was a descriptive study of a cross section, carried out in the period
from January to December 2010 at the Center for Integral Women Health
(Caism) from the State University of Campinas (Unicamp) and at the Municipal
Hospital of Sdo José dos Campos. Postmenopausal women who were indicated to
gynecological surgery for benign diseases were invited to participate in this study.
The ages of the women included in this study ranged from 40 to 75 years, and
an informed consent was obtained from all participants. The study was approved
by the Research Ethics Committee of the Institution. Menopause was confirmed
through a serum dosage of the follicle stimulating hormone (FSH)>40 UI/L.

The correlation between the ER, progestogenic receptor (PR), IGF-1R,
Ki-67 and Bcl-2 with insulin resistance (IR) was evaluated using HOMA-IR index
and abdominal circumference (AC). The HOMA-IR index normal values are
below 2.7 [20] and AC below 88 cm [20].

The endometrial tissue sample was obtained at the moment of surgery in
a region without macroscopic lesions. It was properly prepared under standard
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techniques, and to carry out the imunohistochemistry procedure were used: primary
monoclonal antibodies for ER (Dako® code M7047, clone 1D5, dilution 1:250), PR
(Dako® code M3569, clone PgR 636, dilution 1:500) Receptor IGF-1 (Genetex®
USA GTX24065, dilution 1:15), Bcl-2 (Biogen® code M887, dilution 1:200) and
Ki-67 (Dako® code M7240, clone MIB 1, dilution 1:1000). After the slides were
prepared, the same pathologist was responsible for analyzing all the fragments
in an optic microscope under 400X magnification. The expression of the ER,
IGF-1R and Bcl-2 were evaluated in the stroma and in the endometrial cells in a
semi-objective manner. Afterwards, they were categorized as follows: the number of
stained endometrial cells was classified as absent (0); positivity until 25% (1);
positivity from 26-50% (2); positivity from 51-75% (3); and positivity above 76%
(4). The intensity of cellular staining was classified as absent (0); stain slightly
positive (1); moderately positive (2); and strongly positive (3).

The expression of the receptors in the tissues depends on the number of
positive cells and on the intensity in which they stain. The positivity and intensity was
analyzed, and the sum of these points was carried out so that for every tissue
segment, stroma and gland, the expression of the receptors was 0 (negative); 2 and
3 (weak); 4 and 5 (moderate), and 6 and 7 (intense). The readings were carried out
in semi-objective manner, according to the percentage of endometrial, stroma and
glandular cells which were stained after evaluation of all fields in all fragments,
with an optic microscope under 400X magnification.

A statistical analysis was carried out using Pearson’s correlation index for
dependent variables and their correlations, and Spearman’s correlation index to
determine the strength of the linear relation between two variables, having been
considered a level of significance of 5%. The statistical software from the SAS
Institute Inc. (SAS/STAT Release 8.2, Cary NC, USA) was used.

Results
A total of 85 women were evaluated. The average age was 56.8 years
(SD=6.5) and average menopause time of 81.5 months (EP=6.4). In the IR

Publicagées 63



analysis, there were 31 women (36.5%) with HOMA-IR index above 2.7. The
average HOMA-IR index was 3.6 (SE=6.5).

Analyzing the endometrial receptors, there was great expression of the
ER, PR, IGF-IR in the stroma as well as in the glands. When the tissue
expression of the ER was evaluated, it was observed that the cells were stained
in a moderate and intense manner in 78.8% in the stroma and in 92.2% in the
endometrial glands. They were negative or weakly stained in 21.2% of the
samples in the stroma and in 5.9% in the glands. The PR presented moderate
and intense expression in 61.2% in the stroma samples and 80% in the glands.
The PR expression was negative or weak in 38.8% in the stroma and 20% in the
glands. The ER and PR presented greater expression in the group with
enhanced HOMA-IR (Table 1), except for RE glandular expression.

Analyzing IGF-1R, moderate and intense expression was observed in 57.6%
in the stroma and in 78.8% in the glands, 42.4% of the stroma and 21.2% gland
samples presented negative or weak expression. In the proportion analysis of
positive cells, and stain intensity of the IGF-1R, in the stroma as well as in glandular
cells, it was observed that similar to the ER, the greater the positivity, the greater the
intensity of the stain (data not shown).

Similar to the ER, when the expression of the IGF-IR was negative, weak
or moderate, the stroma presented greater percentage of receptors; however,
when the IGF-IR expression was intense, the glandular cells presented a greater
percentage of receptors (data not shown). Correlation was found between the
levels of expression between IGF-1R and ER (p=0.025) in the stroma.

No statistical correlation was found in the IGF-1R with HOMA-IR
(p=0.7932), but correlation was observed with AC (p=0.0080) in the glands. The
glandular PR also correlated with AC (p=0.0261). Table 2 demonstrates the
correlations between RP, IGF-1R and AC.

Inverse correlation of the IGF-1R was observed with levels of serum
estrogen (p=0.0410) (r=-0.224) (data not shown).

In 75.3% of the samples, it was observed that the Ki-67 presented some

expression. However, even with positive expression, the number of cells under
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mitosis was rarely over 10%. The expression of the Ki-67 was greater in the
glands than in the stroma (Fig. 1).

Statistical correlation was observed between ER and Ki-67 (p=0.0253)
and Bcl-2 (p=0.0354), although weakly positive (r<0.5), and there was no
correlation between Ki-67 and IGF-1R (p=0.420).

Analyzing the stromal and glandular expression of Bcl-2, 44.7% of
moderate and intense expression was found in the stroma and 65.9% of
moderate and intense expression was found in the glandular cells. No significant
correlation was found between Bcl-2 and any other variable in this study.

Discussion

In this study, women after menopause with IR, evaluated through a
HOMA-1R index, presented greater endometrial expression of the ER and PR.
In the clinical evaluation through AC, correlation between the expressions of
glandular PR and IGF-1R was observed, suggesting that IR may bring about
endometrial stimulation. In the atrophied endometrium samples, there was high
concentration and intense expression of ER. Evaluating the number of positive
cells and the intensity of the stain of the ER, a direct correlation between them
was found, suggesting that the same stimulus is responsible for both the
formation as well as the intensity of the bonding capacity of the receptors.

The ER are specific nuclear receptors which have the capacity to promote
the formation of new ER related to hormonal factors, however, its activation is
independent of hormonal presence [22]. The high expressions of ER found in
the samples are probably caused by the continuous effect of the estrogens in
the endometrium, even in levels considered low.

During perimenopause there are changes in the pattern of fat deposits with an
increase of adipose tissue in the abdominal region [23,24]. This abdominal fat is
clinically evaluated through the measure of AC relates with hyperinsulinemia
interfering with hormonal production [12]. After menopause there is a persistent
androgen production for a few years, influenced by factors such as age and
weight. These androgens suffer peripheral conversion in the adipose tissue with
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estrogen formation (9). Similarly, obesity and hyperinsulinemia increase free
serum steroids due to the decrease of SHBG [12]. In fact, the SHBG levels
correlate with the levels of estrogens [3,12].

Not only the estrogen levels, but the extended time of exposure in the
target tissue could promote the formation of new endometrial receptors [24,26],
so that it is not uncommon to find weak proliferative activity in the atrophied
endometrium [16].

A great expression of IGF-1R was also observed mainly in the endometrial
cells, inversely to the serum levels of estradiol. It was demonstrated during a study
with postmenopausal women submitted to bilateral oophorectomy a significant
increase of IGF, suggesting that this increase is a result of hypoestrogenism [26].

When the IR is analyzed through the HOMA-IR index and AC, it was
observed that the expression of the IGF-1R only correlated with AC. However,
Papaxoinis et al. (2007), when evaluating IR markers did not find any isolated
marker associated with the increase of expression of the IGF-1R.

It was observed that the expression of the IGF-1R is also related with the
RE expression. In a study with neoplastic cells presenting positive ER, it was
observed that IGF-1R stimulation induces cellular proliferation [27]. Similarly, in
tumors with positive ER, the expression of the IGF-1R was greater than with
negative ER. In fact, the observation that the IGF-1R and the steroid receptors
presented similar expression suggests that there is a common regulator for
these receptors [15].

A combined and reciprocal action of estrogens and IGF-1 was observed
in order to promote mitogenic effects in the cells [13]. In tissues presenting ER
expression were observed anti-apoptotic effects of the IGF-1 and an increase of
the expression IGF-1R [27], so that the IGF-1 also may bring forth cellular
alterations such as mitogenesis, favoring tumor formation.

The cellular mitoses in the endometrium were evaluated through the use of
Ki-67 and cellular apoptosis through the protein Bcl-2, and it was observed in the
analyzed samples a high expression of the Ki-67 with 75.3% positivity, mainly in the
glandular cells. In spite of the high expression of the Ki-67, the percentage of cells
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under mitosis found in the tissue was small. It was observed that the Ki-67 as well as
the Bcl-2 correlated with the ER, but not with the IGF-1R. During the menstrual cycle
changes of expression of Bcl-2 were also observed, suggesting that its regulation is
mediated by the hormonal levels of estrogen and progesterone [28,29,30].

In the atrophied endometrium, the number of apoptotic cells is larger, with
smaller expression of the Bcl-2 than in the proliferative endometrium [31]. A greater
expression of Bcl-2 was found in the glands with more uniform positivity and cellular
staining, suggesting that the pattern of expression of the Bcl-2 in premenopause is
due to cyclical hormonal alterations which are not found after menopause.

In the endometrial hyperplasia and in the endometrial carcinoma the Bcl-2
expression is greater than in the proliferative endometrium [30,32]. In fact, the
estradiol bonds itself to its receptor, resulting in a proliferative effect in the tissue
and inhibition of apoptosis by Bcl-2 [30].

After menopause it is common to find positive ER in the atrophied
endometrium, however, only the samples containing some proliferative activity
presented positivity to Ki-67 [16]. The Bcl-2 is an important anti-apoptotic factor,
related to the susceptibility of cells to enter apoptosis, promoting a renewal of
endometrial cells [29]. In hormone-responsive tissues, the estrogen stimulation
increases cellular survival, allowing through Bcl-2 stimulation, an increase of the
risk of malign transformation of cells [30].

