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RESUMO

No presente estudo, investigamos o papel do Nodal, membro da familia TGF-beta, e de
proteinas relacionadas ao seu mecanismo de transdugdo de sinal, em células
endometriais estromais estimuladas ou nao, com Estrogeno (10nM), Progesterona
(1uM), Estrégeno (10nM) + Progesterona (1uM) e Estrégeno (10nM) +Progesterona
(ApM) + AMPc (0.5mM) por 24 horas e durante o processo de decidualizagéo
(Estrogeno+Progesterona+AMPc) por 8 dias. Avaliamos também a expressédo dessas
proteinas no endométrio eutopico de mulheres com e sem endometriose. O estimulo
hormonal esteroide aumentou a expressao proteica de Nodal e a expressao génica da
Smad 4 e da Smad 7, sugerindo que a via de transducdo do Nodal esta ativada. O
aumento encontrado na expressao génica da Smad 4 e da Smad 7, mesmo
apresentando acfes biologicas opostas, indica que esse sistema possuiu um
mecanismo de feedback que regula as a¢cdes Nodal nas células estromais sob acéo dos
hormbnios esteroides. A expressao génica de Cripto foi diminuida durante o processo
de decidualizagdo das células endometriais estromais “in vitro”, sugerindo que nesse
processo ele age como um antagonista das acdes da ativina. No endométrio eutépico
de mulheres com endometriose encontramos uma diminuicdo na expressao génica de
Cripto e na imunorreatividade da Smad 3. Os resultados obtidos sugerem que o
desequilibrio observado na expressdo génica de Cripto pode ter sido o responsavel
pela menor expressdo da Smad 3 no endométrio eutépico das mulheres com
endometriose. Em conjunto, os resultados obtidos sugerem que a via de sinalizacdo do
Nodal apresenta alteracGes sutis no endométrio de mulheres com endometriose, que
nao determinam desequilibrio na sinalizacdo final (Smad 4) mas podem ter outras

consequéncias funcionais, além de constituir potenciais alvos farmacoldgicos.
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ABSTRACT

In the present study we investigated the role of Nodal, member of the TGF-beta family,
and proteins related to their mechanism of signal transduction in endometrial stromal
cells stimulated or not with Estrogen (10 nM), Progesterone (1uM), Estrogen (10nM) +
Progesterone (1uM) and Estrogen (10nM) + Progesterone (1uM) + cAMP (0.5mM) for
24 hours and during the process of decidualization (Estrogen + Progesterone + cAMP)
for 8 days. We also evaluated the expression of these proteins in eutopic endometrium
of women with and without endometriosis. The steroid hormone stimulation increased
the expression of Nodal protein and gene expression of Smad 4 and Smad 7,
suggesting that transduction of Nodal is activated. The increase found in the gene
expression of Smad 4 and Smad 7, even with opposing biological actions, indicates that
this system possessed a feedback mechanism that regulates the actions Nodal in
stromal cells under the action of steroid hormones. The gene expression of Cripto was
decreased during the process of decidualization of endometrial stromal cells "in vitro",
suggesting that in this case it acts as an antagonist of the actions of Activin. In eutopic
endometrium of women with endometriosis we found a decrease in the gene expression
of Cripto and in immunoreactivity of Smad 3. These results suggest that the imbalance
observed in gene expression of Cripto may have been responsible for the lower protein
expression of Smad 3 in eutopic endometrium of women with endometriosis. Together,
the results suggest that the Nodal signaling pathway has subtle changes in the
endometrium of women with endometriosis, which do not determine imbalance in the
end of the signaling (Smad 4) but may have other functional consequences, as well as

being potential pharmacological targets.



1.0) Revisao de Literatura
1.1) A familia TGF-beta
1.1.1) Membros

As citocinas pertencentes a familia TGF-beta s&o proteinas
diméricas, com estruturas conservadas e desempenham acgdes pleiotropicas tanto “in
vivo” quanto “in vitro”, o que significa que possuem a capacidade de atuar sobre tipos
celulares diferentes (Ethier e Findlay, 2001). Pertencem a essa familia mais de 30 tipos
de citocinas, que estéo divididas em dois grupos, de acordo com o seu mecanismo de
acao:

a) TGF-Bs/Ativinas/Inibinas/Nodal/Cripto;

b) Proteina Morfogenética do Osso - BMP/Fator de

crescimento e diferenciacdo - GDF/Horménio Anti-
Mulleriano - AMH (Miyazawa et al., 2002; Liu e Feng, 2010).

Membros da familia TGF-beta podem agir na proliferacéo celular,
diferenciagao e apoptose (Miyazawa et al., 2002; Shi e Massague, 2003; Massague e
Gomis, 2006; Kang, Liu e Derynck, 2009; Liu e Feng, 2010), podendo assim apresentar
acdes bioldgicas diferentes e até mesmo opostas, dependendo das condi¢cdes e dos
tipos celulares em que eles atuarem (Massague, 2012).

Os Fatores de Crescimento e Transformadores - beta (Harrison et
al., 2005) sao os protétipos dessa grande familia (Wrana, 2000) e agem como
potentes inibidores do crescimento de varios tipos celulares, além de induzirem a
apoptose das células epiteliais (Miyazawa et al., 2002). As Ativinas desempenham uma
importante fungcédo na indugdo do mesoderma dorsal durante a embriogénse, estimulam
a produgao de FSH pela hipdéfise, bem como regulam o crescimento, diferenciagao e
apoptose das células epiteliais e hematopoiéticas (Miyazawa et al., 2002; Harrison et
al., 2005; Wang et al., 2006; Zhu et al., 2012). Ja as Inibinas, s&o citocinas conhecidas
por inibirem a produgdo de FSH pela hipofise, agindo assim como antagonistas das
Ativinas (Phillips e Woodruff, 2004; Zhu et al., 2012). A expressao do Nodal esta
relativamente restrita ao inicio da indugdo do mesoderma dorsal, padrao anterior e

formagdo da assimetria do eixo direito-esquerdo do embrido, bem como aos tecidos



reprodutivos (Hendrix et al., 2007). Nao considerado um membro efetivo da familia, o
Cripto apresenta-se como um importante regulador da via da sinalizagdo tanto do
Nodal, por ser o seu co-receptor, quanto da Ativina, por ser capaz de inibir suas acdes
(Adkins et al., 2003; Cheng et al., 2003; Harrison et al., 2005).

As Proteinas Morfogenéticas dos Ossos (BMPs) s&do conhecidas por
induzirem respostas quimioativas, proliferativas e de diferenciacdo que resultam na
formagao da cartilagem e tecido 6sseo (Wagner et al., 2010). A Miostatina, também
conhecida como GDF-8 é produzida pelas células musculares e tem a fungao de inibir
o seu crescimento. O GDF-5, também conhecido como proteina morfogénica derivada
da cartilagem -1 (CDMP-1) é estruturamente relacionado aos BMPs e induz a formacgao
de cartilagens (Miyazawa et al., 2002). O horménio anti-mulleriano (AMH) é produzido
pelas células de Sertoli no feto e induz a regressao das estruturas mullerianas durante
a embriogénese no sexo masculino. Apos o nascimento, esse horménio € produzido
pelas células da granulosa ovarianas e inibe enzimas esteroidogénicas gonodais
(Pangas, 2012).

Embora os diversos membros da familia TGF-beta desempenhem acdes
bioldgicas diferentes, o mecanismo de sinalizagdo para todos eles é fundamentalmente
o mesmo (Wakefield e Hill, 2013). A via de sinalizag&o basica consiste de dois tipos de
receptores de membrana serina/treonina/quinase e de uma familia de transdutores de
sinais citoplasmaticos (Smads), responsaveis pela regulagdo da transcricdo de genes
alvos da acdo da familia TGF-beta (Massague e Chen, 2000). Os receptores em
questdo sdo o TGFBRI e TGFBRII (Yeo e Whitman, 2001; Shen, 2007). O mecanismo
de ativacdo envolve inicialmente o receptor do tipo Il, o qual leva ao recrutamento,
fosforilagdo e ativagdo do receptor do tipo | (Schier e Shen, 2000; Wrana e Attisano,
2000). Uma vez ativado, o receptor TGFBRI traduz e fosforila substratos intracelulares
determinando assim, a especificidade dos sinais a serem induzidos pelo ligante
(Miyazawa et al., 2002), através das Smads.

As Smads sdo proteinas mediadoras da sinalizacdo de todos os
membros da familia TGF-beta (Byfield e Roberts, 2004; Ten Dijke e Hill, 2004). Esse

grupo de proteinas é dividido em trés subclasses:



a) R-Smads: Smads reguladas pelos receptores;

b) Co-Smad: Smad mediadora comum. Para todos os membros
da familia TGF-beta € a Smad 4;

c) I-Smads: Smads inibitérias (Wrana, 2000; Wrana e Attisano,
2000; Liu e Feng, 2010).

As Smads sao quimicamente compostas por um dominio N-
terminal (MH-1), por uma regido de ligagdo e por um dominio C-terminal (MH-2). O
dominio MH-2 é conservado nas trés classes das Smads, enquanto o dominio MH-1 &
conservado nas R-Smads e na Co-Smad (Miyazawa et al., 2002; Liu e Feng, 2010).
Como consequéncia da fosforilacdo do TGFBRI, as R-Smads, sofrem fosforilagao, que
entdo recrutam a Co-Smad, que é translocada para o nucleo da célula, onde ira regular
a expressao de genes alvo através da ligacéo direta a regido promotora do gene (Liu e
Feng, 2010). Por outro lado, as | - Smads podem agir através do mecanismo de
feedback, inibindo a fosforilagdo das R-Smads, evitando assim a formagao do
complexo R-Smads-Co-Smads (Valdimarsdottir et al., 2006; Moustakas e Heldin,
2009). Apesar das Smads serem conhecidas como a via candnica do mecanismo de
acdo dos membros da familia TGF-beta, estudos tem mostrado que esses ligantes
podem também ser regulados através da ativagdo de outras moléculas sinalizadoras
(Hoover e Kubalak, 2008).

1.1.2) Nodal

O Nodal é uma proteina homodimérica de 220 aminoacidos
(Calvanese et al., 2010), essencial para a indugdo do mesoderma e endoderma, para o
padrao de formagdo do eixo direito-esquerdo e outros importantes eventos da
embriogénese (Brennan, Norris e Robertson, 2002; Nonaka et al., 2002; Calvanese et
al., 2010; Quail et al., 2013). Neste sentido, estudos mostraram que a sua expressao é
relativamente restrita ao embrido e as células reprodutivas, e ndo é detectavel na
maioria dos tecidos adultos saudaveis (Hendrix et al., 2007; Wakefield e Hill, 2013).

Como outros membros da familia TGFB, o Nodal inicia sua

sinalizacdo através de dois tipos de receptores serina-treonina kinase, que sdo os



receptores do tipo | e tipo Il da ativina (Harrison et al., 2005; Tsuchida et al., 2008).
Uma vez que o Nodal se liga ao receptor tipo Il da ativina (ActRIIA ou ActRIIB), o
receptor tipo | (ALK7, conhecido também como ActRIC) é ativado e fosforilado e recruta
as proteinas transdutoras de sinais Smads 2 e 3 (R-Smads). Quando essas proteinas
formam um complexo Smad 2/3 e sofrem fosforilagdo, elas recrutam a Smad 4 que é
entdo translocada para o nucleo para ativar a transcrigdo de genes alvos. (Kumar et al.,
2001; Shen, 2007; Schier, 2009) (Figura -1).
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Figura 1 — Mecanismo de transdugao de sinal do Nodal independente do Cripto

Uma segunda via se sinalizagdo do Nodal, envolve o Cripto, que é
um gene que codifica uma proteina de 188 aminoacidos, pertencente a familia dos
Fatores de Crescimento Epidermais — Cripto, FRL-1 e Cryptic (EGF-CFC) (Ciccodicola

4



et al., 1989). Membros dessa familia possuem um dominio N-terminal, dois dominios
adjacentes ricos em cisteinas, e uma regido hidrofébica C-terminal ligada a membrana
por um motif glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Shen, 2003). Por esse mecanismo de agao,
o Nodal também ira se acoplar ao ActRIIA ou ActRIIB, no entanto o receptor tipo | a ser
ativado sera o do tipo ALK 4 (conhecido também como ActRIB), que ira recrutar o
Cripto para a via de sinalizagdo do Nodal, fazendo com ele se torne essencial para a
sinalizagao (Yeo e Whitman, 2001; Shen, 2003; 2007; Quail et al., 2013). A partir desse
momento, as Smads 2 e 3 serdo recrutadas, o complexo com a Smad 4 ira ser
formado, a Smad 4 ira ser translocada para o nucleo onde ocorrera a ativagado da
transcricdo de genes alvos (Miyazawa et al., 2002; Shi e Massague, 2003; Liu e Feng,
2010) (Figura — 2). Adicionalmente, estudos indicam que o Cripto pode ativar outras
vias de sinalizag&do nas células epiteliais de uma maneira Nodal-independente (Bianco
et al., 2002). Neste contexto, a sinalizagdo do Nodal pode ser antagonizada por
inibidores soluveis como o Lefty e Cerberus. O Lefty antagoniza o Nodal ao se ligar
diretamente e interagir com ele, ou por se ligar no Cripto e impedir que o complexo
Nodal- Cripto-ALK4 seja formado (Chen e Shen, 2004). Adicionalmente, o Lefty ndo se
liga ao ALK 4 ou ao ActRIIA/B, indicando que essa proteina ndo se comporta como um
antagonista competitivo do complexo de receptores ALKs (Strizzi et al., 2009). Ja o
Cerberus, membro da familia cisteina knot, inibe diretamente a sinalizagdo do Nodal,
impedindo que ele se ligue em seus respectivos receptores (Piccolo et al., 1999; Belo
et al., 2009).
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Figura 2 — Mecanismos de transdugéo de sinal do Nodal dependente do Cripto.

