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RESUMO

EXPRESSAO DA ANGIOTENSINA-(1-7), DO RECEPTOR Mas E DA ENZIMA CONVERSORA
DE ANGIOTENSINA TIPO 2 EM LEIOMIOMAS UTERINOS E MIOMETRIO

Angiotensina (Ang)-(1-7) € um componente do sistema renina-angiotensina que produz
efeito vasodilatador, anti-angiogénico e anti-proliferativo em diversos 6rgéaos, e é
produzida a partir da clivagem da Ang-Il pela enzima conversora de angiotensina tipo 2
(ECA2). Um dos efeitos bem documentados da Ang-(1-7) é reduzir a fibrose pulmonar e
renal. Leiomiomas uterinos sdo tumores benignos de alta prevaléncia e morbidade,
histologicamente caracterizados por intensa deposicao de colageno e fibrose. O objetivo
deste estudo foi avaliar se os principais componentes do eixo da Ang-(1-7) estdo
presentes no miométrio humano e nos miomas uterinos. Amostras de miomas uterinos
e miométrio normal embebidas em parafina foram obtidas de arquivos hospitalares e
processadas por imunohistoquimica, utilizando anticorpos especificos para Ang-(1-7),
MAS e ECA2. A imunomarcacao foi classificada como ausente, fraca, moderada ou forte
por dois observadores independentes. Controles negativos tiveram os anticorpos
primarios substituidos por soro nao imune. Foi ainda realizada PCR em tempo real para
avaliar a expressao relativa dos acidos ribonucleicos mensageiros (mRNA) que
codificam MAS e ECA2, em amostras de leiomiomas e miométrio de outras pacientes
que foram submetidas a histerectomia total por miomatose uterina. Ang-(1-7) foi
detectada no citoplasma das células musculares lisas, com ampla distribuicao e
intensidade moderada, tanto no miométrio normal quanto no mioma uterino. O receptor
MAS estava presente nas células musculares lisas normais e fibroticas, com localizacao
nuclear frequente. ECA2 foi detectada no miométrio normal e nos miomas uterinos,
sendo particularmente mais concentrada nas regides de maior densidade celular. Foi
demonstrado por PCR em tempo real que os mRNAs tanto do receptor MAS quanto da
ECA2 estdo presentes em amostras de leiomiomas e miométrio, com expresséo
semelhante nos miomas uterinos. Esses dados indicam que o miométrio humano e os
miomas uterinos contém os principais componentes do eixo protetor/antifibrético do
sistema renina- angiotensina. A importancia funcional desse sistema para o
desenvolvimento dos miomas necessita de continua investigago.

Palvras chaves: angiotensina-(1-7); receptor Mas; leiomiomas; ECA2



ABSTRACT

LOCALIZATION OF ANGIOTENSIN- (1-7), MAS RECEPTOR AND ANGIOTENSIN
TYPE 2 CONVERTER IN UTERINE LEYOMIOMAS AND MYOMETRIUM

The "protective" axis of the renin-angiotensin system is composed by Angiotensin (Ang)-
1-7, its receptor MAS, and the type-2 angiotensin converting enzyme (ACEZ2). This axis
opposes the actions of Ang-ll in many target tissues and biological functions. One of the
well documented effects of Ang-(1-7) is to reduce lung and kidney fibrosis. Uterine
fibroids are benign tumors with high prevalence and morbidity, whose histological
features include collagen deposition and fibrosis. The aim of this study was to evaluate
whether the main components of the Ang-(1-7) axis are present in human myometrium
and uterine fibroids. Paraffin-embedded samples of uterine fibroids and normal
myometrium were obtained from hospital files and processed by immunohistochemistry
using specific antibodies to (Ang)-1-7, MAS and ACE2. The immunostaining was graded
as absent, weak, moderate or strong by two independent observers. Negative controls
had the primary antibodies replaced by non-immune serum. The mRNAs encoding MAS
and ACE2 were assessed in another group of fibroid and myometrium samples using
real time PCR. Ang-(1-7) was detected in the cytoplasm of smooth muscle cells with wide
distribution and moderate intensity, both in normal myometrium and uterine fibroids. MAS
receptor was present in both normal and fibrotic smooth muscle cells, with frequent
nuclear localization. ACE2 was detected in normal myometrium and uterine fibroids,
being particularly more concentrated in regions of higher cell density. Both MAS and
ACE2 mRNAs were detected in fibroid and myometrium samples. This study firstly
shows that human myometrium and uterine fibroids contain the full protective/antifibrotic
axis of the renin-angiotensin system. The functional importance of this system for fibroid
development remains to be investigated.

Key-words: angiotensin-(1-7); Mas receptor; leyomiomas; ACE2



LISTA DE ABREVIATURAS

Ang Il angiotensina 2

Ang-(1-7) angiotensina 1-7

AT1  receptor de Ang Il tipo |

DPMA acetato de medroxiprogesterona

ECA enzima conversora de angiotensina

ECA2 enzima conversora de angiotensina tipo 2

ESGE Sociedade Europeia de Endoscopia Ginecoldgica
EGF fator de crescimento epidérmico

FIGO International Federation of Gynecology and Obstetrics
IMC indice de massa corporal

mRNA RNA mensageiro

PCNA antigénio nuclear celular

PCR Reacédo em Cadeia da Polimerase

PR-A  receptor de progesterona A

PR-B receptor de progesterona B

rMAS receptor Mas

RNA  Acido ribonucléico

RP receptor de progesterona

rom  Rotagdes por minuto

SPRMs moduladores seletivos de receptor de progesterona
SRA sistema renina angiotensina

UFMG Universidade Federal de Minas Gerais



LISTA DE ILUSTRAGOES

FIGURA 1: classificacao FIGO de miomas

Figura 2 - Principais componentes do sistema renina-angiotensina-aldosterona
(LIMA, M.C, 2011)

FIGURA 3- Um diagrama esquematico de ambos os bracos do SRA (SIMOES
E SILVAAC, 2009).

FIGURA 4: Diagrama representando as pacientes incluidas no estudo

FIGURA 5: Diagrama representando as pacientes utilizadas para estudo
imunohistoquimico

FIGURA 6: Diagrama representando as pacientes utilizadas para estudo de
extracdo de RNA

FIGURA 7: expressao génica da ECA 2

FIGURA 8:expressao génica do receptor Mas

FIGURA 9: expressao de ECA2 em miométrio e leiomioma uterino

FIGURA 10: expressao de Ang-(1-7) em miométrio e leiomioma uterino
FIGURA 11: expressao de receptor Mas em miométrio e leiomioma uterino
QUADRO 01: quadro resumo de receptores do sistema Renina Angiotensina

QUADRO 02: localizagao e sequéncia dos oligonucleotideos sintetizados



SUMARIO

TANTRODUGAO ... e en e een e 12
2. REVISAO DA LITERATURA ..ottt na s nanenens 16
2.1. LEIOMIOMAS UTERINOS ..o e een e 16
2.1.1 DEFINICAO E CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS. ......c.ooeeeeeeeeeeeeeeeeeee 16

2.1.2 ETIOPATOGENIA. ..o en s 17

2.1.3 CLASSIFICAGAO (PALM-COEIN). ......ooovveeeeeeeceeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeneeeee e 20

2.1.4 IMPORTANCIA CLINICA E EPIDEMIOLOGICA.........cooueueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 24

2.2 SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA ..o e e 27

SR A e e e e e see e e ne 28

2.2.2 PARTICIPACAO DO SRA NOS MECANISMOS DE FIBROSE (FIGADO, RINS E

PULMAO). oo 34

2.2.3 EXPRESSAO DO SRA NO UTERO........ooiueeeeceeeeeeeeeeeeeeeeeeeees e 36

2.2.4 SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA NO MIOMETRIO E NO LEIOMIOMA UTERINO....... 38

3. JUSTIFICATIVA DO ESTUDO ..o s 40
4. OBUETIVOS. ...t 41
4.1 OBJETIVO GERAL. ..o eneen 41
4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS. ..o 41

5.PACIENTES E METODOS. ..ottt eeeeecte et te e s sess e s e s esesesssaeaesesesssen s ssassssssssassnnsssssssesasasanensnases 42
5.1 HISTOLOGIA E IMUNOHISTOQUIMICA. .......covooeeoeeeoeeeoeeveeseeeeeeseeeeseee e 43

5.2 EXTRACAO DE ACIDO RIBONUCLEICO (RNA) E REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE

(PCRY). oo 45

5.3 ANALISE ESTATISTICA. ..ot eee e st sessaensen st s s san s 48
8. RESULTADOS. ..ot s s s s 49
7. DISCUSSAQO E CONCLUSAOQ ......cooueeeeeeeeveetes e esa s ss s 54
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. .......cvoviieeeececeete oo eeeeeeeae e seea ettt en s st esenns s aeae e 57

9. ANEXO. . e e 60



1. INTRODUGAO

Os leiomiomas uterinos ou fibromas, ou simplesmente miomas-ocorrem em 30
a 80 % das mulheres na idade reprodutiva, afetando a qualidade de vida de
muitas dessas pacientes, embora sejam assintomaticos em até 50 % dos casos.(
Bulun, S.E. 2013). Quando se tornam motivo de queixas, estdo associados com
dor pélvica, polaciuria, sangramento uterino anormal, e em 2 a 3% dos casos ha

relacdo com infertilidade (Taylor E, Gomel V.2008).