Through the evaluation of ER, IGF-1R and the Ki-67 factor and Bcl-2 and
their correlation with the insulin resistance indexes, we suggest that the
continuous stimulus caused by the estrogens, even at levels considered low
[16], associated with hyperinsulinemia, acted together in the endometrium,
perhaps causing its stimulation.
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Tables

Table 1. Correlation between HOMA-IR* index and the expression of estrogen and
progestogen receptors in the stroma and in endometrial glands.

HOMA-IR
Receptors <27 > 27
n % n %
ER Stromal®
Negative/weak 15 27,7 4 13
Moderate/intense 39 72,3 27 87
ER Glandular®
Negative/weak 4 7,4 2 6,5
Moderate/intense 50 92,6 29 93,5
PR Stromal®
Negative/weak 25 46,3 8 25,8
Moderate/intense 29 53,7 23 74,2
PR Glandular®
Negative/weak 15 27,8 2 6,5
Moderate/intense 39 72,2 29 93,5

*Homeostasis Model Assessment
2 p=0.0378, ® p=0.1932, ° p=0.0083, ° p=0.0101

Table 2. Correlation between abdominal circumference and progestogen receptors and
IGF-1R in the stroma and gland.

AC*
< 88 > 88
n % n %

PR Stromal®

Negative/weak 5 45,5 28 37,8

Moderate/intense 6 54,5 46 62,1
PR glandular®

Negative/weak 0 0 17 23

Moderate/intense 11 100 57 77
IGF-1R Stromal®

Negative/weak 5 45,5 31 42

Moderate/intense 6 54,5 43 58
IGF-1R glandular®

Negative/weak 2 18,2 16 21,6

Moderate/intense 9 81,8 58 78,4

*AC: Abdominal circumference, PR: progestational receptors
4=0.3518, °p=0.0261, °p=0.7932, “p=0.0080
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4. Discussao

Neste estudo observamos que mulheres com resisténcia insulinica (Rl) apds
a menopausa apresentam maior expressdao endometrial dos receptores
estrogénicos (RE), progestogénicos (RP) e fator de crescimento insulinéide (IGF-1),
independentemente do seu peso corporal ou indice de massa corporal (IMC). Os
RE, RP se correlacionaram com o indice HOMA-IR. A avaliagdo da RI através da
circunferéncia abdominal (CA) apresentou correlacdo com a expressao do RP e do
IGF-1R. Este estudo também evidenciou que a expressao dos RE e RP associaram-se
ao fator de proliferacéo celular Ki-67 e anti-apoptose Bcl-2, sugerindo que os fatores
responsaveis pela maior expressao destes receptores possam estar implicados na

perda da homeostase celular com aumento do risco de alteragdes proliferativas.

Foi observado que as mulheres apresentaram indices de sobrepeso e
obesidade aumentados. Foram encontrados 76,5% de mulheres com alteracdo do
IMC, em que o peso médio foi de 71kg. Altos indices de sobrepeso e obesidade
ap6s a menopausa também foram relatados por outros autores (2,9). Avaliando-se

mulheres antes e apdés a menopausa, De Lorenzi et al. (6), encontraram 63,7% de
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alteragbées no IMC, relacionado principalmente com a idade e ndo com o estado
menopausal. No entanto, outro estudo observou que a composicéo e distribuicao de
gordura corporal ndo se alteravam significativamente antes da menopausa, porém
apos a menopausa estes depdsitos de gordura aumentavam, independentemente
da idade da mulher, sugerindo que a deficiéncia estrogénica durante os anos da

perimenopausa seria o responsavel pelas altera¢cdes nos depositos de gordura (51).

Nao houve correlacdo estatistica entre o IMC, tempo de menopausa e idade
das mulheres, provavelmente pela amostra ser formada apenas por mulheres
apos a menopausa e com IMC elevados. Acreditamos que os achados relativos aos
altos IMC sejam decorrentes principalmente dos fatores hormonais relacionados ao
hipoestrogenismo. De fato, o estado hipoestrogénico interfere nos depdsitos de
gordura apds a menopausa (9). No entanto, devemos considerar que outros fatores,
além dos estritamente bioldgicos ligados ao processo de envelhecimento, também
podem interferir no ganho de peso ponderal, como diferengas no estilo de vida,

alimentacao e fatores psicossociais (6).

Avaliando o nivel estrogénico, foram encontrados 14 (16,4%) casos com
dosagem sérica de estradiol maior que 25pg/ml, mas sem correlagédo estatistica
com RI, obesidade ou alteragdes endometriais. A auséncia de correlagdo entre
0s niveis estrogénicos e a obesidade abdominal ap6s a menopausa também foi
observada por outros autores (16,39). Provavelmente o motivo pelo qual ndo se
encontrou correlacao estatistica entre os niveis de estradiol e obesidade seja pelos
baixos niveis estrogénicos apds a menopausa, associados aos altos IMC. Outro

fator € que a estrona é o principal estrogénio circulante ap6s a menopausa. Nao
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avaliamos a estrona sérica, pois ndo era objetivo deste estudo correlacionar os
receptores com niveis hormonais. A dosagem sérica de estradiol foi realizada com o

intuito de excluir da amostra as mulheres que ndo fossem menopausadas.

O mecanismo pelo qual ocorre produgao estrogénica apés a menopausa
envolve a metabolizagdo dos androgénios no tecido adiposo. Apdés a menopausa
ocorre a persisténcia da produgdo androgénica por alguns anos, proveniente
principalmente do estroma ovariano, mas também das glandulas suprarrenais. Estes
androgénios sofrem aromatizagdo nos adipocitos com formagao de estrogénios (21)
que sdo transportados, conjugados a proteina SHBG (25). A obesidade e a
hiperinsulinemia, por sua vez, diminuem a SHBG sérica, aumentando os androgénios
e estrogénios livres na circulagédo (25). Os estrogénios, sob a forma livre, vao
promover acao tecidual pela atuacdo em células-alvo, através da ligacdo aos seus
receptores. O aumento dos androgénios livres atua diretamente nos depdsitos
de gordura, modificando o metabolismo e a diferenciacdo dos adipdcitos. (9,25),

levando ao aumento dos depdsitos de gordura abdominal (9).

Por outro lado, o hipoestrogenismo durante a perimenopausa também
determina mudanca no padrao dos depdsitos de gordura, ocasionando aumento do
tecido adiposo, com predominio no acumulo de gordura abdominal e consequente
diminuicdo da massa magra corporal (15,51). Clinicamente estes depdsitos
manifestam-se através do aumento da CA (52), de forma que as mulheres,
apds a menopausa, apresentam porcentagem de gordura abdominal maior do

que na pré-menopausa (2,9).
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Utilizamos a CA para avaliar a gordura abdominal, pois esta medida, além de
servir como preditor clinico da R, apresenta maior correlagdo com a gordura visceral
do que o IMC isolado (53). Nao houve correlagdo estatistica entre CA e IMC. Nas
mulheres com IMC superior a 25 encontrou-se 93,5% de CA alterada, mas também
observamos que mesmo nas mulheres com IMC normal, mais da metade (55%) dos
casos apresentavam alteragcdo na CA, demonstrando altos indices de obesidade
abdominal. Provavelmente ndo se encontrou correlagéo entre CA e IMC devido ao
grande numero de mulheres com sobrepeso, obesidade e alteragées das CA.
Raskin et al. (2) também observaram predominio do tecido adiposo abdominal

em mulheres apds a menopausa, independente da associagdo com obesidade.

Foi realizada a avaliacao laboratorial da Rl através do indice HOMA-IR.
Encontramos porcentagem maior de mulheres com alteracdo na CA do que com
indice HOMA-IR alterado. Esta divergéncia encontrada entre a CA e o indice
HOMA-IR deve-se a dificuldade de, na pratica, realizar diagnostico de Rl e da
predominancia do sobrepeso e obesidade da amostra estudada, uma vez que a

obesidade ¢é o principal responsavel pela Rl em mulheres apds a menopausa (52).

Varios fatores interferem no indice HOMA-IR, entre eles a reagcdo cruzada
com pro-insulina (54), hemolise (55) e o numero de amostras sanguineas coletadas
(56). Sugere-se que os niveis séricos de glicose também podem interferir no
indice HOMA-IR. Na amostra deste estudo obtivemos 28 (33%) mulheres com
glicemia sérica alterada; no entanto, ndo as excluimos, pois em estudo realizado
comparando-se a sensibilidade insulinica através do clamp glicémico e HOMA-

IR, observou-se forte correlacdo com a consisténcia dos resultados nos varios
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grupos estudados, mulheres e homens, jovens e idosos, obesos e ndo obesos,

diabéticos e n&o diabéticos (54).

O indice HOMA-IR ¢ significativamente maior em individuos com obesidade
abdominal, elevacéo da trigliceridemia e aumento da glicemia (57). Apesar da
metabolizacdo da glicose sanguinea poder ser influenciada pela gordura visceral
apds a menopausa, a Rl pode nédo estar presente em mulheres obesas, o que
refletiia a heterogenicidade da obesidade, que poderia ser decorrente de um
efeito hormonal (27). De fato, o nivel estrogénico pode promover efeito benéfico

na sensibilidade tecidual a insulina (58).

s

E comum assumir, portanto, que a Rl ocorre em mulheres com obesidade
associada a Sindrome Metabdlica (SM) (52,57). Nao apenas a obesidade, mas
a redistribuicdo dos depdsitos de gordura ap6s a menopausa predispée ao
desenvolvimento de SM (52). Nao investigamos a ocorréncia de SM. Correlacionamos
os receptores endometriais apenas com a R, pois ndo era interesse deste estudo
associar as altera¢cdes endometriais a outras alteracées metabdlicas. No entanto,
ap0s a menopausa, ocorre claramente aumento da prevaléncia da SM associado as
alteracbes hormonais, sendo que alguns autores indicam terapia hormonal com

estrogénio devido ao beneficio na reducao de diversos parametros metabdlicos (58).

