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RESUMO

Leiomiomas uterinos (miomas) sdo tumores ginecoldgicos benignos altamente prevalentes e a
principal indicag@o para histerectomia. Mulheres negras sofrem um impacto desproporcional
de leiomiomas uterinos em compara¢do com mulheres brancas, mas os mecanismos subjacentes
a essa disparidade racial permanecem indefinidos. Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar
o grau de fibrose e a expressao de genes pro-fibroticos em leiomiomas de mulheres brasileiras
de acordo com a raga autorrelatada e ancestralidade genomica. Métodos: Os participantes do
estudo (n=30) foram divididos em trés grupos (n=10) de acordo com a raca autodeclarada:
negra, mestica e branca. O tecido do leiomioma foi coletado apds a histerectomia. A fibrose foi
quantificada pela coloragdo tricromica de Masson e a expressdo dos genes pro-fibroticos
COLI1A1 (colageno tipo 1), FN1 (fibronectina 1) e VCAN (versican) foi avaliada por gPCR. A
ancestralidade genética foi determinada pela tipagem de DNA para um painel de 40
polimorfismos de DNA de inser¢do/delecdo curta bialélicos informativos de ancestralidade
validados. Os dados foram resumidos como medianas de grupo e comparados pela andlise de
variancia de Kruskal-Wallis seguida pelo teste de compara¢des multiplas de Dunn. Resultados:
Os trés grupos apresentaram dados clinicos e demograficos homogéneos. A proporg¢ao de tecido
fibrotico nas sec¢des histologicas de leiomioma foi semelhante nos trés grupos. Os niveis de
mRNA do colageno tipo 1 foram menores nos grupos de raca negra do que nos grupos de raga
mista (p<0,05), enquanto a expressdo de fibronectina e versican ndo mudou de acordo com a
raca autorrelatada. Nao houve correlagcdo entre fibrose ou expressdo génica pro-fibrotica e a
proporg¢ao de ancestralidade gendmica europeia, africana ou nativa americana dos participantes.
Conclusao: Essas descobertas sugerem que as diferencas na quantidade de fibrose ou na
expressao de genes pro-fibroticos no momento da histerectomia provavelmente ndo explicam

as disparidades raciais na carga de leiomiomas uterinos entre mulheres brasileiras.

Palavras-chave: leiomioma; raga; ancestralidade gendmica; fibrose; colageno; fibronectina;

versican.



ABSTRACT

Background: Uterine leiomyomas (fibroids) are highly prevalent benign gynecologic tumors
and the leading indication for hysterectomy. Black women experience a disproportionate
impact of uterine leiomyomas compared to White women, but the mechanisms underlying this
racial disparity remain elusive. Objective: The aim of this study was to evaluate the degree of
fibrosis and the expression of pro-fibrotic genes in leiomyomas from Brazilian women
according to self-reported race and genomic ancestry. Methods: Study participants (n=30)
were divided into three groups (n=10) according to self-declared race: Black, Mixed race and
White. Leiomyoma tissue was collected after hysterectomy. Fibrosis was quantified by
Masson's trichrome staining and the expression of pro-fibrotic genes COLIAI (type 1 collagen),
FNI (fibronectin 1) and VCAN (versican) was assessed by qPCR. The genetic ancestry was
determined by typing DNA for a panel of 40 validated ancestry-informative biallelic short
insertion/ deletion DNA polymorphisms. Data were summarized as group medians and
compared by Kruskal-Wallis analysis of variance followed by Dunn’s multiple comparisons
test. Results: The three groups presented homogeneous clinical and demographic data. The
proportion of fibrotic tissue in the leiomyoma histological sections was similar in the three
groups. The mRNA levels of type 1 collagen were lower in Black than in Mixed race groups
(p<0.05) while fibronectin and versican expression did not change according to self-reported
race. There was no correlation between fibrosis or pro-fibrotic gene expression and the
proportion of European, African or Native American genomic ancestry of the participants.
Conclusion: These findings suggest that differences in the amount of fibrosis or the expression
of pro-fibrotic genes by the time of hysterectomy are unlikely to explain racial disparities in the

burden of uterine leiomyomas among Brazilian women.

Keywords: leiomyoma; skin color; race; genomic ancestry; fibrosis; collagen; fibronectin;

versican.
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1. INTRODUCTION

Uterine leiomyomas (ULMs), also termed fibroids, are highly prevalent benign
gynecologic tumors, affecting about 70-80% of women during their lifetime (Baird et al.,
2003). It is estimated that 20-50% of all women with ULMs experience related symptoms,
which can seriously affect women’s quality of life (Neumann et al., 2024). The main
symptoms associated with ULMs are abnormal uterine bleeding, chronic pelvic pain,
infertility and obstetrical complications (Coutinho et al., 2022; Leal et al., 2024). ULMs
are the leading indication for hysterectomy, but despite its effectiveness the loss of
reproductive potential and a significant morbidity are major limitations of this
intervention (Islam et al., 2014).