O diagnostico € normalmente realizado pela ultrassonografia pélvica,
ressonancia magnética ou tomografia computadorizada; mas pode ser -achado

ocasional no exame clinico ou laparoscopia e /ou laparotomia por outros motivos.

Como aproximadamente 30% das mulheres tém ou terdo leiomioma uterino, é
importante salientar que a maioria delas nao precisara de qualquer tratamento(
Wise LA, Laughlin-Tommaso SK. 2016).Para aquelas que apresentarem
sintomas, as opcdes terapéuticas sdo variadas, passando pela medicagao oral,
cirurgia por laparoscopia, laparotomia ou histeroscopia e embolizagcdo . O
tratamento ideal, seja clinico e/ou cirurgico devera ser instituido individualmente,

de acordo com a avaliagao médica criteriosa.

Na auséncia de sintomas e de qualquer outra causa identificada de infertilidade,
a remogao do leiomioma nao esta indicada, visto que o procedimento cirurgico
pode contribuir para o desenvolvimento de outros fatores de infertilidade

(aderéncias e até obstrucao das tubas uterinas) .
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As evidéncias atuais demonstram a necessidade de tratamento na presenca de
miomas que distorcam a por¢cdo interna do utero onde a gravidez se

desenvolvera. ( Whynott RM et al.2017).

Diante dessa gama variada de tratamentos e apresentacdes clinicas, fica
evidenciado que ainda nao entendemos bem a etiologia da miomatose uterina.
Sendo assim, se torna necessario e promissor o aprofundamento nos
mecanismos patogénicos, como procuramos neste estudo, através da descricao
da presenca e expressao da angiotensina-(1-7), do seu receptor Mas e da
enzima conversora de angiotensina tipo 2, novos componentes do sistema renina
angiotensina(SRA), nos miomas uterinos e miométrio(McWilliams MM et

al.2017).

O SRA vem sendo estudado ha mais de um século. Com a aglutinacao de novas
descobertas, suas funcdes foram ampliadas, tornando-se entao um sistema mais
complexo, ocorrendo, inclusive, mudancas conceituais. Esse sistema foi
caracterizado no passado como substancias localizadas nos rins, que agiriam na
pressdo do sangue (GASPARO et al., 2000). Posteriormente, passou a ser
compreendido como um conjunto de substéncias presentes na circulagao,
algumas das quais atuariam em sitios distantes do local onde foram produzidas
(CAMPBELL, 1987). Peptideos do SRA e seus receptores foram identificados em
diversos 6rgaos, inclusive os reprodutivos, como ovario, utero e testiculos (Deliu

E etal.2011).

13



O conceito atual do SRA inclui uma rede complexa de precursores, peptideos
ativos e inativos, enzimas e receptores que formam um sistema enddcrino
circulante e também um sistema local paracrino/autocrino. Além de seu papel
fundamental no controle da pressao arterial e da homeostase, o SRA também
atua no processo de regulacdo da remodelagao tecidual, particularmente no
aspecto proliferacado e hipertrofia, angiogénese e apoptose.. Novas agdes de
diversos componentes do SRA tém sido identificadas, incluindo aquelas da
angiotensina -(1-7) (Marques FZ, Pringle KG, Conquest A, Hirst JJ, Markus MA,

Sarris M, Zakar T, Morris BJ, Lumbers ER. 2011).

Desde a descoberta da Enzima conversora da angiotensina tipo 2(ECA2) e do
receptor especifico - Mas (rMas), tornou-se-aceito que o SRA é composto de
dois eixos. O primeiro, composto de Enzima conversora da angiotensina (ECA),
Angiotensina 2 (Ang Il) e o receptor de Ang Il tipo | (AT1); e o outro, composto de
ECA2, Ang-(1-7) e o receptor Mas. O eixo ECA2/Ang-(1-7)/Mas ¢é
reconhecidamente capaz de contrarregular a maioria dos efeitos do eixo principal
ECA/ANg II/AT1 no sistema cardiovascular. Os mecanismos moleculares exatos
responsaveis por esses efeitos sdo desconhecidos (Katsi V, Maragkoudakis S,

Marketou M, Tsioufis C, Parthenakis F, Tousoulis D.2019).

A Ang-(1-7) pode exercer efeitos opostos em animais em diferentes situagdes
fisiolégicas, como exemplo, efeito natriurético em ratas gravidas e efeito
antidiurético em ratas virgens (Joyner J, Neves LA, K Stovall, Ferrario CM,
Brosnihan KB.2008). Entretanto, o papel da Ang-(1-7) ndo esta limitado ao

sistema cardiovascular. Estudos mostram que a dele¢do genética do receptor

14



Mas leva a um fendtipo que incluiu disfuncédo cardiaca, aumento na pressao
arterial, disfuncdo endotelial, microalbuminuria, hiperfiltracdo, fibrose renal,
espermatogénese diminuida, estado semelhante a sindrome metabdlica e

aumento na trombogénese (Yu J, Wu Y, Zhang Y, Zhang L, Ma Q, Luo X.2018).

Dessa forma, sabemos que o sistema renina-angiotensina esta presente em
diversos tipos de tecidos, além do sistema cardiovascular. A Ang-(1-7) € um
componente do SRA, que produz efeito vasodilatador, anti-angiogénico e anti-
proliferativo em diversos 6rgaos, e € produzida a partir da clivagem da Ang-Il pela
ECA2 .Ela atua por meio de um receptor acoplado a proteina G especifico, o
receptor Mas (Casalechi M, Dela Cruz C, LC Lima, Maciel LP, VM Pereira, Reis

FM.2018).

15



2. REVISAO DA LITERATURA
2.1 LEIOMIOMAS UTERINOS
2.1.1 DEFINICAO E CARACTERISTICAS HISTOPATOLOGICAS

Miomas uterinos (também conhecidos como leiomiomas ou fibromas) sdo a
forma mais comum de tumores uterinos benignos. Eles sdo tumores monoclonais
do musculo liso uterino, originando-se do miométrio . Sdo compostos de grandes
quantidades de matriz extracelular (MEC) contendo colageno, fibronectina e

proteoglicanos (Khan AT et al. 2014).

Embora a maioria das mulheres com miomas seja assintomatica, os miomas séo
uma importante fonte de morbidade ginecoldgica e tém um impacto substancial
na saude e na qualidade de vida da mulher . Os sintomas mais comuns sao
menorragia (sangramento menstrual intenso) e dismenorreia (dor menstrual). O
tratamento atual dos miomas inclui terapia médica (por exemplo, acetato de
ulipristal), procedimentos minimamente invasivos (por exemplo, embolizagdo da
artéria uterina) e cirurgia (por exemplo, miomectomia, histerectomia). Apesar do
leque de opgbes de tratamento, a cirurgia continua a ser a base da terapia.
(Wegienka G, Baird DD, Hertz-Picciotto I, Harlow SD, Steege JF, Colina MC,

Schectman JM, Hartmann KE. 2003).

O tecido fibroide €& constituido principalmente por matriz extracelular
caracterizado por um baixo indice mitético e costuma ser considerado de
crescimento lento. No entanto, alguns miomas podem crescer muito (Kawaguchi

K, Fujii S, Konishi I, Nanbu Y, Nonogaki H e Mori. 1989)

16



2.1.2 ETIOPATOGENIA

Até o momento, fatores genéticos e epigenéticos, esteroides sexuais, fatores de
crescimento, citocinas, quimiocinas e componentes da MEC foram identificados
como implicados na patogénese dos leiomiomas ( Bulun,

2013 ; Islam et al ., 2013 ; Marsh et al ., 2015 ; Proticet al ., 2015 ; Yinet al .,

2015).

Muitos fatores de crescimento, ativina e miostatina desempenham um papel
nos mecanismos envolvidos no desenvolvimento dos leiomiomas ( Ciarmela et

al ., 2011a, b ; Proticet al ., 2015).).

E bem conhecido que os miomas sdo sensiveis aos estrogénios, que podem agir
para crescer ou manter seu tamanho. Estrogénio, progesterona e fator de
crescimento epidérmico (EGF) sdo considerados essenciais para a formagao de

miomas ( Tsuda H, Kawabata M, Nakamoto .O, Yamamoto K. 1998)

O estradiol e a progesterona induzem células de leiomioma maduras a
liberarem estimulos mitogénicos para células imaturas adjacentes |,
proporcionando, assim, o leiomioma uterino com células indiferenciadas que
provavelmente suportardo o crescimento do tumor. A agdo da progesterona é
necessaria para o] completo desenvolvimento e proliferacao
de células de leiomioma , enquanto o estradiol aumenta predominantemente a
sensibilidade tecidual a progesterona, aumentando a disponibilidade de
receptores de progesterona (PRs). ( Reis FM, Bloise E, Ortiga -Carvalho

TM.2016) .