Na avaliagéo histologica endometrial, encontramos apenas quatro amostras
com caracteristicas proliferativas. Nao excluimos estas amostras, pois eram de
mulheres com confirmacao clinica e laboratorial da menopausa. Oitenta e uma

amostras apresentaram atrofia endometrial, sem relacéo estatisica com os niveis
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estrogénicos encontrados. Observamos nas amostras endometriais atroficas, altas
concentragdes e intensa expressédo dos RE e RP sem diferencga estatistica em

relacdo as amostras com proliferagéo, provavelmente devido a seu pequeno numero.

Avaliando o numero de células positivas e a intensidade da coloragéo
dos RE e RP encontramos relagéo direta entre elas, sugerindo que exista um
mesmo estimulo responsavel tanto pela formacédo quanto pela intensidade da

capacidade de ligacao dos receptores.

Os RE e RP sao receptores nucleares especificos que fazem parte da
superfamilia dos receptores esteroidicos (41). Os RE possuem a magnitude da sua
atividade baseada em regides especificas do gene. A formacao de novos RE (59) e
sua concentracdo (22) parece estar relacionada a autorregulacdo dependente de

fatores hormonais; entretanto sua ativagao independe da presenca hormonal (59).

Observamos uma expressdo moderada e intensa para os RE em 78,8%
das amostras no estroma e 94,1% nas glandulas, sugerindo que mesmo no
endométrio atréfico exista atividade hormonal apds a menopausa, ndo sendo

incomum encontrar, nesta fase, atividade proliferativa fraca (42).

Para os RP encontramos expressao endometrial moderada e intensa em
60,2% das amostras no estroma e 80% nas glandulas. Esta alta expresséao tecidual
dos RP nao condiz com o estado hormonal encontrado apés a menopausa, onde
nao se observa acéo progestacional. De fato, a concentracdo dos RP nao reflete os
niveis de progesterona circulante (43,44). A inducdo da formagao dos RP no

tecido endometrial decorre principalmente da estimulacéo estrogénica. Este estimulo
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na formacdo de RP foi demonstrado em estudo que analisou amostras de
endométrio atréfico observando aumento da expressao de RP apds a administragéo

de estrogénio vaginal (43).

Observamos que para os RE e RP as células glandulares apresentam uma
expressao mais intensa do que as células estromais, sugerindo que as células
glandulares apresentam maior resposta ao estimulo estrogénico do que as
células estromais. De fato, quando a expressao dos receptores no tecido é mais
intensa, as células glandulares apresentam maior porcentagem de positividade
que as estromais. Esta maior expressao glandular dos RE e RP também foram

observadas em polipos e no endométrio adjacente em outros estudos (60,61).

As altas expressdes dos RE e RP encontrada nas amostras, possivelmente
sao causadas pelo efeito continuo dos estrogénios no endométrio, mesmo em niveis
considerados baixos (42). Nao somente 0s niveis estrogénicos, mas também o
tempo prolongado de acao no tecido-alvo poderia promover a formacao de novos
receptores endometriais (22,59), sendo comum apds a menopausa presenca de
altas concentracoes de RE e RP, mesmo nas amostras endometriais com

atrofia ou com atividade proliferativa leve (42).

Nao encontramos correlacdo entre RE e RP com IMC, no entanto a
associacao entre obesidade e alteracoes endometriais foi demonstrada por
Gouveia et al. (62) em estudo onde analisando mulheres assintomaticas apos a
menopausa, encontrou 40,4% de alteragbes endometriais. Observamos, no

entanto, correlacao dos receptores esterdides com indice HOMA-IR, sugerindo que
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nas mulheres apds a menopausa a resisténcia insulinica teria maior expressao nas
alteragbes endometriais do que o sobrepeso e a obesidade isolados. Provavelmente
nao encontramos correlagdo entre os receptores esterdides e o IMC devido

altos indices de sobrepeso e obesidade das mulheres.

Observamos expressao do IGF-1R moderada e intensa em 57,6% no
estroma e 78,8% nas glandulas. Da mesma forma que para os RE e RP, quando a
expressao dos receptores € intensa, a porcentagem de células positivas € maior
nas glandulas do que no estroma. Esta distribuicdo dos IGF-1R também foi
relatada por outros autores, que observaram no endométrio atréfico altos graus
de positividade para IGF-IR, no entanto com maior expressao estromal (63).
Encontramos neste estudo correlacdao entre os IGF-1R com os RE e RP,

sugerindo influencia hormonal na formacao destes receptores.

No ciclo menstrual nédo foi evidenciada diferenga no numero de IGF-1R
durante as diferentes fases do ciclo, apesar de ocorrer aumento do IGF-1
durante a fase secretora. Provavelmente a¢cées hormonais da progesterona
nesta fase ocasionam alteracdo do IGFBP, reduzindo a biodisponibilidade do

IGF-1 de forma a manter os niveis do IGF-IR (64).

Em tumores in vitro, os IGFs sao conhecidos por serem potentes
mitogénicos, porém em amostras de carcinoma endometrial foram encontrados
baixos niveis de IGF e expressdao aumentada de IGF-1R, sugerindo que no
carcinoma endometrial precedido pela hiperplasia adenomatose possa existir

estado de hiperestrogenismo (65). Outros estudos também demonstraram
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maior expressao dos IGF-1R no tecido neoplasico endometrial do que no

hiperplasico ou normal (36,66).

Esta relagao entre estrogénio e IGF-1, foi demonstrada em tumores de
mama onde se observou que os estrogénios e os IGF-1 agem de forma conjunta e
reciproca promovendo efeitos mitogénicos nas células (27). Evidenciou-se que
a expressao do IGF-1R esta relacionada também a expressdo dos RE, de
forma que em células neoplasicas apresentando RE positivos a estimulacao do
IGF-1R sempre induz a proliferagcéao celular (67). Observou-se que em tumores
com RE postitivos, a expressdo do IGF-1R foi maior do que com RE negativo.
Os niveis de IGF-1R em tumores RP positivos também foram maiores do que
RP negativos, no entanto ndo significativos (68). De fato a observagéo de que os
IGF-1R e os receptores esterdides apresentam expressdo semelhante sugere

que exista um regulador comum para estes receptores (68).

Nao encontramos correlagédo estatistica do IGF-1R com o IMC. No entanto
guando analisamos a distribuicdo destes receptores conforme o IMC observamos
gue a porcentagem de células positivas aumenta conforme aumenta a expressao do
receptor tecidual. Este aumento, entretanto ocorre para todas as categorizacdes
do IMC de forma semelhante, sugerindo que este parametro ndo seja adequado
para avaliacdo das alteragcdes endometriais. Por outro lado, foi demonstrado

que o IGF-1 pode estar aumentado no tecido adiposo (68).

Quando analisamos a resisténcia insulinica através do indice HOMA-IR e

CA, observamos que a expressao dos IGF-1R apenas se correlacionou com a
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CA. Entretanto, Papaxoinis et al (65) avaliando marcadores de Rl nao
encontraram nenhum marcador isolado associado ao aumento da expressao do
IGF-1R. Mesmo sem correlagao estatistica entre o IGF-IR e HOMA-IR e também
entre RE e CA, podemos observar um padrao de expressdo semelhante para todos
os receptores, onde a porcentagem de células com receptor positivo aumenta
conforme o aumento da expressao do receptor no tecido, independentemente

do indice HOMA-IR.

Os niveis séricos de insulina aumentados ficaram evidentes apés a
menopausa em mulheres com CA aumentada. Também se observou correlagao
entre os niveis de SHBG e as medidas antropométricas em mulheres apds a
menopausa, porém nao na pré-menopausa (25). De fato, a hiperinsulinemia
promove diminuicdo sérica da SHBG proporcionando maior biodisponibilidade
de esterdides livres (25). O aumento nos niveis séricos de estrogénios interfere
na producédo de IGF-1. Observou-se que a administracdo de estrogénios orais
apds a menopausa diminui os niveis séricos de IGF-1 (69,70). Neste estudo
encontramos correlagdo inversa entre os niveis séricos de estradiol e a
expressao tecidual dos IGF-1R. Esta relagdo foi demonstrada em estudo que
avaliou mulheres ap6s a menopausa submetidas a ooforectomia bilateral, que
apresentaram aumento significativo de IGF, sugerindo que este aumento seja
decorrente do hipoestrogenismo (71). Os hormdnios esterbdides exercem acao
hepatica, de forma que a remog¢ao dos ovarios ocasiona estado hipoestrogénico
com liberacdo do efeito supressivo sobre o figado levando a uma maior

producao de IGF1 (71).
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O IGF-1 se relaciona a alteragdes proliferativas celulares mediadas pela
hiperinsulinemia (26) que podem ser responsaveis ou adjuvantes ao desenvolvimento
de neoplasias (52). Apds a menopausa a hiperinsulinemia crénica pode promover
tumorgénese em tecidos estrogénios sensiveis (12). Ainda ndo esté claro se os
niveis circulatérios de IGF-1 possam refletir a hiperinsulinemia (27), mas a
hiperinsulinemia crénica diminui a concentragcédo sérica da proteina 1 de ligacédo
IGF (IGFBP-1) e proteina 2 de ligagdo IGF (IGFBP-2) ocasionando maior
biodisponibilidade do IGF-1 livre (12). O IGF-1 pode ocasionar altera¢des celulares
como mitogénese e anti-apoptose, o que pode favorecer a formagao tumoral (12).
De fato, a expressdo tecidual dos IGF-1R é significativamente maior nas

neoplasias dos individuos com RI (65).

Avaliamos as mitoses celulares no endométrio através do antigeno Ki-67
e a apoptose celular através da proteina Bcl-2 e observamos nas amostras
estudadas a alta expresséo do Ki-67 com positividade para 75,3%, principalmente
nas células glandulares; no entanto estas células apresentaram pequeno numero de
mitoses. Observamos que tanto o Ki-67 como o Bcl-2 correlacionaram-se com
RE e RP, mas ndo com os IGF-1R. A correlacao entre RE, IGF-1R e IGF-1 foi
demonstrada em outro estudo que observou que em tecido com expressédo de RE
existiam efeitos anti-apoptéticos do IGF-1 e 0 aumento da expressao do IGF-1R
(67). Encontramos correlagdo na expressao entre os RE e IGF-1R; no entanto,

nao observamos nos tecidos com expressao IGF-1R o aumento dos Bcl-2.