ULMs originate from the smooth muscle layer of the uterus and probably develop
from a single transformed myometrial smooth muscle cell (Ligon & Morton, 2000;
Mashal et al., 1994). They are characterized by abundant extracellular matrix (ECM)
accumulation (Leppert et al., 2014), and alterations in its composition significantly
contribute to the growth of these tumors (Rafique et al., 2017; Yang & Al-Hendy, 2023).
Tumor bulk results from a disorder of fibrosis (Catherino et al., 2004; Chegini, 2010;
Leppert et al., 2004; Malik et al., 2010) and they produce large amounts of ECM proteins,
such as collagens, fibronectin and proteoglycans (Arici & Sozen, 2000;). Of particular
importance, collagen type 1 / subtype 1A1 (COLA1A1), fibronectin 1 (FN1) and the
proteoglican versican (VCAN) are overexpressed by ULM cells and have been implicated
in the pathophysiology of ULMs not only as components of the ECM but also promoters
of cell proliferation and fibrosis (Britten et al., 2012; Iwahashi & Muragaki, 2011; Leppert
et al., 2004; Malik & Catherino, 2012; Norian et al., 2009; Stewart et al., 1994).

African ancestry is considered a key risk factor for the development of ULMs.

The cumulative incidence of ULMs for Black women exceeds that for White women by
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20% in their 30s and by 10% in their late 40s (Baird et al., 2003). In addition, African
American women have ULMs diagnosed at earlier ages, are more likely to be
symptomatic and non-responsive to medical treatments than White women (Jacoby et al.,
2010). The size and growth rates of ULMs are greater in African American women, who
undergo surgical intervention more often than other racial groups (Laughlin & Stewart,
2011).

Despite the growing knowledge of the pathophysiology of ULMs, the underlying
mechanisms of racial disparities in their incidence, progression and clinical
manifestations are largely unknown (Zota & VanNoy, 2021). A study in the United States
revealed novel protein traits like tetratricopeptide repeat protein 38 (TTC38) in Black
patients with ULMs and found evidence that MED 12 mutations, which are more prevalent
in the Black population and predisposes to ULM development, also correlate with
increased tissue fibrosis (Bateman et al., 2024). Clearly, more information is needed on
diverse populations, including those with a large proportion of mixed-race individuals.
Thus, the aim of this study was to evaluate the degree of fibrosis and the expression of
pro-fibrotic genes in leiomyomas from Brazilian women according to self-reported race

and genomic ancestry.



2. METHODS

2.1 Study design and participants

This prospective cross-sectional study included 30 women with indication of
hysterectomy for uterine myomatosis. The patients were selected at the Gynecology
services of two general hospitals in Belo Horizonte, Brazil, from November 2022 to April
2023. Women with malignant neoplasm, current use of corticosteroids, current pituitary
blockade with GnRH analogue or postmenopausal were excluded. The participants were
divided according to self-reported skin color/race into Black, White or Mixed (Pereira et

al., 2024). The clinical characteristics of the study participants are summarized in Table

1.

Table 1: Clinical characteristics of the study participants

Black Mixed White

n=10 n=10 n=10
Age (years) 422+49 45.1+3.5 448 +42
Menarche (years) 123£19 13416 123+£2.6
Weight (kg) 773+ 17.8 743 +15.2 79.5+ 12.8
Body mass index (kg/m2) 286+63 280+52 30.2+48
Uterine volume (cm3) 394 + 296 394 +£272 333 £203
Hemoglobin level (g/dL) 13.1+£2.4 11.9+2.5 13.5+0.8
Menstrual cycle (days) 7(6-8) T(6-T7) T(7-8)
Dysmenorrhea (VAS) 80(45-90)  9.0(65-100)  8.0(0.0-10.0)
Pelvic pain (VAS) 6.0 (0.0 - 8.5) 6.0(0.0-100) 50(0.0-83)
Parity 2(2-3) 2(1-4) 3(2-3)

Systolic blood pressure (mmHg)

Diastolic blood pressure (mmHg)

127 (117 - 148)

78 (75 - 81)

120 (117 - 132)

80 (73 - 82)

122 (117 - 138)

80 (70 - 87)

Values are given as mean + 5D or median (interquartile range).