Recentemente, Wong et _al . (2016) demonstraram que a testosterona foi

adicionalmente implicada no crescimento de miomas uterinos. Estudos in


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5853598/#dmw023C26
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5853598/#dmw023C26
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5853598/#dmw023C88
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5853598/#dmw023C120
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5853598/#dmw023C161
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5853598/#dmw023C209
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5853598/#dmw023C209
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5853598/#dmw023C36
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5853598/#dmw023C36
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5853598/#dmw023C38
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5853598/#dmw023C161
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5853598/#dmw023C206

vitro também demonstraram que o desenvolvimento de leiomiomas depende da
regulacdo de mRNA de alvos genéticos que afetam os processos celulares (

Karmon et al ., 2014 ). O evento inicial que desencadeia os primeiros estagios

da tumorigénese envolve, no entanto, mutagcdes somaticas ( Kim e Sefton,

2012).

No passado, o estrogénio era considerado o principal fator de crescimento no
desenvolvimento do mioma. No entanto, ja na década de 1990, varios estudos
relataram aumento da expressao tanto do receptor de progesterona A (PR-A)

quanto do receptor de progesterona B (PR-B) no tecido do leiomioma

(Englund et al ., 1998 ; Nisolle et al . 1999 ) comparado com miométrio normal
adjacente. Muito recentemente, Tsigkou et al . mostraram que as proteinas PR-
B mRNA e PR-A e PR-B estavam mais concentradas nos leiomiomas do que no

miométrio pareado ( Tsigkou et al ., 2015). Os niveis de mRNA do PR-B no

tecido do leiomioma estavam diretamente associados ao humero de leiomiomas,
mas inversamente correlacionados com a intensidade dos sintomas. Além disso,
uma maior atividade proliferativa, demonstrada por meio da proliferacdo de
antigénio nuclear celular (PCNA) e o indice mitético, foi observada em

leiomiomas durante a fase lutea (secretora) ( Nisolle et al .,

1999 ). Ha evidéncias de estudos pré-clinicos e clinicos, bem como de estudos
histolégicos e farmacoldgicos, de que a progesterona e seus receptores
desempenham um papel-chave no crescimento dos leiomiomas uterinos

(Bouchardet al., 2011 ; Bouchard, 2014 ; Chabbert-Buffetet  al .,

2011, 2012 ,2014 ; Kim e Sefton, 2012 ; Bestel e Donnez, 2014 ; Moravek et

al ., 2015).
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Em um artigo de revisao, Kim e Sefton (2012) descreveram, detalhadamente, a

ativacao de vias de sinalizagcdo em leiomiomas tanto pelo estrogénio quanto pela
progesterona. A progesterona € capaz de causar efeitos rapidos, iniciados por
membrana, independentes da transcricdo génica, que alteram a producao de
segundos mensageiros envolvidos nas vias de transducao da sinalizagao celular.
A via PI3K / AKT é mediada pela progesterona que, através de seus receptores,
pode ativar rapidamente essa via, que € cada vez mais considerada um
potencial promotor do crescimento do leiomioma. PTEN, por outro lado, deve ser

considerado como um regulador negativo da AKT (Kim e

Sefton, 2012). As vias de sinalizagcdo da progesterona e do fator de
crescimento estdo interligadas e governam numerosos processos fisioldgicos,

como proliferacdo, apoptose e diferenciacao.

A progesterona pode modular a expressao de proteinas sinalizadoras do fator de
crescimento e esta implicada na regulacao de genes associados a proliferacao e
apoptose, mas esses genes ainda nao foram totalmente identificados ou

estudados em detalhes ( Islam et al ., 2013 ; Kim and Sefton,

2012). ; Moravek et al , 2015.).

Ha, portanto, evidéncias de que a progesterona desempenha um papel na
leiomiomatose, mas o mecanismo pelo qual promove a proliferacao, o repertério
de genes envolvidos e como ela cruza com as vias de sinalizagao do fator de
crescimento, todos precisam ser investigados em maior profundidade. A
recente descoberta de células-tronco e suas interagbes paracrinas com
populagdes celulares mais diferenciadas dentro do tecido do leiomioma podem

levar ao desenvolvimento de terapéuticas que promovem o
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crescimento de leiomiomas, bem como aqueles que os erradicam ( Moravek et

al ., 2015).

Tendo estabelecido o papel da progesterona no crescimento e desenvolvimento
dos miomas, podemos modular a via da progesterona por meio do uso de

moduladores seletivos de receptor de progesterona (SPRMs) ( Chabbert-Buffet

et al, 2005, 2011, 2015 ; Bouchard et al . 2011 ; Bouchard,

2014 ;Kim e Sefton, 2012 :;Bestel e Donnez 2014 ; Donnezet al .,

2012a,b). SPRMs sdo compostos sintéticos que exercem tanto um efeito

agonista ou antagonista sobre o receptor de progesterona (RP). Sua ligacao
permite que esses receptores interajam com coativadores e / ou correpressores,
e isso € ainda mais impactado pela presenca de co- reguladores em um tipo
particular de célula, que determinara se um SPRM atua mais como  um

agonista ou antagonista ( Chabbert-Buffetet al.

2005 , 2011 ). Assim, o mecanismo de acdo dos SPRMs em RP depende de
sua estrutura e de como eles alteram a conformacgédo de RP, resultando em
exposi¢cao ou inativacdo de dominios de ligacado particulares. Sua atividade
também é mitigada por tipos de tecidos e contextos fisiolégicos (Donnez et al .,

2012).

O desenvolvimento do leiomioma e sua transformagcdao em tumores benignos
fibroticos também pode ocorrer em resposta a reagdes inflamatorias locais e ao
envolvimento de componentes celulares semelhantes, apesar da falta de
evidéncias da existéncia de inflamagéo crdénica no miométrio. Ha razdes para
acreditar que um ambiente microinflamatério com um suprimento constante de
uma variedade de mediadores inflamatorios, ao manter a interagao entre as vias

extrinseca e intrinseca, poderia promover a transformacdo celular
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miometrial em tumorigénese e fibrinogénese, como nos leiomiomas. Tal
inflamacao local pode ocorrer em resposta ao estresse celular causado por
agentes exdégenos ou endogenos, e por células que sofrem apoptose. A
inflamacao local sustentada pode causar a geracao de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio, que podem funcionar como efetores quimicos em tal micro-
ambiente. A migrag&o celular inflamatéria e imune para o local inflamado, bem
como as células do musculo liso miometrial local, os fibroblastos dentro do tecido
conjuntivo e outras vasculaturas, todos expressam varios tipos de mediadores
inflamatoérios incluindo um grande numero de citocinas, quimiocinas,
eicosanoides, radicais de oxigénio e nitrogénio e proteases. A hipdxia, condicao
gue promove o estresse celular e a resposta inflamatoria, altera a expressao de
varias citocinas, quimiocinas e eicosandides, bem como a expressao de varias
proteases e fatores angiogénicos que potencializam o desenvolvimento e a
progressao da fibrose. (Islam MS, Protic o, Stortoni P, Grechi G, Mamanna P,

Petraglia F, Castellucci M, Ciarmela P. 2013 )

2.1.3 CLASSIFICACAO (PALM-COEIN)

Ha diferentes classificagcdes de leiomiomas uterinos na literatura ( Lasmar et

al ., 2005 ; Stamatellos e Bontis, 2007 ). Todas elas levam em consideracéo o

grau de extensao intramural e / ou distor¢gdo da cavidade uterina , podendo

resumi-las em:
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Classificacdo da FIGO :Classificacdo que categoriza além dos leiomiomas
submucosos, categoriza os intramurais, subserosos e transmurais ( Munro MG

etal. 2011).

Classificacdo da ESGE : Classificagdo que considera apenas o grau de
penetracdo do leiomioma submucoso no miométrio (Lasmar RB, Barrozo PR,

Dias R, Oliveira MA. 2005).

Classificagdo de Lasmar : Classificagcao que inclui a classificacdo da ESGE; e
utilizada nas histeroscopias para miomectomia (Lasmar RB, Lasmar BP,

Celeste RK, da Rosa DB, Dep. Dde B, Lopes RG.2012)

O sistema de classificagdo dos miomas submucosos da Sociedade Européia de
Endoscopia Ginecolégica (ESGE) considera o grau de penetracao do leiomioma
submucoso no miométrio. Esta classificagao, originalmente, desenvolvida para
histeroscopia, pode ser utilizada tanto para ultrassonografia transvaginal como
para histerossonografia. Apresenta a vantagem de ser mais simples: GO € um
leiomioma intrauterino pedunculado, G1 tem sua maior parte (> 50%) na
cavidade uterina e G2 tem sua maior parte (> 50%) no miométrio ( Wamsteker et

al. 1993).