As variagoes nas expressdes do Ki-67 e Bcl-2 sofrem interferéncia

hormonal e podem ser observadas durante o ciclo menstrual. O Ki-67 apresenta
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expressdao maxima no final da fase proliferativa, quando os niveis séricos de
estrogénio apresentam-se elevados. Durante a fase lutea a expressao € maior nas
células estromais (49). A intensidade na coloracdo do Bcl-2 também aumenta
gradativamente, atingindo sua expressdao maxima no final da fase folicular (49).
Desaparece do epitélio glandular no momento em que aparecem caracteristicas
secretoras, persiste assim até o final do ciclo sugerindo que a expressao do Bcl-
2 possa ser inibida pela progesterona. No estroma ocorre manutencdo da

coloragao, porém fraca até as altera¢des de deciduacao endometrial (49).

Quando as glandulas ficam positivas para Bcl-2 todas as células estdo
coradas, sugerindo estrito controle da expresséo do Bcl-2 nas células das glandulas.
No estroma ndo se observou variagdo na expressao do Bcl-2 durante as diversas
fases do ciclo menstrual (49). Portanto, as alteragdes ciclicas da apoptose no
endomeétrio normal sugerem que 0s niveis hormonais de estrogénio e progesterona

regulam os sinais que resultam na apoptose (72,73,74).

No endométrio atréfico o numero de células apoptoéticas € maior, com
menor expressao do Bcl-2 do que no endométrio proliferativo (75). Encontramos no
endométrio atréfico maior expressao do Bcl-2 nas glandulas com positividade e
intensidade de coloragéo celular mais uniforme, sugerindo que o padrdao da
expressdao do Bcl-2 na menacme deve-se as alteragdes ciclicas hormonais,

diferentemente do que ocorre apds a menopausa.

Na hiperplasia endometrial e no carcinoma endometrial a expresséo do

Bcl-2 é maior do que no endométrio proliferativo (73,76). No entanto, foi
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observada maior expressdo do Bcl-2 no endométrio hiperplasico do que no
carcinoma endometrial, sugerindo que o estrogénio € o hormdnio que atuaria

primeiramente na modulagédo da expressao do Bcl-2 (73).

Encontramos correlacdo entre os RE, RP e Bcl-2. Isto também foi
demonstrado em mulheres com Sindrome do Ovario Policistico que apresentaram
expressao elevada de REa associada a alta expresséo Bcl-2 (Maliqueo et al.,
2003). De fato, o estradiol liga-se ao seu receptor resultando em efeito proliferativo
no tecido e inibicdo da apoptose pelo Bcl-2 (73). Portanto, os horménios
ovarianos possuem papel regulador sobre a proteina Bcl-2, correlacionando-se

com receptores esterdides (73).

Ap6s a menopausa € comum encontrarmos RE e RP positivos no
endométrio atréfico. No entanto, apenas as amostras contendo alguma atividade
proliferativa apresentam positividade para Ki-67 (42). Gompel et al. (49)
observaram que nas glandulas todas as células apresentaram positividade para
Bcl-2, mas apenas algumas para Ki-67, de forma que a expressao simultanea para
as duas proteinas ocorria somente em algumas células. Encontramos neste estudo
apenas 23,5% das amostras com expressao para as duas proteinas, demonstrando

estrita relacdo entre os mecanismos de proliferacao e morte celular.

O Bcl-2 é importante fator anti-apoptético relacionado a susceptibilidade das
células entrarem em apoptose, proporcionado renovagao das células endometriais

(74). Em tecidos responsivos a horménios, a estimulagdo hormonal, principalmente
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pelo estrogénio, aumenta a sobrevida celular possibilitando, atraves da estimulacéao

do Bcl-2, aumento do risco de transformacao maligna das células (73).

A avaliacdo da obesidade através do IMC ndo se mostrou eficaz na
identificagao de alteragcdes endometriais, sendo que a medida da circunferéncia
abdominal e o indice HOMA-IR apresentaram melhor correlagdo com os receptores
endometriais, sugerindo que a avaliagéo da Rl € importante na determinacao do

risco para alteragdes proliferativas endometriais.

Através da avaliacdo dos RE, RP, IGF-1R e dos fatores Ki-67 e Bcl-2
observamos que o estimulo continuo causado pelos estrogénios, mesmo em
niveis baixos (42), associado a hiperinsulinemia decorrente da obesidade visceral,
atuam conjuntamente no endométrio e exercem importante acdo estimulatéria

principalmente nas células glandulares, podendo ocasionar sua estimulagao.

Estas alteragdes metabodlicas e hormonais sabidamente exarcebadas pela
adiposidade visceral, consoante aos altos indices de sobrepeso e obesidade
populacional, demonstram ser imperiosa a instituicdo de politicas publicas e
mudancas de habitos para alterar este panorama de altos indices de sobrepeso

e obesidade.
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5. Conclusoes

Houve expressdo dos RE, RP, IGF-1R, Ki-67 e Bcl-2 no endométrio de

mulheres apds a menopausa, principalmente no compartimento glandular.

Houve correlagdo da expressao dos RE, RP com os fatores Ki-67 e Bcl-2 nas
células estromais e glandulares do endométrio de mulheres ap6s a menopausa.
N&o houve correlacéo entre os IGF-1R e os fatores Ki-67 e Bcl-2 nas células

endometriais.

N&o houve correlacéo entre o IMC e a expressao dos RE, RP, IGF-1R, Ki-67

e Bcl-2 nas células endometriais.

Apds a menopausa, houve correlacdo estatistica entre os RE, RP endometriais
com a RI avaliada através do indice HOMA-IR. A medida da CA
correlacionou-se com os RP e IGF-1R. Nao houve correlacdo estatistica

entre os fatores Ki-67 e Bcl-2 com os indices de resiténcia insulinica avaliados.
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7. Anexos

7.1. Anexo 1 - Sujeitos e Métodos

7.1.1. Desenho do estudo

Foi realizado um estudo de corte transversal (Fletcher et al. 1996).

7.1.2. Tamanho amostral

Para o calculo do tamanho da amostra, estudou-se a intensidade e

positividade dos RE no endométrio de mulheres obesas e ndo obesas, pois

estes receptores se caracterizam por apresentarem grande expressao tecidual

(Belisiario et al., 2006). Foram observadas as seguintes proporcoes:

Tabela 1. Distribuicao da Intensidade segundo obesidade

Endométrio
Nao Obesa

n % n %
Intensidade RE
1 9 56.3 6 26.1
2 5 31.3 10 43.5
3 2 12.5 7 30.4
Total 16 23
Positividade RE
0 1 6.3 2 8.7
1 3 18.8 10 43.5
2 10 62.5 7 30.4
3 2 12.5 4 17.4
Total 16 23
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Considerando-se um nivel de significancia de 5%, um poder do teste de

76,6%, e a férmula para comparacdes de proporcoes, proposta por Pocok (1987),

com base nos dados da tabela 8, estimou-se um tamanho amostral de 85 mulheres.

7.1.3. Variaveis

7.1.3.1 Variaveis dependentes

= Receptor estrogénico e de progesterona — Proteinas nucleares especificas,

que fazem parte da superfamilia dos receptores esteroidicos (Speroff,
1999; Utsunomiya et al., 2000), localizados no interior das células-alvo,
tém capacidade de modular as repostas hormonais estrogénicas
e de progesterona (Brentani e Feldamn, 1995). Positividade 0 a 4,

intensidade 0 a 3.

Receptor IGF-1 — Polipeptideo, receptor de membrana, encontrados
em varios tecidos, capaz de agir via enddcrina, paracrina e autdcrina
na estimulacado de crescimento de tumores (Lawrence et al., 2007).
Positividade 0 a 4, intensidade 0 a 3.

= Antigeno Ki-67 — Proteina indicadora de atividade proliferativa celular

expressa em tecidos com atividade mitogénica (Taylor et al., 2003).
Porcentagem.

Bcl-2 — (B-cell lymphoma/leukemia-2) — Proto-oncogene relacionado a
regulacdo da apoptose celular, expressa a diminuicdo da morte celular
(Gompel et al., 1994). Positividade 0 a 4, intensidade 0 a 3.

7.1.3.2 Variaveis independentes

= ndice de massa corporal — relagdo entre o peso em quilogramas e o

quadrado da altura em metros (kg/m?), medida através de uma balanca
e de régua antropométrica (Olefsky et al., 1992). <18,5 baixo peso,
18,5 — 24,9 peso normal, 25,0 — 29,9 sobrepeso, 30,0 — 34,9, obesidade
Gl, 35 — 39,9 obesidade Gll, = 40,0 obesidade Glll.
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= Resisténcia tecidual insulinica — Determinada através da medida do nivel
sanguineo de insulina, estimado pelo indice HOMA-IR (Homeostasis
Model Assessment), definido como produto da insulina sérica em jejum
(mU/L) pela glicemia em jejum (mmol/L) dividido por 22,5 (Brochu et
al., 2000). Positivo (>2,7) e negativo (<2,7).

7.1.3.3 Variaveis de Controle

= Circunferéncia abdominal — Medida realizada através de fita métrica,
escala milimétrica, na porcdo média localizada entre a borda inferior
da ultima costela e a borda superior da crista iliaca (Ross et al.,
2002). Centimetros.

» |dade da mulher — numero de anos completos, entre a data de
nascimento apresentado no registro geral (RG) da mulher e a data da

entrevista: 40 a 75.

= Tempo de menopausa — tempo em meses transcorrido entre a data da
ltima menstruacao e a data da entrevista (Bossemeyer, 1999): Meses.