Source: Prepared by the author and the co-author
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The study protocol was approved by the Ethics Committee on Human Research at

both hospitals and all the participants provided written informed consent to be enrolled.

2.2 Sample collection

Core tissue samples of ULMs type 2 to 6 (Munro et al., 2018) were obtained
immediately after removal of the uterus and split into two fragments that were stored in
fixative solution (Histochoice®, Sigma) and RNA preservation solution (RNAlater®,
Sigma), respectively.

Blood samples (1-2 ml) were collected from a peripheral vein in EDTA-coated

tubes and stored at -20°C for up to 30 days until DNA extraction.

2.3 DNA extraction and ancestry genotyping

All individuals had genetic ancestry determined by typing DNA for a panel
of 40 wvalidated ancestry-informative biallelic short insertion/ deletion DNA
polymorphisms (InDels) (Bastos-Rodrigues et al., 2006). Amplicons were sized using an
ABI3130 DNA Sequencer (Applied Biosystems) and analyzed using the GeneMapper
Software version 3.7. As a population clustering algorithm, we used the Structure
program version 2.3, available at <http://pritch.bsd.uchicago.edu/structure.html> to infer
the structure of each population and allocate individuals to the three different ethnic

groups: Africans, Europeans and Amerindians (Pritchard et al., 2000).
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2.4 RNA extraction, complementary DNA synthesis, and semi-quantitative PCR

Total RNA was isolated using the TRIzol® protocol and quantified by light
absorbance at 260 nm (NanoDrop - Thermo Fisher Scientific, Wilmington, Delaware,
USA). One pg of RNA was pretreated with DNase I, Amplification Grade for 15 minutes
(CAT: 18068015; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) to remove undesired genomic DNA
contamination. First-strand complementary DNA (cDNA) was synthesized from 750 ng
of DNase I-treated total RNA using Superscript IV first-strand synthesis system (CAT:
18091050; Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

Real-time PCR was carried out in an ABI-Prism 7500 Sequence Detection System
using the fluorescent dye Power SYBR Green Master Mix Kit (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA). The PCR parameters were: [stage 1] a cycle of 95 °C
/ 10min; [stage 2] 40 cycles of 95 °C / 15 seconds, 60 °C / 15 seconds and 72 °C / 20
seconds; [Stage 3] 95 °C / 15 seconds, 54 °C / 15 seconds and 95 °C / 15 seconds. The
gene encoding the ribosomal protein S26 was used as the internal control.

The synthesized primer sequences used for PCR amplification are described in
Table 2.

Table 2: Primer sequences used for PCR amplification

Gene Forward primer Reverse primer Length
(pb)
526 TGTGCTTCCCAAGCTGTATGTGAA CGATTCCTGACTACTTTGCTGTGA 74 pb
FNI TCAGCTTCCTGGCACTTCTG TCTTGTCCTACATTCGGCGG 147 pb
COLIAl  GCTCTTGCAACATCTCCCCT CCTTCCTGACTCTCCTCCGA 88 pb
VCAN AGTGTGTGCACGGAATGGAA GTGGCTCTGGACACAACAGA 162 pb

Source: Prepared by the author and the co-author
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Primers were designed to span two sequential exons and thus anneal only to
cDNA. The specificity of PCR products was confirmed by single peak dissociation
curves. Threshold cycle (Ct) values were normalized to S26 (ACt), and each sample value

was reported as 1/ACt.

2.5 Tissue Staining and Image Processing

Fixed tissue samples were embedded in paraffin and cut into 4 pm thick sections,
which were stained with hematoxylin and eosin for morphological analysis and with
Masson's trichrome to assess the extent of tissue fibrosis.

The images were scanned (3DHISTEC Ltd., Budapest, Hungary) and fibrosis was
quantified using ImagelJ software, as described by Chen ef al. (2017). Briefly, all images
were acquired under the same light conditions, without automatic exposure and white
balance, and digitalized with 24-bit and 640 x 480 pixel resolution. Digital images were
processed by color deconvolution and the proportion of green color, which corresponds

to collagen fibers, was quantified from the selected areas of interest (Chen et al., 2017).

2.6 Statistical analysis

The results were analyzed by the D'Agostino-Pearson test to determine normal
data distributions. Continuous variables were summarized as mean + standard deviation
or medians (interquartile ranges) and categorical variables were expressed as frequency
(percentage). Differences between groups were assessed using the Kruskal-Wallis
analysis of variance followed by Dunn’s test. All analyses were performed using

GraphPad Prism version 6.0.
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3. RESULTS

As shown in Table 1, the three groups were comparable in terms of age at the time
of hysterectomy, age of menarche, parity, blood pressure, body weight and body mass
index. Moreover, the groups were similar in clinical characteristics such as uterine

volume, menstrual cycle length, hemoglobin levels and painful symptoms (Table 1).