Inumeras atividades biolégicas ocorridas durante o inicio da
embriogénese tém sido atribuidas ao Nodal, e com isso o papel da sua via de
sinalizagao na indu¢ado do mesorderma e endoderma, no padrao de formag&o neuronal
e na formacgao do eixo direito-esquerdo ja estdo bem estabelecidos (Shen, 2007), neste
sentido, estudos recentes indicaram que a sinalizagdo do Nodal € fundamental por
manter as células embrionarias tanto de camundongos quanto de humanos no seu
estado indiferenciado (Brandenberger et al., 2004; Shen, 2007; Vallier et al., 2009).
Embora o Nodal e membros da sua via de sinalizagdo n&o sejam normalmente
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expressos no adulto, tecidos que sofrem remodelamento constantemente, como
placenta, endométrio e glandula lactante mamaria tem apresentado a sua expressao
em ensaios bioquimicos (Qualil et al., 2013; Wakefield e Hill, 2013), e estudos nesses
tecidos, tem correlacionado a expressao alterada de Nodal com a progressao de varios
tipos de cancer (Wakefield e Roberts, 2002; Le Good et al., 2005; Postovit et al., 2007;
Shen, 2007). Recentemente, pesquisadores avaliaram a expressdo de mRNA para
Ativina A, ActRIIA, Nodal e Cripto no endométrio eutopico de mulheres com e sem
endometriose e concluiram que a expresséo alterada de Ativina A e Cripto sugerem o
envolvimento de membros da familia TGF-beta nas alteragcbes sofridas pelo endométrio
eutopico de mulheres com endometriose (Torres et al., 2009; Rocha et al., 2011).
Nesse sentido, da mesma forma como ocorreu com as doengas malignas, em que a via
Nodal-Cripto se tornou um alvo terapéutico atrativo (Rangel et al., 2012; Wakefield e
Hill, 2013), pelo fato do Nodal estar ausente na maioria dos tecidos adultos normais e o
Cripto estar pouco expresso, também se tornou interessante avaliar o papel do Nodal e
de proteinas relacionadas ao seu mecanismo de acg&do na fisiopatologia da
endometriose, com o objetivo de entender melhor o mecanismo da doenca e identificar
um novo biomarcador e um possivel alvo para intervengdes farmacologicas para o
tratamento dessa doenca.
1.2) O Endométrio e a via Nodal-Cripto
1.2.1) Ciclo Menstrual e a via Nodal-Cripto

O ciclo menstrual é basicamente divido em trés fases influenciadas
pelas alteragdes ciclicas dos hormdnios esteroides: proliferativa, secretora e menstrual
(Finn, 1998). Durante a fase proliferativa, o endométrio responde ao aumento dos
niveis de estradiol por apresentar o epitélio mais funcional e espesso, as células
estromais e endoteliais proliferativas, as glandulas mais finas, alongadas e tortuosas, o
estroma se torna mais edematoso, e a arvore vascular mais desenvolvida (Battersby et
al., 2004; Henriet, Gaide Chevronnay e Marbaix, 2012). Durante a fase secretora, sob
influéncia da progesterona produzida pelo corpo luteo, as células estromais sofrem
decidualizacdo, um processo crucial para preparar o endométrio para a implantacéo do

embrido. As células estromais deciduais se tornam arrendondadas, ocorre um aumento



no citoplasma, elas adquirem caracteristicas miofibroblasticas e comegam a secretar
uma variedade de proteinas especificas como a Prolactina (PRL), da Proteina Ligadora
do Fator de Crescimento Semelhante a Insulina-1 (IGFPB-1) e Fator Tecidual (TF)
(Dahmoun et al., 1999; Cloke et al., 2008). Durante a fase secretora, a vasculatura
endometrial também apresenta sinais de diferenciacao: a rede vascular se expande, as
arteriolas espirais se tornam mais tortuosas e suas paredes espessas. Os linfocitos e
0s macrofagos comegam a invadir o estroma no inicio da fase secretora e o grau de
invasdo aumenta conforma a fase secretora progride. Se a implantagdo ndo acontecer,
a produgado de estradiol e progesterona ndo sera mais mantida pelo corpo luteo, a
descamagao da camada funcional do endométrio e o sangramento menstrual irdo
ocorrer (Critchley e Saunders, 2009; Henriet, Gaide Chevronnay e Marbaix, 2012).

O endométrio humano sofre alteragées morfologicas ciclicas que
envolvem periodos precisos de crescimento, diferenciagdo e regressdo a cada ciclo
menstrual, durante toda a vida reprodutiva da mulher. Essas alteragdes sao resultados
das interacbes biologicas ocorridas entre citocinas e substancias produzidas
localmente sob o controle dos esteroides ovarianos (Curry e Osteen, 2003). Varias
citocinas pertencentes a familia TGF-beta encontram-se expressas no endométrio
humano nas diferentes fases do ciclo menstrual, o que é consistente com as acdes
gerais desses membros, que estdo relacionados a proliferacdo e remodelamento
(Jones et al.,, 2006). Recentemente a expressao de Nodal e Cripto foi avaliada no
endométrio eutdpico de mulheres saudaveis. Esse estudo mostrou que Nodal e Cripto
estdo expressos durante todo o ciclo menstrual, e que sua expressao protéica nas
células estromais do endométrio diminui a partir do meio da fase secretora. Nesse
sentido, os pesquisadores sugerem que a alta expressao do Nodal na fase proliferativa
do ciclo menstrual pode ser relacionada ao papel que essa molécula desempenha na
embriogénese (Papageorgiou et al., 2009). Assim, estudos indicam que pelo fato do
Nodal, Cripto e membros associados estarem abundantemente e diferentemente
expressos no endométrio, qualquer alteracdo no seu padrdo de expressdo poderia
resultar em disturbios como infertilidade, abortos de repeticdo, disfungdo utero-
placentaria, céncer cervical e endometriose (Jones et al., 2006; Maruyama e



Yoshimura, 2008; Omwandho et al., 2010; Singh, Chaudhry e Asselin, 2011; Park e
Dufort, 2013).
1.2.2) Decidualizag&o

A decidualizagao € definida como o processo de remodelamento
endometrial o qual prepara o utero para a gravidez. Esse processo incluiu alteragdes
nas glandulas uterinas, diferenciagdo das células estromais e remodelamento vascular
(Maruyama e Yoshimura, 2008). Durante a decidualizagdo, as células endometriais
estromais adquirem caracteristicas miofibroblaticas, tornam-se maiores e arredondadas
e comegam a secretar uma variedade de hormoénios e citocinas (Gellersen e Brosens,
2003; Cloke et al., 2008). No nivel molecular, a decidualizagdo envolve uma extensa
reprogramacgao de varias fungdes celulares como alteragbes na expressdo de
receptores esteroides, na producao e no metabolismo dos hormdnios esteroides, na
estrutura da matriz extracelular e do citoesqueleto, na expressdo de enzimas
intracelulares, fatores de crescimento, citocinas e seus receptores e dos fatores de
crescimento especificos da decidua (Popovici, Kao e Giudice, 2000; Gellersen e
Brosens, 2003). Nesse sentido, o sucesso da implantagdo depende do
desenvolvimento do embrido ao estagio de blastocisto e ao mesmo tempo depende das
transformagdes sofridas pelo endométrio (Singh, Chaudhry e Asselin, 2011).

Os esteroides ovarianos estradiol e progesterona sao os principais
hormdénios moduladores do desenvolvimento endometrial (Singh, Chaudhry e Asselin,
2011). A progesterona € essencial para a implantagdo e manutencédo da gravidez em
todos os mamiferos (Dey et al., 2004). Estudos indicam que a progesterona inicia e
direciona as acdes do processo de decidualizacido, e nas células endometriais esse
hormonio exerce suas acgdes através do seu receptor, 0 qual € membro da familia de
receptores nucleares. Basicamente, a progesterona se liga ao seu receptor e induz
alteracbes conformacionais que promovem a dissociacdo do complexo de multi-
proteinas. Essa acdo € seguida pela homodimerizagdo e ligagdo a Elementos
Responsivos a Progesterona (PREs) na regidao promotora de genes alvo (Tsai e
O'malley, 1994). Dois PREs est&o localizados na regido promotora do gene do IGFBP-



1 (Gao, Mazella e Tseng, 2002), um dos marcadores de decidualizagdo (Cloke et al.,
2008; Maruyama e Yoshimura, 2008).

Apos a implantagdo do embrido, o processo de decidualizagao
persiste e se estende pelo endométrio. Como consequéncia, as células endometriais
estromais (ESCs) adquirem a capacidade unica de regular a invasdo dos trofoblastos,
de resistir as injurias inflamatdrias e oxidativas e de diminuir a resposta imune materna.
Este processo é realizado através da producédo local de varias substancias biolégicas
como fatores de crescimento, citocinas, neuropetideos e componentes da matriz
extracelular (Petraglia et al., 1992; Dimitriadis et al., 2005; Maruyama e Yoshimura,
2008). Assim, o processo de decidualizag&do é crucial para o sucesso na implantagéo
do embrido e na manutengao da gravidez (Maruyama e Yoshimura, 2008).

As células endometrias estromais humanas (hESCs) isoladas e
cultivadas na presenga de progesterona, em combinagdo com cAMP e/ou estradiol,
apresentam alteragées morfologicas e funcionais que mimetizam a transformacgéo
ocorrida in vivo (Gellersen e Brosens, 2003). Com o desenvolvimento da técnica de
decidualizacdo in vitro, pesquisas tém explorado os mecanismos que envolvem a
transformacao decidual, e uma vez que as hESCs produzem substancias bioativas
como fatores de crescimento e citocinas, estudos atuais indicam que esses agentes
podem contribuir para a transformacdo decidual de um modo autécrino/paracrino
(Petraglia et al., 1992; Giudice, 1994; Dimitriadis et al., 2005; Singh, Chaudhry e
Asselin, 2011; Park e Dufort, 2013).

Membros da familia TGF-beta estdo expressos no endométrio e
possuem acodes ativas em eventos de modulacao celular que envolvem o processo de
proliferagdo, decidualizagdo e implantagdo (Jones et al., 2006). Embora o Nodal seja
reconhecido pelas agdes que desempenha durante o desenvolvimento do embrido,
componentes da sua via de sinalizacdo tém sido encontrados expressos no utero e
estdo ligados a diversos eventos importantes ocorridos na reproducédo (Park e Dufort,
2011). Embora a expressdo do Nodal tenha sido estudada durante o ciclo menstrual
(Papageorgiou et al., 2009), o preciso papel do Nodal no processo da decidualizagéo e
implantagdo ainda n&o esta totalmente estabelecido (Park e Dufort, 2011). Até o
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presente momento estudos indicam que para que a via de sinalizacdo do Nodal seja
ativada no utero, os receptores (ActR1B/C, ActRIl A/B) e o coreceptor Cripto devem
estar presentes. Todos eles foram detectados no utero, em todos os estagios do ciclo,
apresentando niveis altos de expressdao na fase secretora (Jones et al., 2002;
Papageorgiou et al., 2009). No contexto do processo de decidualizagdo propriamente
dito, um unico estudo avaliou a expressao de diversos membros da familia TGF-beta,
entre eles o Nodal, durante a decidualizagdo e curiosamente a sua expressdo nao foi
detectada (Stoikos et al., 2008). Um estudo avaliou a presenga da expressao proteica
de Nodal no fluido uterino de mulheres saudaveis, indicando que o Nodal é secretado
no lumen uterino (Papageorgiou et al., 2009).