Mais recentemente, a classificagdo da FIGO descreve oito tipos de leiomiomas,
bem como uma classe mista (associacdo de dois tipos de miomas). Como
diferentes tipos de leiomiomas freqliientemente estdo presentes ao mesmo
tempo (dependendo do local), essa classificacdo oferece um mapa mais
representativo da distribuicdo dos leiomiomas e sera usada ainda mais para o

estabelecimento de novos algoritmos (Munro et al. 2011).
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Ha um novo sistema de classificagdo utilizado durante miomectomias
histeroscépicas, conhecida como classificacdo de Lasmar, que inclui a
classificagdo da Sociedade Européia de Endoscopia Ginecoldgica e é baseada
no grau de dificuldade técnica, recomendando uma adequada a¢do em cada
situagao através da ultrassonografia. A classificagdo de Lasmar ndo apenas
classifica os leiomiomas submucosos como também identifica o grau de
dificuldade em um procedimento histeroscopico (Lasmar RB, Lasmar BP,

Celeste RK, da Rosa DB, Dep. Dde B, Lopes RG.2012).

FIGURA 1: Classificagdo FIGO de miomas uterinos de acordo com Munro et

al . (2011) .
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Os tipos de leiomiomas variam de 0 a 8.

0 = Pedunculado, intracavitario;

1 = submucoso, <50% intramural;

2 = Submucoso, = 50% intramural;

3 = Contato com endométrio, 100% intramural;

4 = intramural;

5 = Subseroso, =250% intramural;

6 = Subseroso, <50% intramural;

7 = Subseroso, pedunculado;

8 = Outros (por exemplo, cervical, parasita).

Quando dois numeros sao dados (por exemplo, 2-5), o primeiro numero refere-
se a relagcdo com o endométrio, enquanto o segundo numero refere-se a relagao
com a serosa; por exemplo, 2-5 = submucosa e subserosa, cada uma com menos
de metade do diametro nas cavidades endometrial e peritoneal, respectivamente.

Munroet al . (2011) .

2.1.4 IMPORTANCIA CLINICA E EPIDEMIOLOGICA

Os leiomiomas podem ser assintomaticos ou causar uma série de sintomas
graves e cronicos. O sintoma de apresentagcdo mais comum é o sangramento
menstrual intenso, que pode levar a anemia e a periodos de fadiga e dor. Outros

sintomas dos leiomiomas incluem dor n&o ciclica, protuberancia
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abdominal, intercurso sexual doloroso ou pressao pélvica e disfuncdo da bexiga
ou intestino, resultando em incontinéncia ou retencdo urinaria, dor ou

constipacdo .( Zimmermann,2012).

Podem estar associados a problemas reprodutivos, incluindo comprometimento
da fertilidade, complicagcées e desfechos obstétricos adversos .Ainda sdo uma
das principais causas de internagdes ginecologicas, sendo a causa mais

frequente de histerectomia nos EUA. ( Stweart EA, 2013)

Leiomiomas uterinos sao as neoplasias mais comuns que afetam as mulheres, e
foi postulado que elas ocorrem em mais de 70% das mulheres até o inicio da
menopausa. Estima-se que sejam clinicamente aparentes em 25% das mulheres

em idade reprodutiva, causando sintomas graves. ( Boosz AS , 2014).

Embora muitos estudos sobre a epidemiologia dos leiomiomas tenham sido
publicados, os relatos da incidéncia e prevaléncia variam muito, dependendo do
método de diagnostico e da populagcao estudada; por exemplo, as estimativas da
incidéncia de leiomiomas variam de 54% a 77% das mulheres em idade

reprodutiva ( Wise LA, 2016).

Dentre os fatores de risco para desenvolvimento da doenca, ser de raga negra
aumenta o risco de leiomiomas, com incidéncia até trés vezes maior em

mulheres negras do que em mulheres brancas. ( Marshall, 1997).

Mais de 30 fatores relacionados a caracteristicas demograficas, estado
reprodutivo, dieta , comorbidades e outras condi¢cdes ambientais apresentam

efeito significativo sobre o risco de leiomiomatose (Pavone D et al.2018)
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O fator que exerceu o maior impacto sobre o risco de leiomiomas € a idade, que
pode aumentar em até dez vezes em mulheres na quinta ou sexta década, em
comparagao com as da terceira década, sendo que existe um efeito protetor do

status p6s-menopausa ( Samadi AR, 1996).

A historia familiar positiva de leiomiomas aumenta o risco . Esse efeito pode, no
entanto, ser devido, pelo menos em parte, ao rastreamento mais frequente em
parentes de mulheres com fibromas do que na populacdo geral (Pavone D et

al.2018).

Tabagismo reduz o risco da doenga, mas apenas em mulheres com um baixo

IMC ( Wise LA, 2004).

O fator com o maior efeito protetor foi a paridade: o parto foi associado a uma
reducao de cinco vezes no risco de leiomiomas . A paridade pode resultar em
alteragcdes na exposicao hormonal devido a gravidez, diminuicdo do ciclo
menstrual, ou da involugdo e remodelacdo da isquemia miometrial durante e

apos o parto ( Baird DD, 2003).

O uso de contraceptivo oral também foi encontrado como fator para reduzir o
risco de desenvolver leiomiomas em até 70 %, comparando mulheres que usam
contraceptivos orais com aquelas que nunca usaram. Além disso, descobriu-se
que o uso do contraceptivo injetavel DMPA( acetato de medroxiprogesterona)
protege contra o desenvolvimento de leiomioma, reduzindo em mais de 50 % o
risco da doenca . O mecanismo de acdo dos contraceptivos esteroidais

responsaveis por esse efeito ndo esta claro (Lumbiganon P, 1996).
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Finalmente, hipertensao, dieta rica em carboidratos e gorduras, auséncia de
atividade fisica e consumo de leite de soja estado relacionados com aumento do

risco de leiomiomas ( Shen Y , 2013).

2.2 SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA

O sistema renina-angiotensina (SRA) circulante € um sistema endocrino que
promove a liberacdo de angiotensina (Ang) Il, a qual exerce seus efeitos pela
interacdo com receptores especificos (PEACH, 1977; LEUNG, 2004; PAUL;

MEHR; KREUTZ, 2006).

A Ang Il é gerada pela ag¢&o da renina, uma enzima produzida pelos rins, sobre
0 angiotensinogénio plasmatico, produzido pelo figado, formando o decapeptideo
Ang | (Asp1 -Arg2 -Val3 -Tyr4 -lle5 -His6 -Pro7 -Phe8 -His9 - Leu10), que é
clivado na ligacdo Phe8 - His9 pela enzima conversora de Ang |, presente em
abundancia no endotélio pulmonar, liberando o octapeptideo ativo Ang Il (Asp1 -

Arg2 -Val3 -Tyr4 -lle5 -His6 -Pro7 -Phe8 ) (LIMA, M.C, 2011).
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Figura2 - Principais componentes do sistema renina-angiotensina-aldosterona

(LIMA, M.C, 2011)

2.2.1 COMPONENTES( PRECURSORES, PEPETIDEOS, ENZIMAS E

RECEPTORES) DO SRA

Renina

A enzima renina € uma glicoproteina de 340 aminoacidos, sendo sintetizada e
armazenada sob a forma inativa, denominada pré-renina nas células
justaglomerulares dos rins, que sao células musculares lisas modificadas

localizadas nas paredes das arteriolas aferentes (OLIVEIRA, M et al. 1999).

Com a queda de presséo arterial, reagées intrinsecas nos proprios rins fazem

com que muitas moléculas de pro-renina sejam clivadas liberando a renina. A
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secrecao da renina é controlada por 3 mecanismos: 2 agem predominantemente
nos rins (mecanismo de macula densa e mecanismo barorreceptor infra-renal) e
o terceiro que age por meio do SNC (mecanismo do receptor B-adrenérgico). O
mecanismo denominado de feedback negativo de alca curta consiste no fato de
que elevagOes da secrecao de renina aumentam a formacgdo de Ang Il, que,
interagindo com seus receptores renais, inibe a liberagdo de renina nas células
justaglomerulares. O mecanismo de feedback negativo de alga longa consiste na
inibicao da liberagao da renina devido a aumentos da pressao arterial induzidos

pela Ang Il (JACKSON; GARRISON, 1995).
Enzima Conversora de Angiotensina (ECA)

A enzima conversora de angiotensina humana, uma metaloprotease de ligagcédo
de membrana, contém 1.278 residuos de aminoacidos e possui 2 dominios
homologos, cada um com um local catalitico e com uma regiao de ligagao do
zinco (SOUBRIER et al., 1988; BERSTEIN et al., 1989). A ECA é encontrada
abundantemente no endotélio dos vasos pulmonares (RYAN et al., 1975, 1976)
e também no plasma e em diversos tecidos organicos como: endotélio vascular
(CALDWELL et al., 1976; RYAN et al., 1976), cérebro, placenta, intestino e nos
tibulos renais (HALL et al., 1976; ERDOS; SKIDGEL, 1986; SCHULZ et al.,

1988).