3.1 Self-reported race, fibrosis extent and expression of fibrosis markers
As shown in Figure 1, the proportion of fibrotic tissue in the ULM histological
sections was similar in the three groups.

Figure 1: Extent of fibrosis in uterine leiomyoma tissue of Black (A), Mixed race (B) and White (C)

women. The proportion of fibrotic area (D) is shown in the boxplots as group medians and interquartile

ranges.

Fibrotic Area (%)
388
Rl H

Black Mixed White

Source: Prepared by the author and the co-author
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Black women presented a significantly lower expression (p < 0.05) of type I
collagen mRNA compared to the Mixed group. We observed no significant association
between the expression of fibronectin or versican mRNA in ULM tissue and self-declared

race (Figure 2).

Figure 2 - Relative mRNA expression of fibrosis-related genes COLIAI (A), FNI (B) and VCAN (C) in

uterine leiomyoma tissue according to self-reported race

A B C
2 p<0.05 31 1.0
1 2
0‘5 1

= 0 =1 .
Q Q
= ime L =T H
> 14 0.5

Black _ Mixed  White “ Black  Mixed  White 0 Back  Mxed  White

Source: Prepared by the author and the co-author

3.2 Self-reported race and genetic ancestry

Self-reported Black race was not associated with a predominance of African
genetic ancestry (Figure 3). As expected, all the participants in the White group had at
least 75% European ancestry, while Mixed race was associated with a more variable
pattern of ancestry-related gene polymorphisms, including the highest proportion of

Amerindian ancestry among the groups.
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Figure 3 - Standard estimates of patient ancestry from genotypig data
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Source: Prepared by the author and the co-author

3.3 Genetic ancestry and expression of fibrosis markers

When the study participants were reclassified into tertiles by the proportion of

African ancestry in their genotype profiles, we observed a similar extent of fibrosis in all

groups (Figure 4).
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Figure 4: Extent of fibrosis in uterine leiomyoma tissue of women in the top (A), middle (B) and bottom
(C) tertiles of African ancestry. The proportion of fibrotic area (D) is shown in the boxplots as group

medians and interquartile ranges.

g

T
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Source: Prepared by the author and the co-author

Likewise, the expression levels of type 1 collagen, fibronectin and versican did
not show any meaningful difference according to the degree of African ancestry (Figure
5).

Figure 5 - Relative mRNA expression of fibrosis-related genes COLIAI (A), FNI (B) and VCAN (C) in

uterine leiomyoma tissue according to tertiles of African ancestry

A B C
2 3
1.0
1 2
g 3 T 5 ,,| HE.
| = 0 B
2 1 T -0.5
“Tertle3 Terle2 Tertile 1 “Tertle3 Terle2 Tertile 1 O Teties Tertle2 Tertile 1

Source: Prepared by the author and the co-author
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4. DISCUSSION

The present study investigated the fibrosis extent and the expression of pro-
fibrotic genes COL1A1, FNI and VCAN in ULM tissue of Brazilian women from different
racial groups. As a result, the mRNA levels of type 1 collagen were lower in Black than
in Mixed race groups while fibronectin and versican expression did not change according
to self-reported race. There was no correlation between fibrosis or pro-fibrotic gene
expression and the proportion of European, African or Native American genomic ancestry
of the participants.

Baterman et al. (2024) demonstrated using shear wave ultrasonography that
Black women had firmer ULMs than White patients, even when the tumors were similar
in size. Furthermore, Black women harbor MED 12 mutations (the most prevalent genetic
alteration associated with sporadic ULMs and related to increased fibrosis) more
frequently than White women. Bairiane et al. (2024) evaluated the expression of pro-
fibrotic genes (type I collagen and fibronectin) in the myometrium of uteri with or without
ULMs and observed an increase in the levels of both markers in ULM-associated
myometrium, but this difference was only seen among Black women. These results
together with previously accumulated evidence indicate that the racial disparities
observed in ULMs may be attributed, at least in part, to exacerbated production of ECM
in the myometrium of Black women, even before the appearance of the tumors (Bariani
et al., 2024).