Além das fungbes importantes que exerce durante a
embriogénese, o Nodal exibe um padrdo dinamico de expressao no utero durante todo
o periodo da gestagcdo, e potencialmente desempenha multiplos papeis no trato
reprodutivo materno, incluindo a invasao trofoblastica e a formagéo da placenta (Park e
Dufort, 2013). Estudos indicam que a sua expressao e agéo desreguladas podem levar
a uma falha absoluta ou parcial da decidualizacdo endometrial e da implantagéo
embrionaria (Maruyama e Yoshimura, 2008; Park e Dufort, 2011; Singh, Chaudhry e
Asselin, 2011; Park e Dufort, 2013).

1.3) Endometriose

A Endometriose € uma doenga ginecoldgica estrogeno-dependente,
caracterizada pela presenga de tecido endometrial viavel (Omwandho et al.) fora da
cavidade uterina (Benagiano e Brosens, 1991; Eskenazi e Warner, 1997; Rogers et al.,
2009; Omwandho et al., 2010). Esse tecido é denominado lesdo endometridtica e pode
ser encontrado nos ovarios, no peritdnio, nas tubas uterinas, na bexiga, nos intestinos e
em outros 6rgaos (Koger et al., 1993; Remorgida et al., 2007; Bulun, 2009; Omwandho
et al., 2010). Estima-se que de 6-10% das mulheres em idade reprodutiva apresentem
endometriose e que 35-50% delas apresentem sintomas como dor pélvica crénica,
infertilidade, dismenorréia e dispareunia (Houston, 1984; Nap et al., 2004; Bulun, 2009;
Burney e Giudice, 2012). A endometriose é uma doenga poligenética e multifatorial, no

entanto o seu mecanismo fisiopatolégico ainda ndo esta completamente esclarecido
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(Oliveira et al., 2012). O mecanismo pelo qual as lesbes se estabelecem fora da
cavidade uterina e se tornam um tecido funcional permanece incerto e estudos tém
proposto varias teorias para explicar esse desenvolvimento (Nap et al., 2004; Bulun,
2009; Burney e Giudice, 2012; Oliveira et al., 2012). Inicialmente proposta por
Sampson, a teoria da menstruagao retrograda é a mais aceita pelo meio cientifico. De
acordo com essa teoria, durante a menstruacao, o endométrio eutépico descamado €&
transportado para a cavidade peritoneal através das tubas uterinas (Sampson, 1927).
Outras hipoteses englobam a teoria da metaplasia celémica, a qual envolve a
transformagdo do tecido peritoneal normal em tecido endometrial ectépico (Bulun,
2009); a teoria dos resquicios embrionarios propde que as células residuais do ducto
mulleriano mantenham a capacidade de se desenvolver em lesdes endometridticas sob
influéncia do estrogénio (Burney e Giudice, 2012). Essa teoria suporta a hipétese dos
estudos que mostram um aumento no risco de duas vezes das mulheres expostas a
dietilestilbestrol no utero de apresentarem endometriose (Missmer, Hankinson,
Spiegelman, Barbieri, Malspeis, et al., 2004). A teoria da metastase linfovascular afirma
que a lesdo endometridtica é resultado da disseminagao linfatica ou hematogénica das
células endometriais (Sampson, 1927; Nap et al., 2004). A forte evidéncia dessa teoria
€ baseada nos relatos histologicos que comprovaram as lesbes endometrioticas
localizadas em sitios distantes do utero como o0ssos, pulmdes e cérebro (Jubanyik e
Comite, 1997). A mais recente teoria proposta tem sido a das células tronco como
origem do tecido endometridtico. Linhagens celulares candidatas incluem as células
tronco mesequimais da medula 6ssea e células progenitoras endoteliais (Sasson e
Taylor, 2008; Oliveira et al., 2012).

Os principais sintomas da endometriose sdo dor e infertilidade e os
mecanismos desses sintomas sao pouco conhecidos (Giudice e Kao, 2004; Berkley,
Rapkin e Papka, 2005; Allaire, 2006; Bulun, 2009). O diagnostico da endometriose &
feito por laparoscopia, seguida de confirmagdo histolégica do tecido ectdpico
endometrial (glandulas endometriais e estroma). Por apresentar uma variedade de
sintomas inespecificos, a endometriose & frequentemente confundida com outras

doencas ou tem seus sintomas ignorados. Por isso, o tempo decorrido entre o inicio
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dos sintomas e o diagnostico da doenga é longo, em torno de 6-9 anos (Husby, Haugen
e Moen, 2003).

O tratamento inicial dos sintomas algicos da endometriose é
medicamentoso, e sdo indicados os contraceptivos esteroides, prostagenos, agonistas
do GnRH, androgenos e antiinflamatorios n&o esteroidais (Lessey, 2000; Valle e
Sciarra, 2003; Practice Committee of American Society for Reproductive, 2008).

Tanto o estrogeno quanto a progesterona sdo importantes reguladores do
tecido endometrial, e cada hormdnio € responsavel por regular centenas de genes
durante todas as fases do ciclo menstrual (Kao et al., 2002). Estudos tém indicado que
tanto o endométrio eutdpico quanto o ectopico respondem aos estimulos do estrégeno
e da progesterona (Hornung et al., 1997; Vercellini, Cortesi e Crosignani, 1997; Zeitoun
e Bulun, 1999). Alguns implantes endometridticos atrofiam em resposta ao uso
prolongado de anticoncepcionais, da mesma forma que o endométrio eutdpico. No
entanto, esse mesmo efeito ndo ocorre quando a lesdo endometridtica esta localizada
no peritdbnio ou nos ovarios, uma vez que a produgéo de citocinas, prostaglandinas, a
biossintese e o metabolismo dos hormdnios esterdides sao diferentes e a reposta
dessas pacientes aos progestagenos ja nao € a mesma (Zeitoun e Bulun, 1999; Osteen
et al., 2002; Kao et al., 2003). Assim, compreender como os esteroides ovarianos
regulam a expressao de fatores autdcrinos e paracrinos no endométrio e no implante
endometridtico pode ajudar a desvendar como os implantes se tornam resistentes a
atrofia induzida pela progesterona e como eles exibem uma resposta anormal ao

estimulo estrogénico (Reis, Petraglia & Taylor, Hum Reprod Update 2013).

1.3.1) Endometriose e Infertilidade
A fecundidade, definida como a probabilidade de uma mulher ter
um nascido vivo, varia de 15-20% por més em casais normais, e de 2-10% em casais
nos quais a mulher tem endometriose (Hughes et al., 2007; Practice Committee of the
American Society for Reproductive, 2012). A hipétese de que a endometriose causa
infertilidade ou diminui a infertilidade permanece controversa (Practice Committee of
the American Society for Reproductive, 2012). Estudos classicos mostram que de 25-
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50% das mulheres inférteis apresentam endometriose, e que de 30-50% das mulheres
com endometriose sao inférteis (Missmer, Hankinson, Spiegelman, Barbieri, Marshall,
et al., 2004; Practice Committee of the American Society for Reproductive, 2012).

Se a endometriose causa infertilidade, € natural esperar que o
tratamento da doencga restaure a fertilidade. Infelizmente, ndo € o que ocorre com o0s
tratamentos farmacologicos disponiveis atualmente. Os mais bem aceitos sé&o
justamente os contraceptivos e nem eles nem os demais medicamentos promovem
melhora da fertilidade, seja durante o uso, seja apds a sua interrupgao (Practice
Committee of the American Society for Reproductive, 2012). Muitos mecanismos tém
sido propostos para explicar a relagdo entre endometriose e a infertilidade (Bulun,
2009), tais como alteragdo na foliculogénse ou ovulagdo, defeitos na fase lutea,
distor¢cdo da anatomia pélvica, defeitos na expulsdo ou captacdo do odcito, diminuigao
na qualidade do embrido, alteracédo na fungao peritoneal, disfungcédo na resposta imune,
disfungéo uterina (Practice Committee of the American Society for Reproductive, 2004;
Hughes et al., 2007; Holoch e Lessey, 2010; Practice Committee of the American
Society for Reproductive, 2012).

Adicionalmente a diminuicdo geral na expressdo de citocinas e
fatores de crescimento chave para a receptividade do utero, a via dos horménios
esteroides também esta alterada na endometriose, o que prove uma explicagao légica
tanto para os problemas associados a infertilidade quanto para a propria fisiopatologia
da doenga (Holoch e Lessey, 2010). Normalmente, no momento da implantagdo, os
receptores de estrogeno estdo menos ativos, e um aumento na progesterona deve
ocorrer para que ocorra o sucesso na receptividade endometrial e na implantagdo do
blastocisto (Kao et al., 2002). Contudo, nas mulheres com endometriose, os receptores
de estrégenos estdo mais ativados (Lessey et al., 1988) e as agcbes da progesterona,
as quais sao essenciais para a receptividade endometrial, estdo diminuidas (Bulun,
2009). A progesterona induz a diferenciacédo tanto das células estromais quanto das
células epiteliais do endométrio, causando assim alteragdes teciduais e de secrecgao,
bem como diminuindo as figuras de mitose, o que faz com que a progesterona seja

considerada uma molécula de diferenciacéo e limitadora do crescimento do endométrio
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(Bulun et al., 2006). Neste sentido, a progesterona age como um breque das agdes
estrogénicas, e é essencial para o sucesso da gravidez (Holoch e Lessey, 2010). Na
endometriose, os receptores de progesterona estao desregulados tanto no endométrio
eutdpico quanto no ectopico. Uma diminuicdo da ativagdo desses receptores € vista
antes da implantacdo no endométrio normal, mas essa agao nao ocorre no endométrio
das mulheres com endometriose (Mote et al., 1999). Tanto o endométrio eutdpico
quanto o ectopico sdo resistentes as acgbes da progesterona, resultando em uma
desregulagdo na disponibilidade de estrogénio, que ndo é adequada para a
implantacéo (Lessey et al., 1988; Macer e Taylor, 2012).
1.3.2) Endometriose e a via Nodal-Cripto

A endometriose € uma doenga poligenética e multifatorial, no
entanto o seu mecanismo fisiopatologico ainda ndo esta completamente esclarecido
(Oliveira et al., 2012). Inumeros fatores de crescimento e citocinas tém sido
relacionados ao seu mecanismo, e estudos recentes sugeriram que membros da
familia TGF-beta poderiam estar relacionados com a fisiopatologia dessa doenga
(Mabuchi et al., 2010; Omwandho et al., 2010).

O primeiro relato a respeito do Nodal e do Cripto na endometriose
foi feito por Torres e colaboradores, que avaliaram a expressado génica de ambos no
endométrio eutopico de mulheres com e sem endometriose e na endometriose
ovariana, nas fases proliferativa e secretora do ciclo. Os pesquisadores encontraram
uma diminuicdo na expressao génica de Cripto, mas n&o de Nodal, na fase proliferativa
do ciclo, no endométrio eutdpico de mulheres com endometriose. Diante dos achados,
eles sugeriram o envolvimento dessa via na fisiopatologia da endometriose, e que
estudos a nivel proteico seriam necessarios para melhor compreender o mecanismo de
acao dessas moléculas (Torres et al., 2009). Um segundo trabalho foi publicado pelo
mesmo grupo, mostrando os mesmos achados (Rocha et al., 2011).

Até o presente momento, nenhum outro trabalho foi encontrado na
literatura relacionando endometriose e a via Nodal-Cripto.

O Nodal tem sido intitulado como um importante agente pro-

tumorigénico. Pesquisadores tém avaliado essa via como um potencial marcador para
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diversos tipos de cancer, inclusive para o cancer de endométrio, cancer de ovario e de
mama (Papageorgiou et al., 2009; Strizzi, Hardy, Margaryan, et al., 2012; Quail et al.,
2013). A presenga do Nodal no estagio avancado de cancer e a sua relativa auséncia
de expressao na maioria dos tecidos adultos saudaveis o torna um interessante alvo
terapéutico (Strizzi, Hardy, Kirschmann, et al.,, 2012). De fato, novos estudos sé&o
necessarios para avaliar como esse morfégeno sinaliza tanto no tecido saudavel como
no tecido doente, incluindo experimentos funcionais e estudos em tecidos com funcdes

especificas (Quail et al., 2013).