7.1.4. Selecao dos Sujeitos

Foram selecionadas mulheres apés a menopausa internadas no Centro
de Atencao Integral a Saude da Mulher (Caism) da Universidade Estadual de
Campinas (Unicamp) e do Hospital Municipal de Sao José dos Campos, Dr.
José de Carvalho Florence, que tinham indicagdo de realizagdo de cirurgia
ginecoldégica por doenca benigna. Esta selecdo foi realizada conforme a
demanda cirargica de cada servico. As mulheres foram convidadas ainda na
enfermaria, previamente ao procedimento cirargico, a participar do estudo. A
todas elas foi aplicado um chek-list (Anexo Ill) para verificar se as possiveis
participantes cumpriam os critérios de inclusdo. As que cumpriam estes critérios

foram convidadas a participar do estudo.
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7.1.5. Critérios de inclusao
» Tempo de menopausa inferior a 15 anos

» Auséncia de tratamento anterior com horménios ha pelo menos seis

meses

» Presenca de utero

7.1.6. Critérios de exclusao
= Alteracdes hiperplasicas ou cancer endometrial
= Material insuficiente em todas as amostras endometriais

= Uso anterior de Tamoxifeno

7.1.7. Técnicas, testes e exames

As mulheres selecionadas para participar do estudo encontravam-se em
estado de menopausa diagnosticada clinicamente, pelo tempo de amenorrréia,
e confirmado laboratorialmente através da dosagem sérica do hormdnio foliculo-
estimulante (FSH) e estradiol, em sangue venoso periférico através de ensaio
imunofluorométrico. O sangue coletado foi imediatamente centrifugado por 15
minutos e extraido 0,5ml de soro para cada exame, que ficou armazenado a
temperatura de 2°C a 8°C até sua realizacdo. Quando a previsao para realizagao
dos exames foi em periodo superior a 24hs, a amostra do soro foi congelada a
temperatura de -20°C, para que nao perdesse as caracteristicas fisicas e quimicas.
Foi considerado parametro laboratorial para menopausa a dosagem sérica do
FSH superior a 40 UI/L e estradiol inferior a 25 pg/ml.

O indice antropométrico utilizado para expressar a proporcionalidade
corporal foi o indice de massa corporal (IMC). O IMC é atualmente o método
utilizado pela Organizagdo Mundial da Saude (World Health Organization, 2011)
para classificar a obesidade, devido a sua correlacdo com a morbimortalidade. A
medida da altura das mulheres foi realizada através de régua antropométrica de
2,00m com escala de 0,5cm. O peso foi adquirido previamente ao procedimento
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cirargico em balanca mecanica Welmy®, com capacidade para 150Kg e divisées
de 100g. Foi solicitado que as mulheres utilizassem apenas avental de uso
hospitalar, subissem na balanca sem sapatos, com pés paralelos, peso distribuido
em ambos os pés e bracgos relaxados ao lado do corpo. O procedimento foi
realizado duas vezes e quando ocorreram divergéncias nas medidas, superior a

escala de precisdo da balanca, foi realizada a terceira medida.

A resisténcia tecidual a insulina foi determinada através da dosagem
sérica de glicemia e insulina em jejum, na mesma amostra sanguinea utilizada
para dosagem hormonal. O indice HOMA-IR foi utilizado para calculo da resisténcia
tecidual a insulina (Chu et al., 2006). Foi considerado alterado o indice HOMA-

IR superior a 2,7 (Geloneze et al., 2009).

A circunferéncia abdominal foi obtida utilizando-se fita métrica inelastica, em
escala milimétrica. A medida foi realizada com a mulher em posicao ereta, com os
bragos relaxados e os pés juntos, abdome relaxado e sem tensdo. A medida foi
feita passando-se a fita métrica horizontalmente ao plano do chéo, pelo ponto
médio entre a ultima costela e a crista iliaca antero-superior (Ross et al., 2002),
diretamente sobre a pele, com tensao suficiente para que a fita ficasse ajustada
firmemente em torno da parte do corpo a ser medida, sem enrugar a pele e nem
comprimir os tecidos subcutéaneos. A medida foi realizada duas vezes e repetida
nos casos em que houve diferenga superior a um centimetro. Foram considerados

normais os valores inferiores a 88cm (Ross et al., 2002).

A cirurgia proposta para a mulher foi realizada conforme o protocolo de
cada servico. Durante a cirurgia foi obtido da peca cirurgica um fragmento
endometrial sdo, de aproximadamente 0,2cm a 0,5cm.

O material obtido foi identificado imediatamente e introduzido em
recipiente contendo solugéo tamponada de formol a 10%. Apos periodo de 12 a
24hs, o material foi retirado da solucao de formol e colocado em recipiente contendo
alcool a 80%. O material foi encaminhado ao Laboratorio de Investigagdo em
Patologia Molecular do Centro de Investigacdo em Pediatria (Ciped) da Unicamp. O

material foi preparado conforme as técnicas habituais, com desidratacdo da peca
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em alcool etilico em gradientes crescentes de 50%, 80% e 100%. Posteriormente, a
diafanizacao feita em trés banhos de Xilol, e apos, foi realizada impregnacao em
parafina. Apds os blocos de parafina devidamente preparados, foram realizados
cortes através de um micrétomo na espessura de 4um. Estes cortes foram fixados
em laminas previamente lavadas e desengorduradasm, tratadas em solugao
organoselano a 4% em acetona (3-aminopropil-trietoxi-siliano- Sigma. Cod 3648). As
laminas com os cortes foram colocadas em estufa a 110°C e, apds, deixadas em
temperatura ambiente por 30 minutos. A seguir foi realizada a coloragao pela
hematoxilina e eosina para realizacdo da histologia.

Para realizagdo da imuno-histoquimica foram utilizados anticorpos
monoclonais primarios para RE (Dako® céd. M7047, clone 1 D5, diluicdo
1:250), RP (Dako® céd. M3569, clone PgR 636, diluicao 1:500), Receptor IGF-1
(Genetex® - USA GTX24065, diluicao 1:15), Bcl-2 (Biogen® cdd. M887, diluicao
1:200) e Ki-67(Dako® céd M7240, clone MIB 1, diluigdo 1:1000). As diluicdes
foram realizadas com BSA (soro albumina bovino).

As seccoes ja preparadas foram desparafinadas colocando-se as laminas na
estufa a 110°C por 60 minutos. Posteriormente foi colocado Xilol | na estufa a 110°C
por 30 minutos e realizadas varias lavagens. Em seguida foram realizadas varias
lavagens utilizando xilol Il e lll & temperatura ambiente. A seguir, as mesmas foram
hidratadas em alcool etilico gradiente decrescente de 80% e 50% e lavadas em
agua corrente e destiladas por 5 minutos. A atividade da peroxidase enddgena foi
bloqueada com trés banhos de H2O, a 10%, com duracao de trés minutos cada,
seguidos de lavagem em &gua corrente por 5 minutos e passado em HxO,
destilado. Para recuperacdo antigénica foi utilizada panela a vapor T-fal® por 30
minutos a 95°C, com o objetivo de evidenciar antigenos. As laminas foram imersas
em tampao citrato de sédio, pH 6,0, durante 30 minutos a 95°C, e, em seguida,
lavadas em agua corrente e destilada e colocados em PBS. Apds esta etapa os
cortes foram incubados em camara Umida com anticorpo primario especifico overnight
a 4°C. Apos a incubagdo com anticorpo primario, as laminas passaram por trés
lavagens em PBS sob agitacdo, com 5 minutos de duracéao cada lavagem, e secadas
em papel filtro. Apds foram incubadas em camara umida com sistema Advanced.

104 Anexos



Terminada a incubacédo, foram realizadas trés lavagens com PBS sob
agitacdo. Para a revelacdo da reacao foi utilizado substrato cromogénico, a solu¢ao
DAB liquido (3-3'- Diaminobenzidina, Dako®, cod. K3467) durante cinco minutos a
37°C. Apbs, as laminas foram lavadas em agua corrente e destilada e contracorado
com hematoxilina de Mayer durante 30 segundos, passado em agua amoniacal 1%,
lavado em agua corrente por 5 minutos. A seguir as laminas foram desidratadas em
banhos de alcool etilico em concentracdes crescentes e diafanizadas em trés banhos
de xilol. Apéds, foram montadas com laminulas e resina Entellan® (Merck).

Apds as laminas preparadas, a leitura foi realizada pelo mesmo patologista
avaliando todos os fragmentos em microscépio com aumento maior de 400X.
As expressoes dos RE, RP, IGF-1R e Bcl-2 foram avaliadas no estroma e nas
glandulas endometriais de forma semi-objetiva. Apés, foram categorizadas da

seguinte forma. Para o numero de células endometriais coradas classificou-se:

Tabela 2. Categorizacao da porcentagem de células positivas

0 Auséncia

1 Positividade até 25%

2 Positividade de 26 a 50%
3 Positividade de 51 a 75%
4 Positividade acima de 76%

Para intensidade da coloracao celular classificou-se:

Tabela 3. Categorizacao da intensidade da coloracao dos receptores

0 Auséncia

1 Coloragao fracamente positiva

2 Coloracao de moderada intensidade
3 Coloracgéao fortemente positiva

A expressao dos receptores nos tecidos depende do numero de células

positivas e da intensidade com que estas células se coram. Classificamos em
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positividade e intensidade, e realizamos o somatério dos pontos de forma que para
cada segmento tecidual, estroma e glandula, a expressao dos receptores foi de 0
(negativo), 2 e 3 (fraco), 4 e 5 (moderado), 6 e 7 (intenso). Consideramos entao trés
avaliagdes da expressao tecidual do receptor. Primeira, a relagdo entre positividade e
intensidade da coloracéo do receptor. Segunda, a expressao do receptor em relacéo
ao compartimento estromal e glandular e terceiro a porcentagem de células

com receptor expresso no estroma e nas glandulas.

Para a leitura do Ki-67 foi realizada avaliagdo semi-objetiva, conforme a
porcentagem de células endometriais estromais e glandulares que se coraram
apds avaliacdo de todos os campos de todos os fragmentos, em microscopio

com aumento de 400X.

Figura 1-2. Fragmento de tecido endometrial mostrando expressao
intensa dos RE. Aumento de 200 e 400x microscopia 6ptica.

Figura 3-4. Fragmento de tecido endometrial mostrando expresséo
moderada e intensa dos RP. Aumento de 200x microscopia éptica.
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Figura 5-6. Fragmento de tecido endometrial mostrando expresséao fraca
e intensa dos IGF-1R. Aumento de 200 e 400x microscopia Optica.

Figura 7-8. Fragmento de tecido endometrial mostrando expressdo moderada
e intensa dos Bcl-2. Aumento de 200 e 400x microscopia 6ptica.