Angiotensina |

A angiotensina | € um peptideo de 10 aminoacidos (Asp1 -Arg2 -Val3 -Tyr4 - lle5

- His6 -Pro7 -Phe8 -His9 -Leu10) desprovido de propriedades
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vasoconstritoras para produzir alteragdes funcionais significativas na funcao
circulatoria; serve como substrato para vias enzimaticas formadoras de Ang Il

(PAUL; MEHR; KREUTZ, 2006).

Angiotensina ll

Pela acdo da ECA, ha a liberacao dos 2 ultimos aminoacidos da Ang | (His9 -
Leu10), formando a Ang Il, um octapeptideo (Asp1 -Arg2 -Val3 -Tyr4 -lle5 -His6
-Pro7 -Phe8 ). A Ang Il € considerada o principal peptideo efetor do SRA . Além
do seu efeito vasoconstritor e estimulatério sobre a secrecdo de aldosterona, a
Ang Il tem uma acéo inotropica e cronotrdpica positiva sobre o coracao (PEACH,
1977). Em adicdo aos seus efeitos no sistema cardiovascular, tem-se
demonstrado que a Ang Il estd envolvida em outras funcbes, tais como
mitogénese de fibroblastos da pele, sintese de DNA por células do ligamento
periodontal, regulacdo da formacdo Ossea, crescimento celular, apoptose,
geracdo de espécies reativas ao oxigénio, secrecdo hormonal, acoes
profibrogenéticas, tbnus vascular e inducao da liberacao de prostaglandina E2
(PGEZ2) em fibroblastos gengivais humanos (LUNDERGAN et al., 1999; HIRUMA
et al., 1997; HAGIWARA et al., 1998; LAMPARTER et al., 1998; LEUNG, 2004;

SEGAWA et al , 2003; PAUL; MEHR; KREUTZ, 2006).

Vérios estudos tém mostrado a participacdo de outras enzimas, além da ECA,
na geracao de Ang Il. Também é observado a formacédo de Ang Il de forma
independente da ECA na artéria coronaria de hamster. URATA et al,1990
demonstraram in vitro um duplo caminho para a formagdo de Ang Il em
homogenatos de coracdo humano. Esses autores observaram que

aproximadamente 80% da formacao total de Ang Il associava-se a presenca de
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uma serino-protease até entdo desconhecida, enquanto a atividade formadora
de Ang Il dependente da acdo da ECA era responsavel somente por
aproximadamente 11% da formacdo total de Ang Il. Esta serino-protease
cardiaca foi posteriormente purificada e identificada como um novo membro da
familia quimase e, desde entdo, denominada de quimase do coragdo humano

(URATA et al., 1990b).

Angiotensina-(1-7).

A Ang.-(1-7) € um componente bioativo do SRA, sendo um heptapeptideo (Asp1
-Arg2 -Val3 -Tyr4 -lle5 -His6 -Pro7 ) amino-terminal formado a partir da Ang | por
acao de endopeptidases neutras, ou seja, por uma via independente da ECA

(SANTOS, R et al., 1988; SANTOS; COMPAGNOLE-SANTOS, 1994).

Algumas destas enzimas como a neprilisina estdo envolvidas no metabolismo do
fator natriurético atrial e bradicinina. A ECA também tem sido envolvida no
metabolismo e quebra da Ang.-(1- 7), sugerindo uma interagao entre diferentes
sistemas de peptideos cardiovasculares (PAUL; MEHR; KREUTZ, 2006). A Ang.-
(1-7) tem ac¢des contra-regulatérias com a Ang I, como a proliferacéo celular da
Ang Il e agdes anti-proliferativas da Ang.-(1-7). Enquanto a Ang Il tem efeitos
vasoconstritores, a Ang.-(1-7)tem efeitos vasodilatadores. A Ang.- (1-7) pode
regular a pressdo sanguinea, a fungao cardiaca e o crescimento celular, sendo
talvez importante futuramente no tratamento de doencas cardiacas, cancer,

doenca renal e pré-eclampsia (TRASK; FERRARIO, 2007).
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Receptores da Angiotensina.

A Ang Il possui interagdes com diferentes tipos de receptores, conhecidos como
AT1 e AT2. No musculo esquelético vascular, o receptor AT1, membro da familia
de receptores ligados a proteina G, possui 7 regides transmembranicas com 359
aminoacidos, € mediador da angiogénese e possui propriedades
vasoconstritoras, enquanto que o receptor AT2 tem 363 aminoacidos, possuindo
propriedades vasodilatadoras e inibindo a angiogénese. Os subtipos de
receptores AT1 e AT2 apresentam estruturas gendmicas e localizagdes
diferentes, e também expressao e regulacdo especificas para cada tecido. Em
quimiorreceptores do corpo da caroétida, o receptor AT1 pode mediar a liberacéo
de calcio intracelular. As fungcées da Ang Il, tais como constricdo vascular,
proliferacdo celular e liberacdo da aldosterona sdo conhecidas por serem
mediadas via receptores AT1. Em ratos e camundongos, dois subtipos de
receptores AT1 foram clonados e caracterizados: AT1a e AT1b (LINDERMAN;
GREENE, 2001; PAUL; MEHR; KREUTZ, 2006; LAM; LEUNG, 2002;
HIRASAWA et al., 2002; INAGAMI et al., 1994; de GASPARO; SIRAGY, 1999;
de GASPARO et al.,, 2000; SPETH; THOMPSON; JOHNS, 1995; WRIGHT;

YAMAMOTO; HARDING, 2008) .

Ha evidéncias de um receptor de angiotensina adicional denominado AT4, que
interage com um peptideo de Ang truncado, a Ang IV ou Ang 3-8 (Val3 -Tyr4 -
lle5 -His6 - Pro7 -Phe8 ). AT4 foi originalmente definido como especifico tendo
local de ligacao de alta afinidade para Ang IV (PAUL; MEHR; KREUTZ, 2006) e
parece estar relacionado a consolidacdo da memoaria, fluxo sanguineo,
reabsor¢cao tubular renal e proliferacdo celular (WRIGHT; YAMAMOTO;

HARDING, 2008).
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O protooncogene Mas é sugerido como um receptor funcional de angiotensinas

(JACKSON, et al., 1988). O Mas é caracterizado como um receptor acoplado a

proteina G, originalmente descrito como um fator envolvido na tumorogénese. Os

efeitos do receptor Mas podem ser mediados por Ang 1-7 ou outros peptideos de

angiotensina, o que sugere alguma relevancia funcional in vivo (PAUL; MEHR;

KREUTZ, 2006).

RECEPTOR NOME LIGANTES FUNCAO
AT1 Receptor do tipo 1 | Angiotensina Il e | Vasoconstricdo, liberagcdo da aldosterona,
de angiotensina Il | angiotensia lll estimulagdo do crescimento  celular,
inflamacéao
AT2 Receptor do tipo 2 | Angiotensina Il Antagonismo aos efeitos de AT1; estimulagéo
de angiotensina Il da apoptose; sinergismo provavel com os
processos inflamatérios.
AT4 Receptor da | Angiotensina IV Vasodilatagdo, diminuicdo do transporte
angiotensina IV tubular renal de sodio
Mas Receptor Mas Angiotensina -(1-7) | Vasodilatagdo, antagonista de  AT1,

antidiurético, inibidor de células de

crescimento

QUADRO 1: quadro resumo de receptores do SRA




2.2.2 PARTICIPAGAO DO SRA NOS MECANISMOS DE FIBROSE (FIGADO,

RINS E PULMAO)

Muitos estudos mostraram agora que Ang- (1-7), agindo via receptor Mas, exerce
efeitos inibitérios sobre a inflamacédo e sobre os mecanismos de crescimento
vascular e celular. A Ang- (1-7) também demonstrou reduzir as principais vias de
sinalizagao e moléculas consideradas relevantes para a fibrogénese. (Simdes e

Silva AC, Silveira KD, Ferreira AJ, Teixeira MM.2013).

Zhang BN et al, 2019 , demonstraram que que o tratamento preventivo com
Ang- (1-7) diminuiu a perda de peso, a inflamac&o e a deposi¢do de colageno,
aumentou a sobrevida e melhorou a funcéo pulmonar. O tratamento terapéutico
com Ang- (1-7), diminui a inflamacédo, a deposicdo de colageno e melhora na

funcao pulmonar em modelo experimental.

Varios estudos mostraram que o eixo ACE2 / Angiotensina- (1-7) / Mas reduz a
liberacdo de citocinas e inibe as vias de sinalizacdo da fibrose tecidual em
modelos experimentais de doencas humanas, incluindo aterosclerose, isquemia
cerebral, obesidade, doenca renal crbénica, doencas hepaticas e asma.(

Rodrigues Prestes TR, Rocha NP, Miranda AS , Teixeira

AL , Simdes-E-Silva AC .2017)
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FIGURA 3- Um diagrama esquematico de ambos os bracos do SRA (SIMOES E

SILVA AC, 2009).