2) Justificativa

A endometriose € uma doenga ginecoldgica que atinge muitas mulheres, provocando
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dor e infertilidade. Até o presente momento, requer diagndstico invasivo, feito por
laparoscopia seguida de confirmagéo histologica. Como os sintomas da endometriose
sdo confundidos com os de outras doencgas, o diagndstico da endometriose é
demorado, o que traz grandes prejuizos as pacientes.

A comunidade cientifica tem estudado amplamente a fisiopatologia da endometriose,
no intuito de entender o seu mecanismo e propor um biomarcador que fizesse com o
que o diagnostico se tornasse rapido, nao invasivo e eficiente. No entanto, as tentativas
foram frustradas e os biomarcadores até hoje encontrados tém baixa acuracia.

Uma vez que membros da familia TGF[3 estao relacionados com diversas condi¢des
fisiologicas e patologicas do endométrio, torna-se interessante avaliar o papel do nodal
e de proteinas relacionadas ao seu mecanismo de agao na fisiopatologia da
endometriose, com o objetivo de entender melhor o mecanismo da doenca e identificar
um novo biomarcador e um possivel alvo para intervengdes farmacologicas para o

tratamento dessa doenca.
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3) Objetivos

3.1) Objetivo Geral
Avaliar o papel do Nodal no endométrio e na fisiopatologia da endometriose.

3.2) Objetivos Especificos
. Avaliar se o tratamento agudo por 24 horas das células estromais
endometriais com estradiol, progesterona, ou estradiol associado a progesterona
altera a expressao génica de Nodal, de Cripto, da Smad 4 e da Smad 7, e a
concentracao proteica de Nodal,;
. Observar a evolugdo temporal da expressao génica de Nodal e Cripto
durante o processo de decidualizagdo das células estromais endometriais
humanas cultivadas in vitro e a concentragao proteica de Nodal;
. Avaliar a expressdao do Nodal e de proteinas relacionadas ao seu
mecanismo de acdo no endométrio eutdpico de mulheres saudaveis e no

endomeétrio eutdpico de pacientes com endometriose.
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4) Metodologia
4.1) Experimentos “in vitro”

Os experimentos “in vitro” foram conduzidos no Center for Research in
Reproduction and Infertility, situado na School of Molecular and Cellular Biology,
University of lllinois at Urbana-Champaign, IL, USA.

4.1.1) Cultivo de Células Estromais Endometriais Humanas

As células estromais endometriais humanas (hESC) foram doadas pelo
Dr. Robert Taylor, Wake Forest, School of Medicine, Winston-Salem, NC, USA. Elas
foram derivadas de 4 mulheres na idade reprodutiva, na fase proliferativa, com ciclos
menstruais regulares, e que nao faziam uso de anticoncepcionais orais ha mais de 3
meses.

As hESCs foram cultivadas em monocamadas em frascos com DMEM/F-
12 (1:1) (GIBCO, Invitrogen, CA, USA) contendo 1% de antibioticos/antimicoticos e
Soro Bovino Fetal a 5%. As células foram cultivadas até chegarem a 70% de
confluéncia e entdo lavadas com PBS, tripsinizadas e colocadas em cultivo novamente.
O termo passagem correspondeu a quantidade de vezes em que as células foram
tripsinizadas e replaqueadas.

Apos a segunda passagem, células estromais foram morfologicamente
analisadas quanto a sua pureza pela técnica de imunofluorescéncia por incubagao com
anticorpos para faloidina e vimentina (Oncogene Science, Uniondale, NY, USA) para
avaliar a pureza das células que estavam em cultivo.

Apo6s o cultivo até a quarta passagem, o meio de cultura foi trocado por
meio composto por DMEM/F-12 e heat inactivated charcoal stripped fetal calf serum
(csFCS, Trace Biosciences) a 5% por 24 horas para que as células entrassem em
quiescéncia, e assim os tratamentos pudessem ser iniciados.

4.1.2) Estimulo hormonal agudo

Os experimentos de estimulo hormonal agudo consistiram na exposi¢cao
das células a um estimulo com 17- Estradiol (E2) (10nM), ou com Progesterona (Pa)
(1uM), ou com a associacéo de E>+P4ou com a associagdo de Ez+P4+8-bromo-AMPc
(0.5 mM) (Zhao et al., 2013) por 24 horas (n=4). O grupo controle ndo recebeu nenhum
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tratamento hormonal (n=4). Findo o tempo do estimulo hormonal, as células foram
coletadas para posterior estudo da expressdo de Nodal (mMRNA e proteina), Cripto,
Smad 4 e Smad 7 (mMRNA).

4.1.3) Decidualizacéo

Durante o periodo de decidualizagéo, as hESC foram incubadas e tratadas

com 17-p Estradiol (10nM) + Progesterona (1uM ) + 8-bromo-AMPc (0.5 mM) por 8 dias
(Li et al., 2013) (n=4). As células foram coletadas nos seguintes tempos: Oh (CTRL),
Dia 1 (D1), Dia 2 (D2), Dia 4 (D4), Dia 6 (D6) e Dia 8 (D8), com o objetivo de avaliar a
expressao de Nodal e Cripto durante a decidualizagdo. Para esta analise foram feitas
as técnicas de PCR-real time para Nodal e Cripto e Western Blot para Nodal.

4.1.4) Extracdo de RNA, sintese de cDNA e PCR em tempo real

Apos os experimentos, as células foram coletadas com TRIZOL e
mantidas em freezer -80°C até serem processadas e analisadas.

Foi feita a extracdo de RNA total e sintese de DNA complementar (cDNA)
conforme descrigao previa (Zhao et al., 2013). O RNA total foi extraido de acordo com
o manual de instrugbes do TRIZOL, e a Transcrigdo Reversa foi feita utilizando o kit de
sintese de cDNA da Invitrogen.

A expressao génica de Nodal, Cripto, Smad 4 e Smad 7 foi avaliada por
PCR em tempo real, em volume final de 20 pl. A reag¢ao consistiu de 2 yl de cDNA e 18
Ml de uma solugdo mix composta por 7 yl de agua para PCR (esterilizada e filtrada), 1
Ml do primer mix (5uM) (Invitrogen, Brasil) e por 10 pyl de SYBR Green Master Mix
(Applied Biosystems, Warrington WA, UK). Cada amostra foi analisada em ftriplicata,
inclusive os controles negativos, que tiveram o cDNA substituido pelo produto de
reacao feita na auséncia de transcriptase reversa. As reagdes de PCR foram realizadas
em equipamento StepOne Plus (Applied Biosystems, Warrington WA, UK) no seguinte
ciclo termal: [estagio 1] um ciclo de 95°C/10 min.; [estagio 2] 40 ciclos de 95°C/15
segundos, 60°C/15 segundos e 72°C/20segundos; [estagio 3] 95°C/15 segundos,
54°C/15 segundos e 95°C/15 segundos. Os resultados foram corrigidos pela expresséo
do gene normalizador 36B4. Como controle de qualidade do experimento, foram
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também avaliados os marcadores da decidualizacdo PRL e IGFBP-1. A localizagéo e
sequéncia dos oligonucleotideos sintetizados estdo apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Oligonucleotideos primers para a reagao de PCR em tempo real dos genes-
alvo do 36B4, IGFBP-1, Prolactina, Nodal, Cripto, Smad 4 s Smad 7.

Rv- IGFBP -1 (antisenso)

Primers Sequéncia de nucleotideos
Fw — 36B4 (senso) GTGTTCGACAATGGCAGCAT
GACACCCTCCAGGAAGCGA
Rv- 36B4 (antisenso)
Fw — IGFBP-1 (senso) CTATGATGGCTCGAAGGCTC
TTCTTGTTGCAGTTTGGCAG

Fw — Prolactina (senso)

CTACATCCATAACCTCTCCTCA

Rv- Prolactina (antisenso) GGGCTTGCTCCTTGTCTTC
Fw — Nodal (senso) AGGGCGAGTGTCCTAATCCT
Rv- Nodal (antisenso) TTCACTGGGGCACAACAAGT
Fw — Cripto (senso) CCAGATCCTTGGGAGAGGGA

Rv- Cripto (antisenso) TCGCTGTTGTTCTGCTGTCT
Fw — Smad 4 (senso) TGCATTCCAGCCTCCCATTT
Rv- Smad 4 (antisenso) GCACACCTTTGCCTATGTGC
Fw — Smad 7 (senso) CCCATCACCTTAGCCGACTC
Rv- Smad 7 (antisense) TGGACAGTCTGCAGTTGGTT

4.1.5) Western Blot
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Durante a extracdo de RNA com TRIZOL, a fase fenol-cloroformica foi
armazenada para extracdo de proteinas totais. A extragcdo de proteinas foi feita
seguindo o protocolo do TRIZOL®: foram adicionados 300ul de etanol a 100% e em
seguida as amostras foram homogeneizadas manualmente e incubadas por 3 minutos
a temperatura ambiente. Posteriormente, foram centrifugadas a 2000g por 5 minutos a
4°C para formar o pellet de DNA. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e
foi adicionado 1,5ml de isopropanol em cada tubo, e as amostras foram incubadas por
10 minutos a temperatura ambiente e posteriormente centrifugadas a 12000g por 10
minutos a 4°C para formar o pellet de proteinas. O sobrenadante foi descartado e o
pellet foi lavado com 2ml de uma solugdo composta por hidrocloroguanidina 0,3M
diluida em etanol a 95%. As amostras foram incubadas por 20 minutos a temperatura
ambiente e entdo centrifugadas a 7500g por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o passo da lavagem foi repetido por mais duas vezes. Apds o descarte da
ultima lavada foram adicionados 2ml de etanol a 100% e o material foi homogeneizado
no vortex. As amostras foram mantidas por 20 minutos a temperatura ambiente e
centrifugadas a 7500g por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado e as
amostras foram invertidas a fim de secar o excesso de reagente, por aproximadamente
10 minutos. O pellet foi ressuspenso em 80ul de SDS a 1% e a solugao foi centrifugada
a 10000g por 10 minutos a 40C para sedimentar reagentes insoluveis. O sobrenadante
contendo a proteina foi transferido para um novo tubo. A quantificagdo de proteina total
foi feita usando o kit BCA Protein Assay Reagent (Thermo Scientific). Apds a
quantificacdo as amostras foram acrescidas de tampao Tris-HCI pH 6,8 contendo SDS,
glicerol, azul de bromofenol e B-mercaptoetanol, e mantidas em banho quente seco a
75°C por 15 minutos.

As proteinas foram separadas em gel SDS-PAGE 10%. O marcador de
massa molecular utilizado foi o Prestain Protein Ladder (BioRad). A corrida
eletroforética foi feita a 75V nos primeiros 30 minutos, até que as amostras passassem
pelo gel de empacotamento, e depois a 85v por aproximadamente 1 hora e 30 minutos.
Apos a corrida foi feita a transferéncia das proteinas do gel para a membrana de
nitrocelulose utilizando o Gel Transfer Set (BioRad), overnight a 25V, a 4°C.
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Depois da transferéncia, a membrana foi bloqueada com leite desnatado a
5% diluido em PBS por uma hora em temperatura ambiente, sob agitacdo. Apds o
bloqueio, a membrana foi lavada com TBS-T (TBS pH 8,0 com Tween 20 a 0,05%) e
em seguida incubada com o anticorpo primario Anti-Nodal (Novus Biologicals®) na
diluicdo de 1:500, overnight, a 4°C, sob agitagdo. A seguir, a membrana foi novamente
lavada com TBS-T e em seguida foi feita a incubagdo com o anticorpo secundario
contra 1IgG de cabra (Santa Cruz Biotechnology), 1:5000 por 1 hora a temperatura
ambiente. Apds a incubagdo a membrana foi lavada com TBS-T e entdo foi feita a
revelacdo em filme com o reagente SuperSignal West Femto Chemiluminescent
Substrate (Thermo Scientific).

Apos a revelagdo, a membrana foi novamente lavada com TBS-T e em
seguida foi lavada com o reagente Western Blot Recovery (Thermo Scientific) para a
remogdo do anticorpo primario anti-Nodal. Em seguida a membrana foi lavada
novamente em TBS-T, bloqueada com leite desnatado a 5% em PBS por 1 hora a
temperatura ambiente e incubada com o anticorpo primario anti-Calnexina (Santa Cruz)
na diluicdo de 1:500 a temperatura ambiente por 1 hora e 30 minutos (normalizador).
Foram feitas as lavagens com TBS-T, e a membrana foi incubada com o anticorpo
secundario contra IgG de coelho (Santa Cruz) na diluicdo 1:1000, por 1 hora a
temperatura ambiente. Apds a incubacdo a membrana foi lavada novamente com TBS-
T e revelada em filme com o reagente SuperSignal West Femto Chemiluminescent
Substrate® (Thermo Scientific).