Figura 9-10. Fragmento de tecido endometrial mostrando expresséo
intensa do Ki-67. Aumento de 200 e 400x microscopia optica.
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7.1.8. Instrumentos para coleta de dados

Foi utilizado um formulario desenhado especificamente para este estudo
(Anexo V), previamente testado no Ambulatorio de especialidades Caism,
através de entrevista realizada pelo pesquisador responsavel.

7.1.9. Coleta de dados

Os dados gerais, bem como os especificos, foram obtidos através de
entrevista individual, realizada pelo pesquisador responsavel no servico ambulatorial
do Caism e do Hospital Municipal Dr. José de Carvalho Florence, e registrado no
formulario especifico (Anexo V). Outras informagdes como peso, altura e medidas
corporais também foram obtidas pelo pesquisador responsavel. Apds a entrevista
inicial, as mulheres que aceitaram participar da pesquisa foram submetidas a coleta
de amostra sanguinea para obtencdo das dosagens séricas de FSH, estradiol,
glicemia e insulina. Esta coleta foi feita em jejum no momento da vendclise
necessaria para realizagao da cirurgia. A cirurgia proposta foi realizada conforme
protocolo do servigo. A amostra endometrial foi obtida no momento da cirurgia,
tomando-se o cuidado da aquisicao de um fragmento tecidual normal, contra-
lateral a lesdo endometrial. Os resultados das andlises imuno-histoquimicas dos

fragmentos endometriais foram informados no formulario (Anexo V).

7.1.10. Processamento e analise dos dados

Os dados coletados nas fichas, apds cuidadosa revisao, foram registrados
em um programa de banco de dados através de dupla digitacdo utilizando-se o

software do Microsoft® Excel, versao 7.0.

As caracteristicas descritivas da amostra foram comparadas utilizando-se
teste qui-quadrado. Os estudos das medidas segundo as variaveis dependentes
e suas correlagdes foram feitos utilizando-se o indice de correlagdo de Pearson,
avaliando-se a forga da relagéo linear e entre duas variaveis através do indice
de correlacdo de Spearman. Foi utilizado nivel de significancia de 5%. Foi

realizada regressao logistica multivariada com critério de sele¢ao de variaveis
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Stepwise, onde as variaveis dependentes foram IMC, CA e HOMA-IR e as
independentes a expressao dos RE, RP, IGF-1R e Bcl-2.

7.1.11. Aspectos éticos

As mulheres aceitas para participar do estudo foram selecionadas
considerando-se que as mesmas deveriam ser submetidas ao procedimento
cirurgico por patologia benigna ginecolégica, como histerectomia abdominal,
histerectomia vaginal, polipectomia ou curetagem uterina. A retirada de um
fragmento do endométrio destas mulheres nao ocasionou qualquer tipo de prejuizo
ou risco adicional, pois foi obtido no mesmo tempo cirargico a qual foi submetida,
procedimento este de rotina nos servicos do Departamento de Ginecologia e
Obstetricia em que foram realizados. As amostras sanguineas foram adquiridas no
momento da vendclise necessaria para realizagdo do procedimento cirdrgico,

desta forma também n&o houve desconforto adicional para a paciente.

Foi preservado o anonimato das mulheres, tendo acesso aos resultados
obtidos apenas o pesquisador principal. Nao houve remuneragéo financeira para as
mulheres que participaram do estudo.

O Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo V) foi obtido pelo pesquisador
principal no momento da entrevista na enfermaria, antes da realizacdo da cirurgia,
em duas vias, sendo ambas assinadas pelo pesquisador principal e pela mulher
que participou do estudo, de forma que uma via ficou com a mesma.

Este estudo obteve aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da FCM
da Unicamp, sob parecer n? 905/2009, e foi registrado na Comissao Nacional
de Etica em Pesquisa — CONEP, sob n2 0700.0.146.000-09. Foram obedecidos
os preceitos da resolucdo 196/96 do Ministério da Saude (Brasil, 1996). Foram
cumpridos os principios enunciados na Declaragdo de Helsinki, emenda de
Edimburgo, Escécia, em outubro de 2000 para pesquisas biomédicas envolvendo
seres humanos (World Medical Association, 2000).
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7.2. Anexo 2 — Resultados

Noventa mulheres foram selecionadas para entrar no estudo, 5 foram
excluidas por falta de material histolégico adequado, sendo que 85 participaram
do estudo. A idade média das mulheres foi de 56,8 anos, com tempo médio de
menopausa de 81,5 meses (EP=6,39). O peso médio das mulheres foi 71kg
(DP=12), com IMC médio de 29,3 (DP=5,2). Setenta e quatro (87%) mulheres
apresentaram medidas de circunferéncia abdominal acima do ideal, com
valores médios de 100,6 cm (DP=11,0). As caracteristicas desta amostra estao
dispostas na Tabela 4.

TABELA 4. Distribuicao das mulheres segundo idade, tempo de menopausa, peso,
IMC* e CA**

Média Desvio-padrao Minimo Maximo Mediana
Idade 56,8 6,5 41,0 72 56
Tempo menopausa 81,5 58 12,0 288 72
Peso 71 12 45,2 104 69
IMC 29,3 5,2 20,6 44 28,6
CA 100,6 11,0 78 124 99,5

*IMC (Kg/cm2)= indice de massa corporal
** CA (cm) = circunferéncia abdominal

A andlise hormonal confirmou o estado menopausal. Os valores médios
de FSH foram de 65,0Ul/lL (DP=29,0) e os niveis séricos de estradiol
apresentaram média de 14,8 pg/ml (DP=12,96). Quatorze mulheres (16,4%)
apresentaram niveis séricos de estradiol aumentados, com valores superiores a
25pg/ml, contudo todas estas mulheres apresentavam niveis de FSH sérico e
tempo de menopausa, que confirmaram o estado menopausal.

O indice de massa corporal (IMC) caracterizou-se por apresentar uma
prevaléncia maior de sobrepeso e obesidade. Quarenta por cento das mulheres

apresentaram algum grau de obesidade (Tabela 5).
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TABELA 5. Distribuicao das mulheres apés a menopausa de acordo com o IMC

IMC n %
Peso normal (IMC 18,5 — 24,9) 20 23,5
Sobrepeso (IMC 25 — 29,9) 31 36,5
Obesidade Gl (IMC 30 — 34,9) 23 27
Obesidade Gll (IMC 35 - 39,9) 8 9,4
Obesidade GllI (IMC >40) 3 3,6
Total 85 100
*IMC (Kg/cm2)= = indice de massa corporal

Obtivemos apenas 11 (13%) mulheres com CA menor que 88cm, sendo
que nenhuma destas apresentava obesidade. No entanto, todas as mulheres
com algum grau de obesidade apresentaram alteragéo na CA.

Nas mulheres com IMC superior a 25, encontramos 93,5% com medida da
circunferéncia abdominal superior a 88cm. Mesmo entre as mulheres com peso
normal, 55% apresentaram alteracdao na CA, o que pode refletir neste grupo os
elevados indices de obesidade visceral. Nao houve correlacdo entre a CA e

HOMA-IR com a idade ou com o tempo de menopausa.

Avaliando-se a glicemia foi observado que 28 mulheres (33%) apresentaram
glicemia aumentada, sendo que a média foi de 109mg/dl (DP=38,4). A insulina
sérica média foi de 11,7uU/mL (DP=12,0). O HOMA-IR calculado obteve média
de 3,6 (DP=6,0) e mediana 2,0, apresentando-se alterado em 31 (36,5%)
mulheres. A Tabela 6 mostra a correlacao entre IMC, CA e HOMA-IR.

TABELA 6. Distribuicao das mulheres segundo o IMC, CA e HOMA-IR

IMC CA HOMA-IR
n (%) n (%)

<88 >88 <27 > 27
Peso normal (IMC 18,5 — 24,9) 9 (45) 11 (55) 16 (80) 4 (20)
Sobrepeso (IMC 25 — 29,9) 2 (6,5) 29 (93,5) 21 (67,7) 10 (32,3)
Obesidade Gl (IMC 30 — 34,9) 0 23 (100) 10 (43,5) 13 (56,5)
Obesidade Gll (IMC 35 — 39,9) 0 8 (100) 6 (75) 2 (25)
Obesidade GlllI (IMC >40) 0 3 (100) 1 (33,3) 2 (66,6)
Total 11 (13) 74 (87) 54(63,5) 31 (36,5)
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Trinta mulheres (40,5%) com CA acima do normal apresentaram HOMA-IR
acima de 2,7. No grupo com CA normal apenas uma mulher (9,1%) apresentou
indice de HOMA-IR acima de 2,7.

A histologia endometrial apresentou quatro amostras com caracteristicas
proliferativas (Tabela 7). Oitenta e uma (95,3%) amostras apresentaram atrofia
endometrial. Na analise dos receptores endometriais observamos grande
expressdo dos RE, RP e IGF-IR tanto no estroma como nas glandulas, como

também nas amostras com proliferagdo como nas atroficas.

TABELA 7. Expressao dos receptores estrogénicos, progestogénicos, Bcl-2 e Ki-
67 nas amotras endometriais proliferativas

[dade TM E2 FSH RE RP Bel-2 Ki-67

EG E G EG %

1 52 12 41,9 61,5 4 5 57 3 7 15
2 52 48 10,5 81,3 77 77 0 7 70
3 61 120 8,5 63,2 77 6 7 0 6 30
4 50 48 54 49 77 77 56 50

RE: receptores estrogénicos, RP: receptores progestogénicos, G: glandular, E: estromal
TM: tempo menopausa, E2: estradiol, FSH: horménio foliculo estimulante

Analisando a expressao dos RE e RP em relacdo ao numero de células
positivas e a intensidade com que estas células coram no estroma e nas glandulas
endometriais, observamos que quanto maior a positividade de células maior a
intensidade da sua coloracdo, mostrando que a intensidade esta diretamente
relacionada ao numero de células positivas (Tabela 8).
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Tabela 8. Expressao dos RE e RP segundo positividade e intensidade no

estroma e glandula

Receptores Intensidade Positividade
n (%) n (%)
0 1 2 3 0 1 2 3 4

REestroma ~ 9(106) 11(13) 23(27) 41(48) 9(106) 447 11(13) 18(21,1) 42(494)
RE glandula 1 (1,8) 8(94) 28(33) 47(853) 1(1.8) 2(23) 3(35 14(164) 64(753)
Total 10(29) 19(56) 51(15 88(259) 10(29) 6(1,7) 14(41) 32(94) 106(31,1)
RPestroma  21(24,7) 18(21,1) 28(33) 17(20) 21(24,7) 6(1,7) 11(13) 22(259) 24 (282
RPglandula  11(13)  11(13) 29(34,1) 33(388) 11(13) 1(1,8) 7(82) 11(13) 54(63,5)
Total 32(94) 29(85) 57(16,7) 50(14,7) 32(94) 7(20) 18(53) 33(9,7) 78(23)

Quando avaliamos a expressao tecidual dos RE e dos RP, observamos

que nos RE as células coram de forma moderada e intensa em 78,8% no

estroma e em 94,1% nas glandulas endometriais. Foram negativas ou coraram-

se fracamente 21,2% das amostras no estroma e 5,9% nas glandulas.