Varios estudos mostraram que o eixo ECA2 / Angiotensina- (1-7) / Mas reduz a
liberacdo de citocinas e inibe as vias de sinalizacdo da fibrose tecidual em
modelos experimentais de doengas humanas, incluindo aterosclerose, isquemia
cerebral, obesidade, doencga renal crénica, doengas hepaticas e asma. Por outro

lado, poucos dados foram fornecidos por estudos clinicos( SIMOES E SILVA

AC, 2017)

Em modelos experimentais de doencas cardiacas e renais, Ang- (1-7), Ang- (1-
9) e Alamandina produziram vasodilatagdo, inibicdo do crescimento celular,
efeitos anti-trombdticos, antiinflamatérios e antifibroticos.  Estratégias
farmacoldgicas recentes tém sido propostas para potencializar os efeitos ou para

melhorar a formacao de Ang- (1-7) e Ang- (1-9), incluindo ativadores de
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ECA2, Ang- (1-7) em hidroxipropil-B-ciclodextrina, ciclizados na forma
de agonistas dos receptores Mas sintéticos Ang- (1-7) e nao peptidicos

(TEIXEIRA MM, 2016).

O sistema renina-angiotensina (SRA) é um importante regulador da cirrose e da
hipertensdo portal. A medida que a fibrose hepatica progride, os niveis dos
componentes do SRA (Ang) Il, Ang- (1-7),ECA e receptortipo Il da Angll
(AT1R) estdao aumentados. O efetor primario Ang Il regula a vasoconstrigao,
homeostase de sdédio, fibrose, proliferacdo celular e inflamagdo em varias
doencas, incluindo cirrose hepatica, através do eixo ECA/Ang Il / AT1R no SRA
classico. A ACE2 / Ang- (1-7) / Mas receptor os eixos ACE2 / Ang- (1-9) / AT2R
constituem o SRA alternativo e promovem efeitos vasodilatadores,
antiproliferativos, proapoptéticos e antiinflamatorios; assim, contrariando os
efeitos do eixo classico do SRA para reduzir a fibrogénese hepatica e a
hipertensdo portal. Pacientes com hipertensao portal foram tratados com
antagonistas dos receptores SRA, como inibidores da ECA, bloqueadores dos
receptores Ang e antagonistas da aldosterona, com resultados hemodinamicos

muito promissores.(BAIK SK, 2019)

2.2.3 EXPRESSAO DO SRA NO UTERO

Dados do SRA uterino sdo de natureza descritiva e principalmente limitados ao
endométrio. Estudos que investigam a relevancia funcional do SRA no utero séo

raros ( Casalechi M et al,2018).

Sendo uma parte indispensavel do trato reprodutivo, o endométrio sustenta uma

mudanca ciclica de crescimento e degradacao. Basicamente, todos os
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elementos do SRA tecidual no utero, sdo expressos no endométrio, entretanto

essa expressao diversifica durante o ciclo (WULFF, 2013).

A angiotensina |l subjaz variancias ciclicas dentro do endométrio e € aumentada
durante a fase proliferativa e diminuida durante a fase secretora. A angiotensina
(1-7) e seu receptor MAS também estdo presentes durante todo o ciclo
menstrual, mas aumentam no endométrio glandular na fase secretora
intermediaria e tardia. Embora AT1R e AT2R sejam expressos no endométrio, a
expressao de AT2R é mais frequente e variada e é regulado para baixo durante

a gravidez.

Esta demonstrado que Ang-(1-7) e seu receptor Mas s&0 expressos no
endométrio humano. O peptideo Ang-(1-7) e a enzima ECA2 tém sua expressao

aumentada na fase secretora do ciclo menstrual ( da Silva JV e t al, 2008).

A expressédo de AT2R é assim mais proeminente no miométrio (até 90%) em
comparagcao com a expressao de AT1R (até 10%). Infelizmente, os dados
referentes aos efeitos funcionais do SRA no utero sao raros (Marques FZ, Pringle
KG, Conquista A, Hirst JJ, Markus MA, M Sarris, Zakar T, Morris BJ, Lumbers

ER. 2011)

Os estudos que investigam a relevancia funcional do SRA no utero ndo gravidico
mostram uma série de efeitos paracrinos além da circulagdo e sugerem que os
peptideos do SRA podem estar envolvidos na fisiopatologia das doencgas
proliferativas e fibréticas. O cancer endometrial esta associado ao aumento da

expressao de Ang Il, enzima conversora de Ang 1 e AT 1 no tecido
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tumoral em comparagao com o endométrio ndo neoplasico vizinho, e também
com um polimorfismo genético que aumenta o AT 1sinal. A Ang Il induz as células
endometriais humanas a se transdiferenciarem em células com fenétipo de
miofibroblastos e a sintetizar componentes da matriz extracelular que possam
contribuir para a fibrose endometrial (Casalechi M, Dela Cruz C, LC Lima, Maciel

LP, VM Pereira, Reis FM. 2018 ).

2.2.4 SISTEMA RENINA ANGIOTENSINA NO MIOMETRIO E NO LEIOMIOMA

UTERINO

Os receptores AT1 e AT2 sao expressos no miométrio humano e no leiomioma
uterino, sendo que o receptor AT2 é predominante. A expressdo do gene
do receptor AT2 é regulada negativamente durante a gravidez, possivelmente

mediada por esterdides sexuais.(MATSUMOTO , 1996).

O sistema renina-angiotensina é regulado em mulheres gravidas e pode
desempenhar um papel na hipertrofia miometrial durante a gravidez (Cui XL,

Chang B, Myat. 2010).

Resultados experimentais in vitro mostram a presenga de regulagdo complexa
da proliferacdo de células de leiomioma induzida por Ang Il e aldosterona
(Isobe A, Takeda T, Wakabayashi A, Tsuiji K, Li B, M Sakata, Yaegashi N, Kimura

T.2010)
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Foi confirmada a proliferacdo de leiomiomas in vitro induzida por Ang Il e
estradiol, assim como a expressao de RNAm de receptor de Ang Il tipo 1 (AT

(1) R) e AT (2) R. O telmisartan bloqueador AT (1) R, efetivamente reprimiu a
proliferacao celular induzida por Ang Il e induzida por estradiol ( Isobe A, Takeda
T, M Sakata M, Miyake A, T Yamamoto, Minekawa R, F Nishimoto, Oskamoto Y,

Walker CL, Kimura T.2008) .
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3. JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

O eixo "protetor" do sistema renina-angiotensina composto por Angiotensina
(Ang) -1-7, seu receptor MAS, e a enzima conversora de angiotensina tipo2
(ECA2), se opde as acoes da Angiotensina Il em muitos tecidos-alvo e fungoes
biolégicas (Katsi V, Maragkoudakis S, Marketou M, Tsioufis C, Parthenakis F,

Tousoulis D.2019).

Um dos bem documentados efeitos da Ang- (1-7) é reduzir a fibrose pulmonar e
renal. Se este sistema for também capaz de inibir a deposi¢do de colageno e
fibrose no utero pode tornar-se um potencial agente terapéutico para prevenir o
crescimento dos leiomiomas (Rago F, Melo EM, Kraemer L, Galvao I, Cassali

GD, RAS Santos, Russo RC, Teixeira MM. 2019).

Portanto, decidimos investigar a presengca de Angiotensina (Ang) -1-7, seu
receptor MAS, e a enzima conversora de angiotensina tipo2 (ECA2) em amostra
de leiomiomas e de miométrio sadio. Na hipotese de o receptor MAS estar
presente e a producao local de Ang-(1-7) estar reduzida, tal achado abriria a
possibilidade de se testar o uso farmacoldgico dos ja conhecidos inibidores da
ECA1 ou de potencializadores da ECA2 com o objetivo de diminuir a formagéao

e/ou crescimento de leiomiomas uterinos.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Determinar a expressao da Ang-(1-7), do receptor Mas e da ECA2 no

miométrio humano e em leiomiomas uterinos.

4.2 Objetivos especificos

a) Comparar a expressao génica (mRNA) do receptor Mas e da ECA2 no tecido

miometrial sadio e no leiomioma uterino;

b) Verificar a localizagcdo imunohistoquimica da Ang-(1-7), ECA2 e receptor

Mas nas células miometriais e nos miomas uterinos.
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5. PACIENTES E METODOS

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG) (Projeto: CAAE - 60375616.5.0000.5149

(ANEXO A) .

Participaram do estudos, 24 pacientes com miomatose uterina que foram
submetidas a histerectomia e/ou miomectomia. Dessas pacientes, 15 tinham
ldaminas parafinadas e armazenadas em um laboratorio de anatomia patolégica
de Belo Horizonte, MG- Brasil e foram coradas para estudo imunohistoquimico.
As outras 9 pacientes tiveram amostras coletadas durante a cirurgia e os

fragmentos de miométrio e miomas, foram preparados para extracdo de mRNA.