As analises dos filmes foram feitas utilizando o software Image J, onde a
densidade das bandas do Nodal foi normalizada pela densidade das bandas da

calnexina, e uma densidade relativa foi calculada.

4.2) Estudo de biopsias endometriais de mulheres com e sem endometriose
O protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Minas Gerais (CAAE 0199.0.203.000-11) e todas as
participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (ANEXO 1).
4.2.1) Pacientes
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Para o estudo do endométrio eutdépico de mulheres com e sem
endometriose (n= 9 e 10, respectivamente), foram incluidas pacientes com infertilidade
conjugal que realizaram histeroscopia diagndstica no Laboratério de Reprodugéo
Humana do Hospital das Clinicas da UFMG no periodo de novembro de 2010 a outubro
de 2011. A idade das voluntarias variou de 22 a 43 anos e foi semelhante entre os
grupos de mulheres com e sem endometriose (37,3 + 4,7 anos e 33,2 + 5,4 anos,
respectivamente, p= 0,095).

4.2.2) Obtencéo das amostras

Amostras de endométrio foram obtidas por bidpsia aspirativa ambulatorial com
Pipelle (Unimar Inc., Prodimed, Neuilly-en-Thelle, France) na fase proliferativa inicial do
ciclo menstrual, imediatamente apdés a realizacdo da histeroscopia,. Ndo foram
incluidas pacientes com achados histeroscopicos patolégicos, como podlipos ou
miomas. Em todos os casos de endometriose o diagnodstico da doenga foi confirmado
previamente por exame anatomapatolégico de bidpsia de lesdo endometridtica.

Duas porgdes do tecido endometrial foram imediatamente congeladas em
nitrogénio liquido para extragcdo de mRNA (RT-PCR-real time) e analise proteica por
Western Blot, e outra porcao foi fixada em Histochoice® (AMRESCO) para realizagao
da imuno-histoquimica.

4.2.3) Extragdo de RNA, sintese de cDNA e PCR em tempo real

Os fragmentos de endométrio eutopico de mulheres com endometriose
(n=6) e sem endometriose (n=6) foram submetidos a extragdo de RNA total e sintese
de DNA complementar (cDNA) conforme descri¢c&do prévia (Torres et al., 2009).

A expresséo génica de Nodal, Cripto, Smad 3 e Smad 4 foi avaliada por
PCR em tempo real, em volume final de 20 pl. A reagao consistiu de 2 yl de cDNA e 18
Ml de uma solugdo mix composta por 7 yl de agua para PCR (esterilizada e filtrada), 1
Ml do primer mix e 10 yl de SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems, Warrington
WA, UK). Cada amostra foi analisada em duplicata, inclusive os controles negativos,
que tiveram o cDNA substituido pelo produto de reacido feita na auséncia de
transcriptase reversa. As reagdes de PCR foram realizadas em equipamento ABI Prism
7500 SDS (Applied Biosystems, Warrington WA, UK) no seguinte ciclo termal: [estagio
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1] um ciclo de 50°C/2 min.; [estagio 2] um ciclo de 95°C/10 min.; [estagio 3] 40 ciclos de

95°C/15 segundos e 60°C/1 min. Os resultados foram corrigidos pela expressao do

gene que codifica a proteina ribossomal S26. Os oligonucleotideos sintetizados est&o

apresentados na Tabela 2

Tabela 2 - Oligonucleotideos primers para a reagao de PCR em tempo real dos genes-
alvo do S26, Nodal, Cripto, Smad 3 e Smad 4.

Primers

Sequéncia de nucleotideos

Fw — S26 (senso)

Rv- S26 (antisenso)

AAGGAACAATGGTCGTGCCA

ATCGGGCACAGTTAGTGCAG

Fw — Nodal (senso)

Rv- Nodal (antisenso)

ACTGTGTCGGAAGGTCAAGTTCCA

ACAGCGATAGGCGTTGTACTGCTT

Fw — Cripto (senso)

Rv- Cripto (antisenso)

TTTGAACTGGGATTAGTTGCCGGG

GGGCCAAATGCTGTCATCTCTGAA

Fw — Smad 3 (senso)

Rv- Smad 3 (antisenso)

AGTTGAGGCGAAGTTTGGGC
CTGCCCCGTCTTCTTGAGTT

Fw — Smad 4 (senso)

Rv- Smad 4 (antisenso)

TTTCCCAACATTCCTGTGGCTTCC

AAATCCATTCTGCTGCTGTCCTGG
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4.2.4) Imunohistoquimica
4.2.4.1) Incluséo e corte

As amostras fixadas em HistoChoice® (AMRESCO) foram
desidratadas em etanol a concentragdes crescentes, variando de 80% a 99%, depois
imersas em xilol e em parafina a 60°C. A seguir, foram incluidas em blocos de
parafina, deixadas por pelo menos 24 horas para solidificar. Os blocos foram resfriados
e seccionados num microtomo em cortes de 4 ym de espessura que, dispostos num
banho aquecido, foram cuidadosamente transferidos para as laminas de vidro. A
seguir, essas laminas foram aquecidas em estufa de 37°C por 24 horas para fazer
escorrer o excesso de parafina dos cortes histologicos.

4.2.4.2) Protocolo

Apo6s incubagao das laminas por 24 horas em estufa a 56°C, as
mesmas foram submetidas ao processo de desparafinizagdo, em xilol, e
reidratadatacdo, em série de solugcbdes de alcoois em concentragcdes decrescentes. A
recuperacéo antigénica induzida pelo calor foi realizada em microondas, para melhor
exposicao dos epitopos de interesse, utilizando tampéao Ethylenediamine Tetraacetic
Acid (EDTA).

Todas as etapas da IHQ foram realizadas com os reagentes do
sistema de amplificacdo por polimeros ndo biotinilados Novolink (Novocastra®, New
Castle Upon Tyne, UK). A atividade de peroxidase enddgena foi bloqueada com o
peroxidase block por 5 minutos. Para reduzir a coloracdo de fundo, os cortes foram
incubados por cinco minutos com o protein block. Os cortes foram posteriormente
incubados com os anticorpos primarios policlonais de coelho adquiridos da Abcam®
(Cambridge, Reino Unido) nas seguintes diluigdes: Smad 3 - 1:50; Smad 3 fosforilada —
1:50 e Smad 4 — 1:50. As laminas foram incubadas overnight a 4°C. Apos a incubagao,
a cada lamina foi aplicado o post primary block por 30 minutos e depois o reagente
polimero por 30 minutos. Para a revelagao das reagdes foi utilizada diaminobenzidina
(DAB) e para contracoloragao foi utilizada hematoxilina de Harris, ambas fornecidas no
proprio sistema Novolink.
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4.2.4.3) Avaliacdo das laminas
As laminas foram fotografadas utilizando o microscopio oOptico
Zeiss e as imagens obtidas foram analisadas utilizando o software Image J.
Para as analises, primeiramente foi feita calibragcao da leitura pelas
imagens do controle negativo. Para marcag&o celular nuclear, o programa avaliou a
porcentagem das células marcadas, e para as marcagdes citoplasmatica e de
membrana foi feita a avaliagao da intensidade da marcacéo.
4.2.5) Western Blot
4.2.5.1) Extracéo e quantificagao de Proteinas totais

As amostras foram homogeneizadas em 100ul do tamp&o de
lise RIPA (composto por 50mM Tris, 150mM NaCl, 1% Triton-100, 1% Deoxicolato,
0,1% SDS, 1mM PMSF, 10,28mM Ortovanadato de Sodio, 10,09mM Pirofosfato de
sédio, 100mM Fluoreto de sodio), preparado manualmente, associado a uma pastilha
de SigmaFasz‘® (2mM AEBSF, 1mM EDTA, 130uM Bestatina, 14uM E-64, 1uM
Leupeptina, 0,3uM Aprotinina). O tampao de extragao foi preparado na hora do uso e
as amostras foram homogeneizadas no gelo. Apds a extragcdo, as amostras foram
centrifugadas a 12.000g por 20 minutos, o sobrenadante foi mantido e o residuo
descartado; em seguida, as amostras foram incubadas a 95°C por 10 minutos para que
ocorresse a desnaturacao das proteinas.

As amostras foram quantificadas pelo método de Bradford,
utilizando como proteina padrdo a Albumina na concentragdo de 1mg/ml. As leituras
foram feitas utilizando o equipamento de leitor de ELISA no comprimento de onda de
595nm. As amostras foram aliquotadas e armazenadas em freezer -80°C.

4.2.5.2) Eletroforese

40 pg de cada amostra foram submetidos a eletroforese em
SDS-PAGE (acrilamida/bis acrilamida 29:1), sendo o gel de separagdo a 12,5%
preparado em tamp&o contendo 1,5M de Tris-HCI, pH 8,8 e 0,4% de SDS e o gel de
empacotamento (stacking gel) a 4% em tampao contendo 0,5M de Tris-HCI, pH 6,8 e
0,4% SDS. A composi¢ao do tampéao da corrida da eletroforese foi 25mM de Tris-HCI
pH 8,4, 200mM de Glicina e 1% de SDS. Em uma canaleta foi colocado o padrao de
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peso molecular BenchMark™ pré-marcado para nos orientar durante a corrida e
posteriormente durante a transferéncia. A corrida de eletroforese foi feita a 60v até que
as amostras passassem pelo gel de empacotamento, e depois a voltagem foi
aumentada para 75v. O tempo total da corrida foi de 2 horas.
4.2.5.3) Transferéncia
Apos a corrida de eletroforese, as bandas proteicas foram
transferidas para a membrana de nitrocelulose utilizando-se o tamp&o com 25mM de
Tris, 193mM de Glicina e 20% de Metanol. A transferéncia foi feita em sistema semi-
seco da BioRad®, a 20v por 5 minutos. A eficiéncia da transferéncia foi comprovada
pela transferéncia do padrdo de peso molecular pré-marcado do gel para a membrana.
4.2.5.4) Protocolo
Ap0s a transferéncia, a membrana de nitrocelulose foi incubada
por 1 hora em um solugéo constituida de leite em p6 desnatado a 5% e TBS (10mM de
Tris-HCI pH 7,4 e 0,9% de NaCl), a temperatura ambiente, sob agitacado leve. Apods
esse periodo a membrana foi lavada por 3 vezes 5 minutos cada com TBS-Tween 20,
em temperatura ambiente e sob agitacdo leve. Em seguida, a membrana foi incubada
com o anticorpo primario (Nodal: 1:200, Cripto 1:200 e B-actina 1:500) diluido em TBS,
por 24 horas a 4°C. Apds esse periodo a membrana foi lavada por 3 vezes de 5
minutos cada com TBS-Tween 20, em temperatura ambiente e sob agitacéo leve, e em
seguida incubada com o anticorpo secundario. Para 3-actina foi utilizado o secundario
anti-mouse 1:1000 e para o Nodal e Cripto anti-goat 1:1000, diluido em TBS, por 1 hora
a temperatura ambiente, sob agitacdo leve. Em seguida foram feitas 3 lavagens de 5
minutos cada com TBS-Tween 20, em temperatura ambiente e sob agitagao leve. Apds
esse periodo a membrana foi incubada por 30 minutos com o kit ABC da Vectastain®.
4.2.5.5) Revelacéo
As bandas das proteinas B-actina, Nodal e Cripto foram
reveladas utilizando os reagentes DAB (Sigma®) e Cloronaftol (Sigma®). Esses dois
reagentes foram divididos em duas solugdes, uma contendo o DAB diluido em PBS, e
outra o Cloronaftol diluido em metanol e PBS. Essas duas solugdes foram misturas e
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foi adicionado peroxido de oxigénio, e em seguida essa nova solugdo foi colocada em
contato com a membrana.
4.3) Analise Estatistica

Os resultados do PCR em tempo real foram expressos como ACt, que é o
threshold cycle (Ct) dos genes-alvo menos o Ct do gene de referéncia (36B4 ou S26).
A expressao génica relativa foi calculada como fold change, definido pela férmula 2°
AACt onde AACt = ACt médio do grupo com endometriose — ACt médio do grupo
controle, no caso dos tecidos, ou ACt médio dos tratamentos ou tempos de
decidualizacdo — ACt médio do controle, no caso das culturas celulares. As analises
foram realizadas tendo por base o ACt, que é a fonte primaria da variagéo (LIVAK &
SCHMITTGEN, 2001).