Portanto, quando a expressao dos RE foi intensa, as células glandulares

apresentaram maior porcentagem de receptores expressos do que no estroma.

Por outro lado, quando a expressao dos RE foi negativa, fraca ou moderada as

células estromais apresentaram maior porcentagem de receptores expressos

do que as glandulares (Figura 11).
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FIGURA 11. Porcentagem de células expressas com RE no estroma e glandula de

acordo com sua expressao.
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Os RP apresentaram expressdo moderada e intensa em 61,2% das
amostras no estroma e 80% nas glandulas. A expressao dos RP foi negativa ou

fraca em 38,8% no estroma e 20% nas glandulas.

Da mesma forma que os RE, quando a expressao dos RP foi intensa as
células glandulares apresentaram maior porcentagem de receptores que as células
estromais. Quando a expressdo dos RP foi negativa, fraca ou moderada,

prevaleceram as células estromais (Figura 12).
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FIGURA 12. Porcentagem de células expressas com RP no estroma e glandula de
acordo com sua expressao.

Observamos, portanto, que a expressado dos RE e RP variam segundo
padrao semelhante que sugere um mesmo estimulo para os dois receptores.

N&o houve correlacao entre a idade, tempo de menopausa, peso e IMC
com os RE e RP. Os RE estromais apresentaram correlacdo com estradiol
(p=0.0213), insulina (p=0.0494) e HOMA-IR (p=0,0378), porém nao foi observada
correlagdo com a CA (p=0,0719). A Tabela 9 mostra a correlagéo entre RE, CA
e HOMA-IR.
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TABELA 9. Correlacao entre expressao dos receptores estrogénicos,
circunferéncia abdominal e HOMA-IR no estroma e na glandula

RE Estroma*

RE Glandula**

***n f m i n f m I
CA* <88 0 3(72) 1(9,00 7(63,6) 0 1(9) 2(18) 8 (73)
CA>88 8(10,8) 7(9,5) 17(23) 42(56,7) 1(13,5) 3(4) 13(17,6) 57 (77)
HOMA-IR°<2,7  7(13,2) 6(11,3) 11(20,7) 29(54,7) 1(1,8) 3(55) 9(16,4) 42(76,3)
HOMA-IR >2,7 1(3,1) 4(12,5) 7(21,9) 20 (62,5) 0 1(33) 6(20) 23(76,7)

*a(p=0,0719), **a(p=0,7309), **b(p=0,0378) **b(p=0,1932)
***n — negativo, f — fraco, m — moderado, i - intenso

Quando categorizamos a CA, observamos que conforme ocorre o seu

aumento também aumenta a expressio dos receptores, tanto no estroma como

nas glandulas. Porém, observamos que a porcentagem de células com

expressao tecidual aumenta de maneira indenpendente da CA (Figura 13).
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FIGURA 13. Porcentagem de células expressas com RE no estroma e glandula de
acordo com a circunferéncia abdominal.

Analisando o IMC nao observamos correlacao estatistica com os RE. A

Tabela 10 mostra a distribuicdo dos RE conforme o IMC.
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TABELA 10. Correlacao entre expressao dos receptores estrogénicos e IMC no
estroma e na glandula

RE* Estroma

RE** Glandula

Imc?® *n f m i n F m i

Peso normal 1 (5) 2(10) 3(15) 14 (70) 0 0 3(15) 17 (85)
Soprepeso 2(6,4) 4(12,9) 8(25,9) 17(54,8) 1(3,2) 3(9,7) 4(129) 23(74,2)
Obesidade GI 4 (17,4) 3(13) 5(21,7) 11(47.8) 1(43) 1(43) 5(21,7) 16(69,6)
Obesidade GIl 2 (25) 0 1(12,5) 5 (62,5) 0 0 1(125) 7 (87,5)
Obesidade Glll  1(33,3) 0 1(33,3) 1(33,3) 0 0 2(66,6) 1(33,3)

*a (p= 0,2849), **a (p=0,6418)
*n — negativo, f — fraco, m — moderado, i - intenso

Também observamos uma porcentagem de células com expressao maior

dos RE no estroma e nas glandulas, tanto nas mulheres com peso normal

quanto nas com sobrepeso e obesidade. Com excecao a obesidade Glll nas

glandulas. A figura 14 mostra esta distribuicdo no estroma e nas glandulas.
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FIGURA 14. Porcentagem de células expressas com RE no estroma e glandula de
acordo com IMC.
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Os RP também apresentaram, tanto no estroma como nas glandulas,
correlacdo com a insulina (p=0,0039 e 0,0126) e HOMA-IR (p=0,0083 e 0,0034)

respectivamente. No entanto, também apresentaram correlagcao significativa

para a CA (p=0,017) (Tabela 11).

TABELA 11. Correlacao entre expressao dos receptores progestogénicos,
circunferéncia abdominal e HOMA-IR no estroma e na glandula

RP* Estroma

RP** Glandula

*n f m i n F m i
CA"<88 5 (45,5) 0 3(27,3) 3(27,3) 0 0 2(18,1) 9(81,9)
CA > 88 16 (21,6) 12 (16,2) 24 (32,4) 22 (29,7) 11(14,8) 6(8,1) 14 (19) 43 (58,1)
HOMA-IR® <2,7 17(31,5) 8(14,8) 15(27,7) 14(26) 10(18,5) 5(9,2) 10(18,5) 29 (53,7)
HOMA-IR>27 4(13)  4(13) 12(38,6) 11(354) 1(3,2) 1(3,2) 6(194) 23(74,2)

*a (p=0,038) **a (p=0,017) *b (p=0,0083) **b (p=0,0034)
*n — negativo, f — fraco, m — moderado, i - intenso

Analisando o IMC, nao observamos correlacao com os RP. A distribuicao

dos receptores em relagdo a sua expressao, conforme o IMC pode ser

observada na Tabela 12.

TABELA 12. Correlacao entre expressao dos receptores progestogénicos e IMC
no estroma e na glandula

RP* Estroma

RP** Glandula

imc? *n f m i n F m i

Pesonormal  5(26,4) 2(10,5) 5(26,3) 7(36,8) 3(15) 0 5(25) 12 (60)
Soprepeso 6(19,4) 8(258) 9(29) 8(258) 6(187) 4(125) 5(156) 17 (53,1)
Obesidade GI  7(29,2) 1(4,2) 11(458) 5(20,8) 4(16) 2(8)  4(16)  15(60)
Obesidade GII  2(25) 1(12,5) 2(25) 3(37.,5) 0 0 1(14,3) 6 (85,7)
Obesidade GIll 1 (25) 0 0 2 (75) 0 0 1(33,3) 2(66,6)

*a (p=0,3518) **a (p=0,7448)
*n — negativo, f — fraco, m — moderado, i - intenso
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Também encontramos porcentagem de células com expressdo maior dos
RP, tanto no estroma como nas glandulas para todas as categorizagdes do

IMC, com excec¢ao a obesidade Gl no estroma (Figura 15).
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FIGURA 15. Porcentagem de células expressas com RP no estroma e glandula de
acordo com IMC.

Na analise dos receptores de IGF-1 observamos expressdo moderada e
intensa em 57,6% no estroma e em 78,8% nas glandulas endometriais. No
estroma 42,4% e nas glandulas 21,2% das amostras foram negativas ou

apresentaram expressao fraca.

Ao analisar a propor¢ao de células positivas e sua intensidade na coloragao
dos IGF-1R, tanto no estroma como nas células glandulares endometriais,
observamos da mesma forma que para os RE e RP, que quanto maior a
positividade maior a intensidade da coloracdao. Quando a expressao do IGF-
IR é negativa, fraca ou moderada, o estroma apresenta maior porcentagem de
receptores, no entanto quando a expressao dos IGF-IR é intensa, as células

glandulares apresentam maior porcentagem de receptores (Figura 16).
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FIGURA 16. Porcentagem de células expressas com IGF-1R no estroma e glandula
de acordo com sua expressao.

Encontramos correlacédo entre os niveis de expressao dos IGF-1R e RE
(p=0,0258) e RP (p=0,002).

Observamos correlagéo inversa entre IGF-1R na glandula e os niveis de
estrogénio sérico (p=0.0410) (r=-0,224) e relacao direta com a CA. Nao foi

encontrada correlacao estatistica entre IGF-1R e HOMA-IR (Tabela 13).

TABELA 13. Correlacao entre expressao dos receptores IGF-Il, circunferéncia
abdominal e HOMA-IR no estroma e na glandula

IGF-1R* Estroma IGF-1R** Glandula
*n f m i n F m i
CA® <88 4 (36,3) 1(9,1) 2(18,2) 4(36,4) 0 2(18,2) 5(45,4) 4(36,4)
CA > 88 21(28,4) 10(13,5) 17(23) 26 (35,1) 16 (21,6) 0 10 (13,5) 48 (64,9)
HOMA-IR°<2,7 15(27,8) 9(16,6) 9(16,6) 21(38,9) 9(16,6) 2(3,7) 11(20,4) 32(59,2)
HOMA-IR>2,7 9 (29) 3(9,6) 8(259) 11(355) 7(22,6) 0 3(9,6) 21(67,8)

*a (p=0,0080) **a (p=0,0189)*b (p=0,7932) **b (p=0,9656)
*n — negativo, f — fraco, m — moderado, i - intenso
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Analisando a correlagéo entre IGF-1R e HOMA-IR observamos padrao
na distribuicdo dos receptores onde o aumento da porcentagem de células

expressas no tecido independe do indice HOMA-IR (Figura 17).
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FIGURA 17. Porcentagem de células expressas com IGF-1R no estroma e glandula
de acordo com HOMA-IR.