24 PACIENTES

Miomatose uterina

HISTERECTOMIA/MIOMECTOMIA

Miomatose uterina

9 PACIENTES 15 PACIENTES
Fragmentos de miomas e Laminas parafinadas e arquivadas/
miométrio para PCR IMUNOHISTOQUIMICA

FIGURA 4: Diagrama representando todas as pacientes incluidas no estudo
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5.1 HISTOLOGIA E IMUNOHISTOQUIMICA

Foram incluidas no estudo quinze pacientes submetidas a histerectomia total e/
ou miomectomia, com amostras parafinadas e arquivadas em um laboratério de
anatomia patologia situado em Belo Horizonte, MG. Nao havia critérios de

exclusao das pacientes.

Dessas quinze pacientes, analisamos por imuno-histoquimica 18 amostras de
leiomioma uterino e 9 amostras de miométrio normal extraidas das mesmas
pecas cirurgicas. Todas as amostras foram coradas com hematoxilina e eosina
e revisadas por um patologista. Outros cortes foram corados com Tricrémio de

Masson, especifico para evidenciar colageno.

IMUNOHISTOQUIMICA

ECA2
18 laminas
leiomiomas
— Receptor MAS
15 pacientes

9 laminas
miomeétrio Ang-(1-7)
normal

FIGURA 5: Diagrama representando as pacientes utilizadas para estudo

imunohistoquimico

43



Cortes dos tecidos incluidos em parafina foram colocados em laminas
silanizadas e submetidos a coloragdo imuno-histoquimica utilizando polimeros
nao biotinilados através do kit Novolink (Novocastra, New Castle Upon Tyne,
Reino Unido) para deteccao dos receptores anti-MAS (Abcam, Cambridge, Reino
Unido), anti-ANG (1-7) (Phoenix Pharmaceuticals Inc, California, US) e ECA2
(Abcam, Cambridge, Reino Unido). Os cortes foram desparafinizados em xilol,
hidratados em série decrescente de etanol e submetidos a recuperacao
antigénica em solucédo tampao EDTA 0,01M pH 8,0, aquecidos em forno micro-
ondas por 5 minutos. Apos esfriamento, os cortes foram lavados com PBS e,
entdo, submetidos ao bloqueio de peroxidase endégena com solugdo com o
reagente peroxidase block seguido da incubagdo com o reagente protein block.
Apos essa etapa de bloqueio, os cortes foram incubados com os anticorpos
primarios, overnight. Como controle negativo, os cortes foram incubados apenas
com PBS. Apd6s lavagens, foi realizada incubagao com o post primary, seguido
de incubagao com o polymer (5ug/mL).

A imunomarcacéo foi visualizada com a reagdo com 3,3’diaminobenzidina
contendo 0,01% de peroxido de hidrogénio em tampao do proéprio kit. Os cortes
foram finalmente contracorados com hematoxilina, desidratados, diafanizados e

montados, para posterior observagao e documentagao.
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5.2 EXTRACAO DE ACIDO RIBONUCLEICO (RNA) E REAGAO EM CADEIA

DA POLIMERASE (PCR)

Além das pacientes que tiveram laminas parafinadas avaliadas, também foram
incluidas no estudo, outras 9 pacientes submetidas a histerectomia total e/ ou
miomectomia, que tiveram fragmentos de miomas e miométrio normal
analisados.Dessas nove pacientes, analisamos por PCR a expresséo génica de
ECA2 e do receptor MAS de 15 fragmentos de tecidos coletados durante as

cirurgias, sendo 9 fragmentos de miomas e 6 fragmentos de miométrio normal.

PCR para EXPRESSAO GENICA: ECA2 e rMAS

9 fragmentos
de miomas

9 pacientes

6 fragmentos
de miométrio

FIGURA 6: Diagrama representando as pacientes utilizadas para estudo de

extracdo de RNA

A expressao do receptor Mas e ECA2 foi avaliada por PCR em tempo real apos
a extracdo de RNA-mensageiro (mMRNA). Para a extracdo do RNA total o
fragmento dos miomas e miométrio, foram macerados e sonicados em 1 mL de
Trizol® (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), utilizando-se o

protocolo para o reagente Trizol®, sem modificagdes.
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Ao término do protocolo, o RNA total era ressuspenso em agua
diethylpyrocarbonate (H20 DEPC), livre de ribonuclease (RNase) e
desoxirribonuclease (DNase) (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)
para biologia molecular e quantificado no NanoDrop (Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, Delaware, USA), utilizando aliquota de 2 pL. Com o objetivo de
eliminar uma possivel contaminagdo por acido desoxirribonucleico (DNA)
gendmico, as amostras de RNA foram tratadas com DNase | Amplification grade
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) e em seguida requantificadas

no NanoDrop.

A sintese do cDNA foi feita a partir de 1 ug de RNA total tratado com DNAse em
20 pL de volume da reacgao final (20 ng RNA/uL), utilizando o kit Superscript IV
first-strand system (INvitrogen, Carlsbad, CA, USA), sem alteragao do protocolo

original.

Os primers (oligonucleotideos) iniciadores designados para a transcricao
reversa e PCR em tempo real foram estudados e selecionados com base na
analise da sequéncia descrita no GeneBank, obtida no Blastb. As sequéncias
foram posteriormente analisadas no site da empresa Integrated DNA
Technologies (IDT) ¢, que permitiu a elaboragao dos primers para as regioes-
alvo de cada gene, de acordo com as nossas especificacdes para as condigdes
de cada primers. Como gene de referéncia para correcdo da expressao dos

genes-alvo na PCR em tempo real, foi utilizado o gene que codifica a proteina
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ribossomal S26. Os primers foram sintetizados pela Invitrogen, recebidos
liofilizados e, em seguida, ressuspensos em H20 DEPC, livre de RNase e DNase
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), para concentracao final de
100 pmol/uL (concentracdo para estoque). Foram preparadas aliquotas de 1
pmol/pL (concentracdo de uso para a PCR em tempo real), no dia da PCR em
tempo real. Para o aliquotamento dos primers, foram empregadas ponteiras com
barreira e todo o manuseio foi realizado utilizando-se luvas e mascara. A

localizacao e sequéncia dos oligonucleotideos sintetizados estdo apresentadas

no QUADRO 02.
Primers Sequéncia de Nucleotideos Tamanho
ECAZ2reverse TCCATTTACAGGCCCTTCTTCC 22nt
ECA2foward GGATGGAGTACCGACT 16nt
rMASreverse ATGAAAGGGTTGGCGCTACT 20nt
rMASfoward TTGGTCGACCTTTGGGAACC 20nt
S26reverse GGGTGGAAATGCGTTCCTAGT 22nt
S26foward CCGCCATCCGGCTAAATAGT 21nt

QUADRO 02: localizacao e sequéncia dos oligonucleotideos sintetizados

A PCR foi realizada como descrito anteriormente em um Sistema de Detecc¢ao
de Sequéncia ABI-Prism 7500, com o uso do corante fluorescente Power SYBR
Green Master Mix Kit (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA). Os
parametros da PCR foram:[estagio 1] um ciclo de 95 ° C / 10min; [estagio 2] 40

ciclos de 95 ° C / 15 segundos, 60 ° C / 15 segundos e 72 ° C / 20 segundos;
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[estagio 3] 95/15 segundos, 54/15 segundos e 95/15 segundos. O gene que
codifica a proteina ribossémica S26 foi usado como controle interno . A
especificidade dos produtos de PCR foi confirmada por curvas de fusdo de
dissociagcao de pico unico. Nenhuma amplificacdo de fragmentos ocorreu em

amostras de controle negativo preparadas sem transcriptase reversa.

5.3 ANALISE ESTATISTICA:

Os resultados da analise de mRNA, expressos como diferenca do ciclo limiar
(cycle treshold, CT) entre o gene alvo e o controle interno (ACT), foram
comparados pelo teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, uma vez que o
numero de casos nao foi suficiente para testar se a distribuicdo seguia o padrao
da curva normal. A expressao génica relativa (relagédo entre leiomioma e
miométrio) foi calculada pela formula 2-22CT onde AACT é o ACT apurado para
cada gene alvo nas amostras de leiomioma menos o ACT do mesmo gene nas
amostras de miométrio. Diferencas estatisticamente significativas foram

definidas como aquelas com valor de p inferior a 0,05.
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6 RESULTADOS

Foi demonstrado pela PCR em tempo real que tanto o receptor MAS , quanto a
ECAZ2 estao presentes em amostras de leiomiomas e miométrio com expressao

semelhante nos dois tecidos.
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FIGURA 7: expressao génica de mRNA do receptor MAS

ECA2
10

0.1

Expressao relativa de mRNA

Miométrio Mioma

FIGURA 8: expressao génica de mRNA da ECA2



A Ang-(1-7) foi detectada no citoplasma das células musculares lisas, com
ampla distribuicao e intensidade moderada, tanto no miométrio normal quanto

no mioma uterino.