Os calculos estatisticos foram feitos no programa GraphPad Prism 6. Os dados
foram avaliados pelo teste de Kolmogorov—Smirnov e n&o diferiram significativamente
da distribuicdo normal, por isto foram expressos como média + desvio padrdo. O teste
de Mann-Whitney foi utilizado para comparagdo entre dois grupos independentes. A
analise de variancia (ANOVA) de Friedman foi usada para comparar os diversos
tratamentos hormonais e tempos de decidualizacédo, pareando os resultados oriundos
da mesma cultura celular. Havendo diferenga significativa na ANOVA, utilizou-se o
teste de Dunn para comparag¢des multiplas entre os estimulos hormonais e o respectivo

controle. Foi considerado estatisticamente significativo p<0,05.
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5) Resultados
5.1) Experimentos in vitro
5.1.1) Cultivo de Células Estromais Endometriais Humanas
A imunofluorescéncia para as células estromais endometriais esta
apresentada na FIGURA 4. Foram utilizados anticorpos contra Faloidina e Vimentina,
duas proteinas expressas em células estromais e ausentes em outros tipos de células

endometriais. Como se vé na figura, todas as células apresentaram coloragdo para

faloidina (B) e vimetina (C), confirmando a pureza das culturas de células estromais.

-

FIGURA 3 - Marcagédo imunofluorescente para células estromais endometriais. A. DAPI — marcagdo nulcear; B. Faloidina —

filamentos de actina; C. Vimentina — mesénquima celular; D. Sobreposi¢do das imagens.
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5.1.1.1) Estimulo hormonal agudo
A expressao génica do Nodal e do Cripto avaliada por RT-PCR
nas células endometriais estromais tratadas ou ndo por 24 horas com Estrogeno,
Progesterona, Estrogeno + Progesterona e Estrogeno + Progesterona + cAMP esta
apresentada nos Graficos 1 e 2. Nao foi observada diferenga significativa na expresséo
génica do Nodal e do Cripto entre os tratamentos realizados (p > 0,05).

Nodal

Fold Change
i
—
—

Grafico 1 — Expressdo génica do Nodal durante o tratamento com Estrégeno, Progesterona, Estrogeno +

Progesterona e Estrogeno + Progesterona + cAMP por 24 horas (n=4). ANOVA de Friedman, p > 0,05.
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Grafico 2 — Expressdo génica do Cripto durante o tratamento com Estrégeno, Progesterona, Estrogeno +

Progesterona e Estrogeno + Progesterona + cAMP por 24 horas (n=4). ANOVA de Friedman, p > 0,05.

A expressao proteica de Nodal foi avaliada por Western Blot e
os resultados encontrados estao apresentados na Figura 4. Foi possivel observar um
aumento na sua expressao proteica quando as células endometriais estromais foram

tratadas com estrégeno + progesterona (p < 0,01).
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Figura 4 - Expressdo proteica do Nodal em células estromais endometriais, tratadas ou ndo com Estrégeno,

Progesterona,

expressao da Calnexina foi observada em ~75 kDa e a do Nodal em

controle interno. ANOVA de Friedman e teste de Dunn, p < 0,01.

Estrégeno + Progesterona e Estrogeno + Progesterona + cAMP por 24 horas (n=4). A banda de
~ 40kDa. A calnexina foi utilizada como
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A expressao génica da Smad 4 e da Smad 7 também foi
avaliada por RT-PCR quantitativo em células endometriais estromais tratadas com
horménios ovarianos por 24 horas. Foi possivel observar um aumento na expressao
génica tanto da Smad 4 quanto da Smad 7 quando as células foram tratadas apenas

com progesterona (Graficos 3 e 4, p < 0,04 e p < 0,0001, respectivamente).

Smad4

31 *

Fold Change

Gréafico 3 — Expressédo génica da Smad 4 durante o tratamento com Estrogeno, Progesterona, Estrégeno +
Progesteronae Estrogeno + Progesterona + cAMP por 24 horas (n=4). ANOVA de Friedman e teste de Dunn, p <

0,04.
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Gréafico 4 — Expressédo génica da Smad 7 durante o tratamento com Estrogeno, Progesterona, Estrégeno +
Progesterona e Estrégeno + Progesterona + cAMP por 24 horas (n=4). ANOVA de Friedman e teste de Dunn, p <
0,0001.

5.1.1.2) Decidualizagao

A Figura 5 apresenta as alteragdes morfologicas das células
estromais endometriais durante o tratamento de 8 dias com estradiol + progesterona +
AMP ciclico (E2+P4+ cAMP). Observa-se a mudanga gradual do formato das células,
que perderam o aspecto fusiforme, caracteristico de fibroblastos, e adquiriram forma
mais arredondada, tipica das células da decidua (Tang, Guller e Gurpide, 1994; Irwin et
al., 1996). Como controle do processo de decidualizagdo além das caracteristicas
morfolégicas, também foi analisada a expressdo génica da PRL e IGFBP-1,

marcadores do processo de decidualizagao (Grafico 5).
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FIGURA. 5 - A. Células estromais endometriais antes do inicio do tratamento com Ez+P4+ cAMP (CTRL); B. Células
estromais endometriais no segundo dia de tratamento (D2); C. Células estromais endometriais no quarto dia de
tratamento (D4). D. Células estromais endometriais no sexto dia de tratamento (D6). E. Células estromais

endometriais no oitavo dia de tratamento (D8).
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Grafico 5 — Expresséo génica da Prolactina (A) e IGFBP-1 (B) durante o processo de decidualizagdo. ANOVA de

Friedman, p < 0,001 para prolactina e p < 0,005 para IGFBP1. Teste de Dunn: *p<0,05 e **p<0,01

Quando avaliada por RT-PCR quantitativo e por Western Blot, a
expressao génica e proteica do Nodal ndo se mostrou alterada durante o processo de

decidualizagao “in vitro” (Grafico 6, p > 0,05, Figura 6, p > 0,05).

Nodal
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=

Grafico 6 — Expressao génica do Nodal durante o processo de decidualizagédo “in vitro” (n=4). ANOVA de Friedman,

p > 0,05.
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Figura 6 - Expresséo proteica do Nodal em células estromais endometriais, tratadas ou ndo com o coquetel de
decidualizacdo (E,+P,+ cAMP) por 8 dias (n=4). A banda de expresséo da Calnexina foi observada em ~75 kDa e a
do Nodal em ~ 40kDa. A calnexina foi utilizada como controle interno. ANOVA de Friedman, p > 0,05.

A expressao do gene para o Cripto também foi avaliada durante
o processo de decidualizacao ‘in vitro” e foi possivel observar uma diminuigcdo na sua

expressao génica de Cripto nos dias 2 e 8 desse processo (Grafico 7, p < 0,04).
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Grafico 7 — Expresséo génica do Cripto durante o processo de decidualizagado “in vitro” (n=4). ANOVA de Friedman,
p > 0,04.

5.2) Experimento ‘in situ”

A expressao génica e proteica do Nodal no endométrio eutopico de
mulheres com e sem endometriose foi avaliado por RT-PCR e Western Blot. N&o foi
encontrada diferenga na expressédo dessa molécula utilizando essas técnicas (Grafico 8
e Figura 7, p > 0,05).
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Grafico 8 — Expresséo génica do Nodal no endométrio eutdpico do grupo controle (sem endometriose) (n=10) e no

grupo endometriose (n=9). Teste de Mann-Whitney, p > 0,05.
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Figura 7 — Expresséo proteica do Nodal no endométrio eutdpico do grupo controle (sem endometriose) (n=10) e no
endométrio eutdpico de mulheres com endometriose (n=9). C= controle; E = endometriose. A banda de expressao
da Beta-Actina foi observada em ~ 40 kDa e a do Nodal em ~ 42kDa. A beta-actina foi utilizada como controle

interno. Teste de Mann-Whitney, p > 0,05.

Quando avaliada por RT-PCR, a expressao génica de Cripto se
mostrou diminuida no endométrio eutopico de mulheres com endometriose (Grafico 9,
p = 0,03), no entanto essa diminuicdo n&o foi mantida quando avaliamos a expressao
proteica dessa molécula no mesmo tecido (Figura 8, p > 0,05).
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Grafico 9 — Expressao génica do Cripto no endométrio eutépico do grupo controle (sem endometriose) (n=10) e no

grupo endometriose (n=9). Teste de Mann-Whitney, p = 0,03.
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Figura 8 - Expressao proteica do Criptol no endométrio eutépico do grupo controle (sem endometriose) (n=10)e no
endométrio eutépico de mulheres com endometriose (n=9). C= controle; E = endometriose. A banda de expressao
da Beta-Actina foi observada em ~ 40 kDa e a do Criptol em ~ 21 kDa. A beta-actina foi utilizada como controle

interno. Test t, p > 0,05.

Apos a avaliagdo do Nodal e do seu co-receptor Cripto, iniciamos a avaliagao
dos sinalizadores intracelulares da sua via de transdug&o de sinal. A expressao génica
e proteica da Smad 3 foi analisada por RT-PCR e por imunohistoquimica.

N&o foi encontrada nenhuma alteragdo na expressao génica da
Smad 3 (Grafico 10, p > 0,05) quando comparamos a sua expressdo no endomeétrio
eutdépico de mulheres com e sem endometriose, no entanto encontramos uma
diminuigdo na sua imunomarcacdo no endométrio eutdépico de mulheres com
endometriose (Grafico 11, p = 0,01). A proteina Smad 3 se mostrou expressa na

superficie epitelial, no epitélio glandular e no estroma do endométrio. Todas as
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amostras se mostraram positivas, e conforme o esperado ela apresentou um padrao de

expressao citoplasmatico e nuclear (Figura 9)
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Grafico 10 — Expresséo génica da Smad 3 no endométrio eutdpico do grupo controle (sem endometriose) (n=10) e

no grupo endometriose (n=9). Teste de Mann-Whitney, p > 0,05.
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Figura 9 — Imunoreatividade da Smad 3 no endométrio eutdpico do grupo controle (A), no endométrio eutépico de
mulheres com endometriose (B), controle negativo (C).
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Grafico 11 — Score de imunomarcacdo da Smad 3 no endométrio eutdpico do grupo controle (sem endometriose)

(n=10) e no grupo endometriose (n=9). Teste de Mann-Whitney, p = 0,01.

A expressao proteica da Smad 3 fosforilada foi analisada por imunohistoquimica.
Essa proteina se mostrou expressa na superficie epitelial, no epitélio glandular e no
estroma. A sua expressao néo foi detectada em duas amostras do grupo endometriose.
Conforme o esperado, o seu perfil de marcacéo foi citoplasmatico e nuclear (Figura 11).
Nao foi encontrada diferenca na sua imunomarcacdo quando comparamos o

endométrio eutopico de mulheres com e sem endometriose (Grafico 12, p > 0,05).
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Figura 10 — Imunoreatividade da Smad 3 fosforilada no endométrio eutdpico do grupo controle (A), no endométrio
eutdpico de mulheres com endometriose (B), controle negativo (C).
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Grafico 12 — Score de imunomarcagdo da Smad 3 fosforilada no endométrio eutdpico do grupo controle (sem

endometriose) (n=10) e no grupo endometriose (n=9) . Mann — Whitney test, p > 0,05.

Como ultimo mediador da cascata de sinalizagdo do Nodal e de outros membros
da familia TGF-beta, antes da transcrigdo de genes alvo, a expressao génica e proteica
da Smad 4 foi avaliada por RT-PCR e por imunohistoquimica. Nao foi encontrada
diferenga na expressdo génica da Smad 4 no endométrio eutopico de mulheres com
endometriose (Grafico 11, p > 0,05). A proteina Smad 4 se mostrou expressa na
superficie epitelial, no epitélio glandular e no estroma. Todas as amostras avaliadas se
mostraram positivas, e conforme o esperado, a Smad 4 apresentou uma marcagao
citoplasmatica e nuclear (Figura 12). Devido a importancia da presenca dessa molécula
no nucleo celular, para a analise de imunohistoquimica foi analisada apenas a
porcentagem de marcagdo nuclear. Ndo foi encontrada diferengca estatistica na
porcentagem de nucleos marcados por essa proteina, como demonstrado no Grafico
13, p > 0,05.