A expressao dos IGF-IR também nao mostrou qualquer relacdo com o IMC,
resultados semelhantes aos apresentados no RE e RP, conforme Tabela 14.

Tabela 14. Correlacao entre expressao dos receptores IGF-1 e IMC no estroma e

na glandula
IGF-1R* Estroma IGF-1R** Glandula

Imc? *n f m i n f m i
Peso normal 6(31,6) 2(10,5) 4(21,00 7(36,8 4(20) 1 (5) 5 (25) 10 (50)
Soprepeso 8(25) 5(156) 10(31,2) 9(28,1) 5(156) 1(3,1) 7(21,9 19(59,4)
Obesidade GI  7(31,8) 3(13,6) 3(13,6) 9(41) 5(17,4) 0 3(13) 15 (70)
Obesidade GIl 3 (37,5) 1(12,5) 0 4 (50) 1(12,5) 0 0 7 (87,5)
Obesidade Glll 1 (33,3) 0 1(33,3) 1(33,3) 1(50) 0 0 1 (50)

*a (p=0,9445) **a (p=0,1294)
*n — negativo, f — fraco, m — moderado, i - intenso
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Da mesma forma que para os RE e RP, também observamos uma
porcentagem maior de células expressando IGR-1R tanto no estroma como nas
glandulas, independente do IMC. A Figura 18 mostra esta distribuicdo no

estroma e nas glandulas.
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FIGURA 18. Porcentagem de células expressas com IGF-1R no estroma e glandula
de acordo com IMC.

Sessenta e quatro (75,3%) amostras apresentaram expressao para Ki-
67, sendo maior nas glandulas do que no estroma. Apenas vinte e uma (24,7%)
amostras nao apresentaram expressao. Apesar da alta expressao do Ki-67 no
tecido endometrial, 0 numero de células com mitose raramente foi superior a
10% (Figura 19).
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FIGURA 19. Porcentagem de células expressas com Ki-67 no estroma e glandula.

Observamos correlacao estatistica entre Ki-67, RE, RP e Bcl-2, apesar
de fracamente positiva com (r<0,5). Nao encontramos correlagdo entre Ki-67

com nenhuma outra variavel estudada (Tabela 15).

TABELA 15. Correlacao entre Ki-67 e RE, RP e Bcl-2 no estroma e glandula

Ki-67 estroma Ki-67 glandula
p-valor r p-valor r
RE estroma 0,0291 0,240 0,0244 0,247
RE glandula 0,0017 0,338 0,0253 0,244
RP estroma 0,0040 0,311 0,0039 0,312
RP glandula 0,0003 0,388 <.0001 0,436
Blc-2 estroma 0,0004 0,375 0,0004 0,377
Bcl-2 glandula 0,0003 0,384 <.0001 0,419

Analisando os receptores estromais e glandulares do Bcl-2 encontramos
447% de expressdo moderada e intensa no estroma e 65,9% de expressao
moderada nas células glandulares. Observamos que a porcentagem de receptores no
estroma é maior quando a expressao € negativa ou fraca. Quando a intensidade da
expressao € moderada ou intensa, ocorre uma porcentagem maior de receptores

localizados nas glandulas endometriais (Figura 20).
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FIGURA 20. Porcentagem de células expressas com Bcl-2 no estroma e glandula.

Os receptores Bcl-2 correlacionaram-se com RE (p=0,0354), RP (p=0,0427)

e Ki-67 (p=0,0409). Nao encontramos correlacédo significativa dos receptores
Bcl-2 com IMC (p=0,6184, indice HOMA-IR (p=0,4581) ou CA (p=0,8871).

A figura abaixo exemplifica a expressao dos diversos receptores

endometriais (Figura 21).
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FIGURA 21. Correlacdo das expressdes dos receptores endometriais
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7.3. Anexo 3 - Check List

AVALIACAO DE RECEPTORES ESTEROIDES ENDOMETRIAIS, KI-67 E
BCL-2 E SUAS CORRELACOES COM IMC E RESISTENCIA INSULINICA

EM MULHERES APOS A MENOPAUSA

Estou realizando um estudo onde apdés a sua cirurgia, devera ser retirado

um pouco de tecido do endométrio, onde sera feito algumas anélises. Caso a

senhora esteja interessada em participar deste estudo € necessario responder a

algumas perguntas:

1) Qual a sua idade?

2) Ha quanto tempo ndo menstrua

3) Quanto tempo nao toma hormonio

4) A senhora ja retirou o utero

5) A senhora ja teve alteragdao no endométrio

6) A senhora ja teve que usar Tamoxifeno

40 a 70 anos
> 1 ano e < 15anos

> Seis meses
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7.4. Anexo 4 - Ficha de Coleta de Dados
AVALIACAO DE RECEPTORES ESTEROIDES ENDOMETRIAIS, KI-67 E
BCL-2 E SUAS CORRELACOES COM IMC E RESISTENCIA INSULINICA
EM MULHERES APOS A MENOPAUSA
Registro OO
DADOS GERAIS
Data AT
Idade (anos) HIN
Altura (cm) 1]
Peso (Kg) IR
indice de massa corporal (cm?/Kg) (0) <249
(I) 25-29,9
(1) 30-39,9
(1) >40
Circunferéncia abdominal M cm
Tempo de menopausa (I meses

RESULTADO DOS EXAMES LABORATORIAIS

Estrogénio nn
FSH (1
Glicemia mININ
Insulinemia (1
HOMA-IR HININ]

RESULTADOS DA IMUNOHISTOQUIMICA

Proporcéo de células positivas nos nucleos das células glandulares e das células estromais

RECEPTORES CELULAS ESTROMAIS CELULAS GLANDULARES
ESTROGENIO (0) auséncia (0) auséncia
(1) até 25% células (1) até 25% células
(2) <25 e >50% (2) <25 e >50%
(3) >50 e <75% (3) >50 e <75%
(4) >75% (4) >75%
PROGESTERONA (0) auséncia (0) auséncia
(1) até 25% células (1) até 25% células
(2) <25 e >50% (2) <25 e >50%
(3) >50 e <75% (3) >50 e <75%
(4) >75% (4) >75%
IGF-1 (0) auséncia (0) auséncia
(1) até 25% células (1) até 25% células
(2) <25 e >50% (2) <25 e >50%
(3) >50 e <75% (3) >50 e <75%
(4) >75% (4) >75%

Anexos 125




Ki-67

Bcl-2

auséncia

até 25% células
<25 e >50%
>50 e <75%
>75°/o

— ~— ~— ~— —

(

(0) auséncia

(1) até 25% células
(2) <25 e >50%

(3) >50 e <75%

(4) >75%

Intensidade da coloracdo nuclear

fracamente positiva
moderada intensidade

0
1
2
3) forte intensidade

fracamente positiva
moderada intensidade

0
1
2
3) forte intensidade

RECEPTORES CELULAS ESTROMAIS CELULAS GLANDULARES

ESTROGENIO (0) auséncia de coloragéao (0) auséncia de coloragéao
(1) fracamente positiva (1) fracamente positiva
(2) moderada intensidade (2) moderada intensidade
(3) forte intensidade (3) forte intensidade

PROGESTERONA (0) auséncia de coloragéao (0) auséncia de coloragéao
(1) fracamente positiva (1) fracamente positiva
(2) moderada intensidade (2) moderada intensidade
(3) forte intensidade (3) forte intensidade

IGF-1 (0) auséncia de coloragéao (0) auséncia de coloragéao
(1) fracamente positiva (1) fracamente positiva
(2) moderada intensidade (2) moderada intensidade
(3) forte intensidade (3) forte intensidade

Ki-67 (T )% (. )%

Bcl-2 (0) auséncia de coloragéao (0) auséncia de coloragéao
( (
( (
( (

— ~— ~— —

— ~— ~— —

IDENTIFICACAO

Prontuario I

Nome

Endereco

Cidade

Telefone [

CEP [NHMME
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7.5. Anexo 5 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

AVALIACAO DE RECEPTORES ESTEROIDES ENDOMETRIAIS, KI-67 E
BCL-2 E SUAS CORRELACOES COM IMC E RESISTENCIA INSULINICA
EM MULHERES APOS A MENOPAUSA

Pesquisador: Luis Paulo Galvao Wolff

Eu , anos, RG

n° , telefone , aceito participar

como voluntaria no estudo que tem como objetivo avaliar as altera¢gdes da camada

interna do meu utero em decorréncia do meu peso corporal e da minha menopausa.

O procedimento para retirada do fragmento desta camada do meu utero
chamada de endométrio sera realizada no mesmo momento da cirurgia a qual serei
submetida e que independe deste estudo, desta forma n&o haverd nenhum
desconforto ou risco adicional neste procedimento. Os resultados deste estudo vao
auxiliar no entendimento dos riscos que a alteracdo do peso corporal e a obesidade

podem promover no desenvolvimento do cancer de endométrio.

Fui informada que sera realizada dosagem sanguinea de FSH, estradiol, glicemia e
insulina, no momento da cirurgia. Como o exame sera realizado no momento do

procedimento cirlrgico, nao terei que coletar uma amostra de sangue adicional.

As informagbes adquiridas e os resultados dos exames serdo utilizados
exclusivamente para a pesquisa, € nao havera identificagdo da minha pessoa. Caso eu
tenha qualquer davida a respeito deste estudo, terei toda orientagdo do médico responsavel,
bem como poderei desistir de participar em qualquer momento, sem que isto possa causar

qualquer prejuizo em relagcao ao meu atendimento atual ou futuro neste servico.

Qualquer informagdo adicional entrar em contato com Comité de Etica em

Pesquisa da Faculdade de Ciéncias Médicas da Unicamp pelo telefone (019) 3521-8936.

Nome: RG

Pesquisador:
Luis Paulo Galvao Wolff
RG 20.787.272

Tel. (012) 3645-5353
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