Ang-(1-7)

FIGURA 9: expressédo de Ang-(1-7) em miométrio e em leiomioma uterino.
(A,B,D,E) imunomarcacao especifica para Ang-(1-7);

(A e B): cabegas de seta evidenciam presenca da Ang-(1-7), no citoplasma de células musculares lisas miometriais e
seta fina mostra Ang-(1-7) no epitélio vascular;

( D e E): asteriscos demonstram a presenca de Ang-(1-7) em miofibroblastos difusamente no leiomioma e a cabega
de seta evidencia a imunomarcagao em regido com maior densidade celular e no epitélio vascular

(G) controle negativo da imunohistoquimica em leiomioma;

(C,F) coloragao de miométrio e leiomioma com tricromo de Masson, evidenciando colageno em azul nas cabegas de
seta;

Endo= endométrio; Mm= miométrio.
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A ECAZ2 foi detectada no miométrio normal e nos miomas uterinos, sendo

particularmente mais concentrada nas regides de maior densidade celular.

Miométrio
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FIGURAL1O - Expressédo de ECA2 em miométrio e em leiomioma uterino.
(A-E) imunomarcacao especifica para ECA2 em miomas e miométrio.
Cabecas de seta evidenciam presencga da ECA2 no citoplasma de células do
miométrio e imunomarcagédo de ECA2 em regido com maior densidade
celular no leiomioma (A, B, D e E). Setas demonstram ECA2 no epitélio
vascular do tecido miometrial e no epitélio vascular de leiomioma (A, B e D).
G = controle negativo. (C e F) = coloragdo de miométrio e leiomioma com
tricromo de Masson, evidenciando colageno em azul (cabecgas de seta).
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O receptor MAS estava presente nas células musculares lisas normais e

fibréticas, com localizagao nuclear frequente.

.
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FIGURAL1l - Expressao de receptor Mas em miométrio e em leiomioma
uterino. (A-E) imunomarcacgao especifica para receptor Mas em miomas e
miométrio. (A e B): Cabecas de seta evidenciam presenca do receptor Mas nas
células musulares lisas do miométrio e nas células miomatosas, especialmente
em regiao perinuclear (A, B, D e E). Setas demonstram a presencga de rMAs no
epitélio vascular do tecido miometrial (A e B). G = controle negativo. (C e F) =
coloragdo de miométrio e leiomioma com tricromo de Masson,
evidenciando colageno em azul (cabegas de seta).
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7.DISCUSSAO E CONCLUSAO:

Neste estudo demonstramos que o miométrio humano e os leiomiomas uterinos
contém o eixo protetor completo do sistema renina-angiotensina. Foi
demonstrado que tanto o receptor MAS , quanto a ECA2 estdo presentes em
amostras de leiomiomas e miométrio com expressao semelhante nos dois

tecidos.

Detectamos a presenca de Ang-(1-7) no citoplasma das células musculares lisas,
com ampla distribuicdo e intensidade moderada, tanto no miométrio normal

guanto no mioma uterino.

Evidenciamos que a ECAZ2esta presente no miométrio normal € nos miomas
uterinos, sendo particularmente mais concentrada nas regides de maior

densidade celular.

Demonstramos também que o receptor MAS esta presente nas células

musculares lisas normais e fibréticas, com localizagao nuclear frequente.

Podemos observar que a expressao génica do receptor Mas e da ECA2 no
miométrio e nos miomas , demonstram de forma inédita, a presenca deste eixo
protetor do SRA nos fibromas uterinos, uma vez que outros estudos mostraram
a presenca desta via apenas no endométrio humano ( Vaz-Silva J, Carneiro MM,
Ferreira MC, Pinheiro SV, Silva DA, Silva-Filho AL, Witz CA, Reis AM, Santos

RA, Reis FM. 2009).
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Ao evidenciarmos a presenca da via alternativa ECA2/Ang-(1-7) nos leiomiomas
nesse estudo inicial, podemos inferir que o eixo alternativo do SRA, mesmo
presente no tecido uterino, ndo foi capaz de inibir o desenvolvimento da
miomatose uterina, embora ja esteja bem documentado o papel desses
peptideos como uma via protetora e antifibrética (Simdes e Silva AC, Silveira KD,

Ferreira AJ, Teixeira MM.2013).

O eixo ACE2- angiotensina - (1-7) -Mas é protetor e atua para contrabalancar os
efeitos deletérios do receptor ACE- angiotensina Il (Ang Il) -Ang Il tipo 1 e exerce
efeitos antifibroticos. Aqui neste trabalho, demonstramos que ECA2/Ang- (1-7)
estdo presentes mesmo em tecido com deposi¢cao de colageno e diferenciacao

miofibroblastica .

Por imunohistoquimica, a Ang (1-7) ja havia sido localizada no endométrio ao
longo do ciclo menstrual, sendo mais concentrada no epitélio glandular da fase
secretor média e tardia (Vaz-Silva J, Carneiro MM, Ferreira MC, Pinheiro SV,

Silva DA, Silva-Filho AL, Witz CA, Reis AM, Santos RA, Reis FM. 2009).

No nosso trabalho, podemos observar na coloragdo imunohistoquinica que este

peptideo esta localizado também no miométrio humano e nos leiomiomas.

A Ang- (1-7), mediada pelo receptor Mas, tem efeitos inibitérios sobre a
inflamacao renal e a fibrose em diabetes em modelo experimental (Cassis P,
Locatelli M, D Corna, Villa S, D Rottoli, Cerullo D, Abbate M, Remuzzi G, Benigni
A, Zoja C. 2019). No entanto, Ang- (1-7) tem uma meia-vida curta no plasma, e
ao detectarmos a presencga deste peptideo em tecidos fibréticos uterinos,
percebemos que outros mecanismos proliferativos de matriz extracelular

intrauterina, podem se sobrepor ao efeito antifibrose neste tecido.
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A patogénese dos leiomiomas, ainda ndo totalmente esclarecida, envolve muitos
fatores genéticos e epigenéticos, papel importante dos esterdides sexuais
associados a fatores de crescimento, citocinas, quimiocinas e matriz extracelular
e seu envolvimento na proliferacdo celular, processos fibroticos, apoptose e
angiogénese. ( Ciarmela P, Islam MS, Reis FM, Gray PC, Bloise E, Petraglia F,
Vale W, Castellucci M. 2011) . A existéncia da via ECA2/Ang- (1-7), agora bem
documentada por nosso estudo, estando presente no mioma e miométrio, se

torna mais um caminho na busca de entendimento melhor da miomatose uterina.

Optamos por utilizar um grupo de pacientes para descri¢cao do eixo alternativo do
SRA através de estudo imunohistoquimico, e outro grupo distinto para extracédo
de RNAm e avaliacdo da expressao génica do receptor Mas e ECA2, devido a
dificuldade de extracdo de RNAm em laminas parafinadas ja preparadas
anteriormente e arquivadas em servico da anatomia patologica. Tratando-se de
um trabalho descritivo, 0 numero das amostras analisadas foi suficiente para
concluirmos sobre a presenga ou ndo da via ECA2/Ang-(1-7) no miométrio e
leiomiomas, entretanto sabemos que podemos aumentar nosso numero de
pacientes para tentarmos avaliar quantitativamente com maior significancia a
existéncia dos peptideos envolvidos no eixo protetor do SRA em leiomiomas

uterinos.
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Devido a importancia clinico/epidemiolégica da miomatose uterina, ja explorada
em nossa revisdo bibliografica, € paradoxal que tdo pouco se saiba sobre a

biologia de um tumor que tem uma morbidade tao expressiva.

Notamos progressos substanciais feitos na identificacdo e compreensédo do
ambiente molecular em torno dos leiomiomas e parece que o crescimento e a
regressdo do leiomioma sdo determinados pela taxa de proliferacao celular,
diferenciacdo, apoptose, angiogénese, producdo de protease e deposicdo de
MEC. Nao podemos esquecer do papel dos esterdides ovarianos e varios fatores
de crescimento, citocinas e quimiocinas, horménios peptidicos e fatores de
estresse, e assim por diante, como os principais reguladores de muitos desses
processos. No entanto, as fungdes biologicas de muitas destas moléculas no
leiomioma permanecem desconhecidas e dessa forma que pretendemos
contribuir com essa descricdo inédita da presenca da expressao da Ang-(1-7),
do receptor Mas e da ECA2 em leiomiomas uterinos e miométrio humano,

estimulando maiores estudos nessa area.

Concluimos que o miométrio humano e os miomas uterinos contém os principais
componentes do eixo protetor/antifibrotico do sistema renina- angiotensina.
Sendo assim a importancia funcional desse sistema para o desenvolvimento dos

miomas necessita de continua investigacao.
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9. ANEXO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE - 60375616.5.0000.5149

Interessado(a): Prof. Fernando Marcos dos Reis

Departamento de Ginecologia e Obstetricia
Faculdade de Medicina- UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP aprovou, no
dia 05 de outubro de 2016, o projeto de pesquisa intitulado
“Expressdo e sinalizagdao de miostatina em leiomiomas uterinos”
bem como o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatorio final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apas o inicio do projeto através da Plataforma Brasil.
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