48



Smad4
2.0-
O Controle

1.5 3 Endometriose
o 1
o S
c
2
[T) 1.0'
8
S —1
L 05-

0.0

Grafico 13 — Expressao génica da Smad 4 no endométrio eutdpico do grupo controle (sem endometriose) (n=10) e

no grupo endometriose (=9). Teste de Mann-Whitney, p > 0,05.
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Figura 11 — Imunoreatividade da Smad 4 no endométrio eutdpico do grupo controle (A), no endométrio eutdpico de
mulheres com endometriose (B), controle negativo (C). —warcacao nuclear.
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Grafico 14 — Porcentagem de marcacao nuclear da Smad 4 no endométrio eutopico do grupo controle (sem

endometriose) (n=10) e no grupo endometriose (n=9). Teste de Mann-Whitney, p > 0,05.
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6) Discussao

O nosso primeiro passo para avaliar a via de sinalizacdo do Nodal no
endométrio, e posteriormente fazer a sua corelagdo com a fisiopatologia da
endometriose, foi estudar se os principais membros dessa via seriam regulados pelos
horménios estrégeno e progesterona. Para isso, as hESCs foram cultivadas e tratadas
ou nao por 24 horas, com Estrégeno, Progesterona, Estrégeno + Progesterona e
Estrégeno + Progesterona + cAMP. Foram analisadas as expressdes génicas do
Nodal, do Cripto, da Smad 4 e da Smad 7, e a expressao proteica do Nodal.

Nossos resultados mostraram que a expressao génica do Nodal n&o foi alterada
sob nenhum tratamento feito. O que pode ser observado foi que a expressédo do gene
dessa molécula foi aparentemente aumentando de acordo com o estimulo hormonal,
principalmente da associagcdo de Estrogeno + Progesterona, embora nenhuma
diferenca estatisticamente significativa tenha sido encontrada. Adicionalmente, esse
comportamento da expressdo génica do Nodal ndo foi mantido quando o cAMP foi
adicionado a essa combinagdo. Corroborando a hipétese de que os hormdnios
esteroides regulariam a expressado génica de Nodal, nés encontramos um aumento
significativo na expressdo proteica de Nodal quando as células foram tratadas com
Estrogeno + Progesterona, e mais uma vez esse perfil de expresséo foi perdido quando
a essa combinacdo hormonal foi adicionado o cAMP.

Até o nosso conhecimento, nenhum estudo avaliou a acdo dos esteroides
ovarianos na expressao do Nodal em culturas de células estromais endometriais
humanas. A expresséo génica do Nodal foi avaliada durante o ciclo menstrual em dois
trabalhos e, em ambos, os autores demonstraram que o gene do Nodal se mostrou
expresso durante todo o ciclo menstrual, tendo o seu pico de expressdo na fase
secretora inicial, sugerindo assim que suas ag¢des sdo direcionadas tanto pela
progesterona quanto pelo estrégeno (Papageorgiou et al., 2009; Rocha et al., 2011). O
presente estudo também foi o primeiro a avaliar a expressao proteica de Nodal sob a
acao dos hormoénios esteroides ovarianos e da associagdo deles com cAMP. Nossos
achados indicaram que a sua expressao proteica esta claramente aumentada na

presenca de estrogeno e progesterona. Os nossos resultados discordam do unico
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estudo no qual a expressao proteica de Nodal foi avaliada por imunohistoquimica, que
demonstrou que a sua imunomarcagdo se mostrou forte durante toda a fase
proliferativa no compartimento estromal do endométrio, e depois a sua
imunoreatividade foi diminuida na fase secretora (Papageorgiou et al., 2009).

Com relacdo ao Cripto, a sua expressédo génica nao foi alterada quando as
células foram tratadas com os horménios esteroides ovarianos, embora ele tenha
apresentado o mesmo perfil de expressdo génica do Nodal. Apesar de nao termos
encontrado nenhuma diferenga estatisticamente significativa, pareceu haver uma
diminui¢do na expressao génica do Cripto quando o cAMP foi adicionado a combinagéo
hormonal de Estrégeno + Progesterona. Nos dois estudos em que a expressao de
Cripto foi avaliada durante o ciclo menstrual, em ambos ele se mostrou expresso
durante todo o ciclo menstrual, no entanto em um estudo o seu pico de expressao foi
na fase secretora do ciclo menstrual, o que sugeriu que suas agdes foram mais
direcionadas pela progesterona (Papageorgiou et al., 2009) e contrariamente, no outro
estudo ele apresentou o seu pico de expressdo na fase proliferativa tanto inicial quanto
tardia, e depois sua expressao caiu drasticamente na fase secretora do ciclo (Rocha et
al., 2011).

N&o ha outros dados a respeito da avaliagdo génica e proteica de Nodal e Cripto
no ciclo menstrual. Em outros estudos que investigaram as agdes do estrogeno e da
progesterona sobre a expressdo de membros da familia TGF-beta em células
endometriais, verificou-se que o gene do TGF-beta 1 esta ativado pelo receptor de
estrogeno na presenca de metabdlitos ou antagonistas do estrogénio, e que a
combinagdo de estrogeno com a progesterona estimula a expressdo do seu gene
(Kanzaki et al., 1995; Yang et al., 1996; Casslen et al., 1998). Por outro lado, a,
progesterona bloqueou a expressdo de TGF-beta 1 em culturas com explantes de
endométrio humano (Gaide Chevronnay et al., 2008) e inibiu a secregao de TGF-beta 2
em ceélulas estromais endometriais humanas (Kanzaki et al., 1995). Esses dados
contradizem os estudos anteriores que relataram os efeitos estimulatorios da
progesterona na expressdao génica de TGF-beta 2, e da acdo combinada de
progesterona e estradiol na expressdo de TGF-beta 1. Embora os estudos
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apresentados sejam contraditorios, devemos levar em consideragdo as doses dos
hormoénios utilizados, o tempo de tratamento, a fase do ciclo e outros fatores. Diante
dos indicios apresentados, € importante considerar que os horménios esteroides
ovarianos desempenham um importante efeito sobre a acdo e secrecdo de membros
da familia TGF-beta, o que refor¢a a hipétese de que o Nodal e membros da sua via de
sinalizagao podem estar envolvidos em eventos reprodutivos fisioldgicos e patologicos.

Membros da familia TGF-beta tém suas acdes mediadas desde a membrana
celular até o nucleo através de receptores e da ativacido de mediadores intracelulares
especificos, como as proteinas Smads (Zimmerman e Padgett, 2000; Moustakas,
Souchelnytskyi e Heldin, 2001). Uma vez que os esteroides ovarianos regulam a
expresséao de citocinas da familia TGF-beta em tecidos sensiveis a horménios, como é
o caso do endométrio, eles poderiam também influenciar a expressdo das Smads (Luo,
Xu e Chegini, 2003). Nossos dados mostraram que a progesterona exerceu uma
regulagéo positiva sobre a expressao génica da Smad 4 e da Smad 7. A Smad 4 ocupa
uma posi¢cao central na via de sinalizagdo de todos os ligantes da familia TGF-beta,
sendo responsavel pela maior parte das respostas biologicas ativadas por esse
mecanismo (Wakefield e Hill, 2013).

Os ligantes da familia TGF-beta induzem a fosforilagdo da Smad 3, a qual ativa
a Smad 4 e a transloca para o nucleo, regulando assim a transcricdo de inumeros
genes (Wu et al., 2003). A Smad 7 € um importante regulador da sinalizagdo do TGF-
beta, da Ativina, do Nodal e do BMP através do feedback negativo, e medeia as
reacdes entre essas citocinas e outras vias de sinalizagdo. Ela também desempenha
um papel importante em processos patolégicos e apresenta agdes tanto anti-fibréticas
quanto anti-inflamatorias, sugerindo que sua expressao exacerbada poderia ser um
alvo terapéutico (Yan, Liu e Chen, 2009). Embora a alteragdo encontrada com relag&o
a expressao proteica de Nodal ndo tenha sido sob a agdo somente da progesterona, o
aumento encontrado na expressao génica da Smad 4 e da Smad 7 demonstrou que a
via das Smads esta ativada e que elas s&o reguladas por horménios ovarianos, e que o
fato de ambas se mostrarem aumentadas, mesmo apresentando agdes bioldgicas

opostas, indica que esse sistema possuiu um mecanismo de feedback auto-regulatério
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que equilibra as agbes dos membros da familia TGF-beta no endométrio (Luo, Xu e
Chegini, 2003).

O estudo ‘in vitro”, utilizando células estromais endometriais nos mostrou que
todas as moléculas avaliadas envolvidas com a via de sinalizagdo do Nodal sdo
expressas pelas células estromais do endométrio, e que esse mecanismo de
transducao de sinal é regulado por horménios esteroides, pelo menos nessas células.
A descoberta dessa regulagao reforga a nossa hipétese de que a via de sinalizagdo do
Nodal poderia ter uma papel regulatério na fisiopatologia da endometriose. Nosso
passo seguinte foi avaliar o perfil temporal de expressdo desses dois membros da
familia TGF-beta no processo de decidualizagcdo, o que também estaria relacionado
com a endometriose, uma vez que a infertilidade nas mulheres que apresentam essa
doenga poderia estar associada a uma falha na decidualizagdo devido a resisténcia a
progesterona (Macer e Taylor, 2012).

O real impacto e como o mecanismo da infertilidade acontece na endometriose
ainda é alvo de muitos estudos (Kuohung et al., 2002; Practice Committee of the
American Society for Reproductive, 2012), no entanto pesquisas indicam que o
endométrio eutopico das mulheres com endometriose apresenta uma diminui¢do na
expressao de citocinas e fatores de crescimentos chave para a receptividade do utero,
além da via dos horménios esteroides também estar alterada, o que prove uma
explicacado légica tanto para os problemas associados a infertilidade quanto para a
propria fisiopatologia da doenca (Holoch e Lessey, 2010).

O endométrio uterino é um oOrgdo dindmico que sofre crescimento,
remodelamento e descamacgao sob o controle hormonal. A decidualizacdo das células
endometriais, as quais desenvolvem no final da fase secretora do ciclo menstrual, é
caracterizada por alteragdes morfologicas e diferenciagdo funcional (Kim et al., 2005).
Para que a implantagdo ocorra, o endométrio precisa primeiramente estar
morfologicamente preparado para receber o blastocisto que ira se implantar na parede
uterina (Ramathal et al.,, 2010; Park e Dufort, 2013). Embora esse processo seja
regulado por horménios, estudos tém indicado que outros fatores, como citocinas e

fatores de crescimentos sdo também essenciais para o processo de decidualizacédo das
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células estromais (Stoikos et al., 2008). Nés avaliamos a expressao a expressao génica
e proteica de Nodal durante o processo de decidualizagao ‘in vitro” e verificamos que o
Nodal foi expresso em todas as amostras analisadas. Em um estudo anterior que
avaliou a expressao de varios membros da familia TGF-beta em células endometriais
estromais cultivadas ‘in vitro”, a expressao do Nodal n&do foi detectada nas células
inicialmente isoladas e nem naquelas decidualizadas (Stoikos et al., 2008). Esse
resultado contrasta com os nossos achados, no entanto foram utilizadas técnicas mais
sensiveis no presente estudo (PCR em tempo real e western blot) em comparagdo com
o estudo anterior, que valeu-se de PCR convencional.

O presente estudo também avaliou a expressao do co-receptor do Nodal, o
Cripto, durante o processo de decidualizagcdo. Os resultados apresentados até
momento mostram que o perfil de expresséo do Cripto acompanhou o do Nodal, e isso
era o esperado pelo fato do Cripto ser essencial para via de sinalizagcdo do Nodal. No
entanto, quando a expresséo génica do Cripto foi avaliada durante a decidualizagao ‘in
vitro”, foi possivel observar uma diminuicdo na sua expressao nos dias 2 e 8 da
decidualizacdo. Diferentemente da Ativina e de outros membros da familia TGF-beta, o
Nodal € o unico membro que requer o Cripto para a sua via de sinalizacdo (Park e
Dufort, 2011; 2013; Quail et al., 2013). Estudos tém sugerido que o Cripto poderia
interagir diretamente com o receptor tipo | da ativina (ALK 4), independentemente da
presenca de Nodal, podendo assim ser autonomicamente ativado e bloquear as acdes
da Ativina (Rosa, 2002; Harrison et al., 2005). Pesquisadores ndo detectaram a ligagéo
da Ativina ao Cripto na auséncia dos receptores do ActRIIA e ActRIIB, sugerindo que
Ativina, diferentemente do Nodal, precisa dos ActRIIs para se ligar ao Cripto. Os
resultados encontrados por esses pesquisadores apoiam o mecanismo pelo qual o
Cripto se liga ao complexo Ativina-ActRIIA/B e inibe a sinalizagdo subsequente via ALK
4 (Gray, Harrison e Vale, 2003) . Em outro estudo em que o antagonismo do Cripto foi
avaliado, pesquisadores propuseram que a ligagao independente do Cripto ao ALK 4,
ou a formacéo do complexo Ativina, ALK 4 e Cripto seria suficiente para inibir as acdes
da Ativina (Adkins et al., 2003).

Todos esses achados com relagdo ao antagonismo do Cripto ddo suporte aos
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resultados aqui encontrados com relagdo a diminuigdo da sua expressao génica no
periodo da decidualizagdo, uma vez que estudos demonstraram que a expressao das
subunidades da Ativina esta claramente aumentada durante a decidualizag&o, tanto em
modelos ‘in vivo” quanto “n vitro” (Jones et al., 2002; Jones et al., 2006).
Adicionalmente, mais pesquisas para avaliar o real papel do Cripto no processo de
decidualizagdo s&o necessarias a fim de elucidar se essa diminuicdo também é
refletida a niveis proteicos, se as alteragdes encontradas a niveis de células estromais
refletem os dados do tecido endometrial como todo, e se essa inibigdo encontrada na
expresséo génica do Cripto aconteceu pela diferenciagao celular e ndo por uma agéo
aguda da progesterona durante o processo de decidualizag&o.

Para entdo concluir nossos objetivos, e fazer a correlagdo do Nodal e dos
membros relacionados ao seu mecanismo de transdug&o de sinal com a fisiopatologia
da endometriose, foi avaliada a expressédo génica e proteica do Nodal, do Cripto, da
Smad 3 e da Smad 4, e a expressao proteica da Smad 3 fosforilada no endométrio
eutdpico de mulheres com e sem a doencga na fase proliferativa do ciclo menstrual. No
presente estudo nds nado avaliamos o perfil de expressdo dos membros da via de
sinalizacdo do Nodal na fase secretora do ciclo, 0 que ndo nos permite comparar os
dados obtidos em tecido com os dados encontrados no processo de decidualizagao
celular “in vitro”.

Alteragdes na sinalizagdo de membros da familia TGF-beta tém sido associadas
com cancer, doencgas renais e vasculares (Border e Noble, 1994; Bruijn et al., 1994).
Embora mutagdes em varios componentes desta via possam ser 0s responsaveis por
varias anormalidades, tem se mostrado que a sinalizacdo dos membros dessa familia
pode ser fortemente afetada por interagcbes feitas com outras moléculas na célula
(Matsuda et al., 2001). Estudos tém mostrado a interacdo de um grande numero de
proteinas intracelulares com as Smads, influenciando assim a sinalizag&o das citocinas
da familia TGF-beta (Matsuda et al., 2001; Miyazono, Kusanagi e Inoue, 2001).
Enquanto algumas dessas citocinas tem se mostrado ativadoras das Smads outras s&o
repressoras das suas atividades (Matsuda et al., 2001). Também os hormdnios
esteroides podem influenciar a sinalizagdo do TGF-beta tanto positivamente quanto
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negativamente e assim exercer impacto em uma variedade de processos fisiologicos e
patolégicos (Pierce et al., 1989; Lei et al., 1998; Silbiger et al., 1998), como a
endometriose.

Os dados obtidos no presente estudo com relagéo a expressao génica de Nodal
e Cripto corroboram os achados de estudos anteriores, em que os niveis de mRNA do
Nodal e do Cripto foram avaliados no endométrio eutdpico de mulheres com e sem
endometriose (Torres et al, 2009; Rocha et al., 2011). Os nossos resultados
mostraram que a expressao génica do Nodal ndo se mostrou alterada no endométrio
eutopico de mulheres com endometriose e o gene do Cripto se mostrou diminuido no
mesmo tecido. Embora o Nodal ndo tenha se mostrado expresso de uma forma
aberrante no endométrio eutdépico de mulheres com endometriose, a nossa hipotese
era que a sua atividade biolégica poderia estar aumentada, em fungdo da menor
expressao do seu co-receptor Cripto. Neste sentido, 0 nosso proximo passo foi analisar
a expressao proteica do Nodal e do Cripto. Foi possivel observar um discreto aumento
na expressdao proteica de Nodal no endométrio eutdpico das mulheres com
endometriose, 0 que sugeriu que embora esse aumento ndo fosse significante, a
diminuicdo na expressao génica do Cripto estava sendo capaz de aumentar a atividade
biolégica do Nodal. Entretanto, a diminuigdo encontrada na expressao génica do Cripto
nao correspondeu a alteragdo na sua expressao proteica no endométrio eutdpico de
mulheres com endometriose.

Uma vez que as agbes de membros da familia TGF-f iniciam-se na membrana
celular e terminam no nucleo, onde os seus receptores de membrana sao responsaveis
pela ativagdo de mediadores intracelulares especificos como as Smads, que sao os
principais membros da via de sinalizagdo da familia TGF-B (Zimmerman e Padgett,
2000; Luo, Xu e Chegini, 2003), o passo a seguir foi estudar o perfil de expresséo
dessas moléculas no endométrio eutdpico de mulheres com endometriose.

A expressao génica da Smad 3 e Smad 4 foi avaliada por RT-PCR quantitativo,
e a expressao proteica da Smad 3, Smad 3 fosforilada e Smad 4 foi avaliada através da
imunohistoquimica no endométrio eutdpico de mulheres com e sem endometriose. A

unica alteragdo que encontramos foi com relagdo ao escore de imunomarcagao da

58



Smad 3, que se mostrou diminuido no endométrio eutdpico de mulheres com
endometriose. Curiosamente pouco se tem estudado a respeito da relagdo entre as
Smads e a endometriose. Até o nosso conhecimento sé um trabalho avaliou apenas
por imunohistoquimica a expressdo da Smad 2, Smad 3 e Smad 4 no endométrio de
mulheres sem endometriose e na endometriose ovariana e ndo foi encontrada
nenhuma diferenca da sua intensidade de marcacdo. Embora as pesquisas a respeito
da relagdo entre as Smads e endometriose sejam escassas, estudos tém reportado
que elas sao supressoras da proliferacdo celular em varios tipos de tecido, incluindo o
cancer (Mabuchi et al., 2010). Alteracdo na expressao génica da Smad 4 tem sido
correlacionada a progressdo de varios tipos de cancer, e esta mais prevalente no
cancer de pancreas (Miyaki e Kuroki, 2003). Observou-se corelagdo entre o grau de
invasdo do cancer de mama e a diminuigdo da presenga da Smad 3 nuclear (Jeruss et
al., 2003). Outros estudos indicaram que o receptor de estrogénio poderia suprimir a
sinalizagdo de membros da familia TGF-beta por associar-se com e a agir como um
corepressor transcricional da Smad 3. Assim, a inibicdo da atividade da Smad 3 pelo
receptor de estrogénio proveria um mecanismo molecular para os efeitos opostos do
estrogeno e a sinalizagdo dos TGF-betas em algumas doencas (Lei et al., 1998;
Silbiger et al., 1998).

Diante disso, a diminuicdo na imunomarcagdo da Smad 3 no endométrio
eutopico de mulheres com endometriose poderia estar relacionada com esse efeito de
oposigcao entre o estrogeno e a sinalizagdo de membros da familia TGF-beta. Neste
sentido, o desequilibrio observado na expressdo génica do Cripto pode ter sido
responsavel pela alteracdo encontrada na imunomarcacdo da Smad 3. Embora esse
pareca ser um sistema compensatério, por ndo termos encontrado alteracbes nas
expressdes proteicas de Nodal e Cripto, nossos dados sugerem que o sistema de
sinalizacdo do Nodal apresenta distorcdes no endométrio de mulheres com
endometriose e que esse circuito molecular pode ser um potencial alvo terapéutico

visando a restringir a proliferagdo das células endometrioticas.

59



7) Conclusdes
Diante dos resultados obtidos podemos concluir que:

v" O estimulo hormonal esteroide aumentou a expressao proteica de Nodal
e a expressao génica da Smad 4 e da Smad 7, sugerindo que a via de transdugéo do
Nodal esta ativada. O aumento encontrado na expressao génica da Smad 4 e da Smad
7, mesmo apresentando agdes bioldgicas opostas, indica que esse sistema possuiu um
mecanismo de feedback que regula as agbes Nodal nas células estromais sob acao
dos horménios esteroides;

v" A diminui¢do na expressao génica do Cripto sugere que no processo de
decidualizagdo das células estromais ‘in vitro” ele age como um antagonista das ag¢des
da ativina, no entanto mais pesquisas sao necessarias para avaliar o papel do Cripto
no processo de decidualizacio a fim de elucidar se essa diminuicdo também ocorre no
nivel proteico, se as alteragdes encontradas nas células estromais refletem os dados
do tecido endometrial como todo, e se essa inibicdo da expressdo génica do Cripto
aconteceu pela diferenciagdo celular ou por uma agao direta da progesterona durante o
processo de decidualizacio;

v" No endométrio eutépico de mulheres com endometriose encontramos
uma diminui¢do na imunorreatividade da Smad 3. Os resultados obtidos sugerem que o
desequilibrio observado na expressao génica de Cripto pode ter sido o responsavel
pela menor expressdo da Smad 3 no endométrio eutdpico das mulheres com
endometriose;

v' Por fim, nossos dados sugerem que a via de sinalizagdo do Nodal
apresenta distor¢cbes no endométrio eutdpico de mulheres com endometriose, e que
pode ser um potencial alvo terapéutico visando restringir a proliferacdo de células

endometridticas.
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Estudo da via de sinalizagdo do nodal na fisiopatologia da endometriose

Prezada Senhora,
Gostaria de convida-la a participar de um estudo cientifico que tem a finalidade de gerar novos
conhecimentos sobre a endometriose.

I. INFORMACOES SOBRE A PESQUISA

Esta pesquisa visa ao estudo de moléculas relacionadas com a endometriose, na tentativa de
se descobrir possiveis causas e novos tratamentos para a doenga. Vocé esta sendo convidada
porque sua avaliagdo médica j& previa a realizacdo de histeroscopia ou laparoscopia,
independentemente da pesquisa. Nesta pesquisa sera utilizada somente uma pequena
amostra do tecido endometrial. A amostra sera coletada no momento em que vocé estiver
anestesiada, no bloco cirurgico, imediatamente antes do inicio da laparoscopia, ou na sala de
histeroscopia diagnéstica ambulatorial, logo apds a realizagao da histeroscopia diagndstica.

II. SIGILO DOS DADOS
Todos os seus dados serédo confidenciais, sua identidade ndo sera revelada publicamente em
hipétese alguma e somente os pesquisadores envolvidos neste projeto terdo acesso a essas
informagdes, que serao utilizadas somente para fins de pesquisa.

lIl. BENEFICIOS DA PESQUISA
Embora nao traga beneficio imediato para vocé, este estudo ira contribuir para o conhecimento
mais detalhado da endometriose. Esse conhecimento podera ajudar no desenvolvimento de
novos métodos para diagnosticar e tratar a doenca.

IV. RISCOS
A coleta de amostra do endométrio pode causar desconforto e célica momentanea. A amostra
sera colhida em material inteiramente estéril e descartavel, que nao oferece risco para a sua
saude.

V. RESSARCIMENTO DAS DESPESAS
Nao esta prevista qualquer forma de remuneragéo para as voluntarias, nem ressarcimento de
despesas. Entretanto, as despesas especificas relacionadas com o estudo sdo de
responsabilidade dos pesquisadores.

VI. DEMAIS ESCLARECIMENTOS
Vocé dispde de total liberdade para esclarecer qualquer divida que possa surgir durante a
pesquisa. Vocé podera recusar-se a participar deste estudo e/ou abandona-lo a qualquer
momento, sem precisar se justificar. A aceitacdo ou ndo da participacdo neste estudo nao
influenciara no seu tratamento.

VIl. TERMO DE CONSENTIMENTO
Eu, voluntariamente,
concordo em participar desta pesquisa no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Minas Gerais. Estou ciente do exposto acima e ainda de que esta pesquisa nao trara qualquer
prejuizo a minha saude.

Belo Horizonte,............... e (o [T

Assinatura da voluntaria

Cynthia Dela Cruz de Freitas (pesquisadora)
Telefone: 3409-9264

Fernando Marcos dos Reis (pesquisador principal)
Telefone: 3409-9264

Se tiver qualquer duvida sobre o estudo, contatar os pesquisadores no Laboratério de
Reproducdo Humana do Hospital das Clinicas da UFMG: Av. Prof. Alfredo Balena, n° 110, 9°
andar , ala norte, Santa Efigénia, Belo Horizonte — MG. Fone: 3409-9484. Comité de Etica em
Pesquisa (COEP): Av. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il, 2° Andar, sala 2005 -
Pampulha, Belo Horizonte — MG. Fone: (31) 3409-4592