To the best of our knowledge, no previous study made direct comparisons between
ethnic or racial groups for the severity of fibrosis in ULMs. Based on the known racial
differences in tumor progression and symptoms (Baird et al., 2003; Jacoby et al., 2010)

and considering the central role of fibrotic tissue in ULM pathophysiology (Yang & Al-
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Hendy, 2023), we hypothesized that the tumor would have greater expression of fibrosis
in Black women. However, this hypothesis was not supported by the present findings. In
the present study, the similarity in fibrosis extent between racial groups may be explained
because all ULM samples were obtained from symptomatic patients with indication for
hysterectomy, i.e., they presented an advanced stage of the disease. In fact, the three
groups had similar uterine volume, menstrual cycle length, hemoglobin levels and painful
symptoms. Nevertheless, it is still possible that such racial differences in ECM deposition
and fibrosis exist in early stages of ULM growth and even in the myometrium before
tumoral transformation (Bariani et al., 2024).

The strengths of this study include the prospective design with strict selection
criteria and the assessment of genetic ancestry to complement the investigation. A further
strength is the demographic profile of the Brazilian population, with diverse and mixed
racial and ethnic groups (Pereira et al., 2024), which adds to the existing knowledge on
ULM pathophysiology obtained mostly from more homogeneous racial groups. A study
limitation is that samples were collected at a time of symptomatic and advanced disease.
In addition, we assessed only three pro-fibrotic genes, although several other genes
related to fibrosis have already been documented (Bariani et al., 2024; Catherino et al.,

2004; Yang & Al-Hendy, 2023).
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S. CONCLUSION

In conclusion, the present findings suggest that differences in the amount of
fibrosis or the expression of pro-fibrotic genes by the time of hysterectomy are unlikely
to explain racial disparities in the burden of ULMs among Brazilian women. Further
investigation of the molecular mechanisms underlying the particularities of ULM in
Black women is of paramount importance to subside more precise and tailored
interventions, especially for patients who do not respond to current medical treatments

and end up in hysterectomy.
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ANEXO A —- TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Titule da Pesquisa: Efeitos antifibriticos da Angiotensina-(1-7) ¢ da Alamandina no endoméirio ¢
miométrio humanos: implicagbes fisioldgicas e fisiopatoligicas.

Registro: CAAE: 54103821.1.0000.5123

Prezada Senhora,

Gostaria de convidi-la a participar de um estudo cientifico que tem a finalidade de perar novos
conhecimentos sobre o dtero humano normal e sobre doengas relacionadas ao dlero, como miomas

endometriose.

1. INFORMACOES SOBRE A PESQUISA

L.1. © que pretendemos com esla pesquisa’?

Esta pesquisa ird estudar o efeito de dois candidatos a remédios, chamados angiotensina-{1-7) e
alamandina, sobre pequencs fragmentos de tecido do dtero ou da endometriose, na esperanga de que
esses tralamentos reduzam a tendéncia 4 formagdo de fibrose e possam ser (feis no tratamento da

endometriose ¢ dos miomas.

1.2 Em que consiste a sua participagio?

Sua participagiio consistird no seguinte: se a sra. for ser operada para retirada do Gtero (histerectomia)
ou &6 de miomas (miomectomia) ou para tratar endometriose, os pesquisadores vio separar uma
pequena parte do material removide pela cirurgia depois utilizar na pesquisa no laboratorio. Caso a
cirurgia ndo inclua a retirada do Otero, o cirurgiio fard uma aspiragdo de pequena quantidade do tecido
interno do ttero (endométrio) utilizando uma fina cinula de plastico esténl, através da vagina, quando a
sra. ji estiver anestesiada. Também iremos anotar informagdes da sua historia médica, que serfio obtidas

10 Sl proniudrio.

1.3, O que faremos com a suas amostras de tecido uterino, miomas ou endometriose nesta pesquisa?
Wamos fazer testes no laboratério para avaliar se a angiotensina-(1-7) e alamandina sfo capazes de
reduzir a tendéncia 4 formagio de fibrose e assim possam ser (teis no tratamento da endometriose e dos

miomas.

CAAE: 541023821.1.0000.5123 TCLE PAGINA 1/4 Rubricas
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1, SIGILO DOS DADOS

Suas amostras serio etiquetadas com um codigo numérico ¢ armazenadas durante o periodo da pesguisa
sob responsabilidade da UFMG, sendo acessadas apenas pelos pesguisadores. Os pesquisadores
gostariam de ter sua permissio para consuliar sen prontudrio ¢ obter

informagdes relevantes para esta pesquisa. Também gostariam de ter sua permissio para analisar e
publicar imagens microscopicas de amostras de tecido obtidas na sua cirurgia.

Todos os seus dados serio confidenciais, sua identidade nfio serd revelada publicamente em hipdtese
alguma ¢ sommente os pesquisadores envolvidos neste projeto terdo acesso a essas

informagdes, que serdo utilizadas somente para fins de pesquisa.

3. BENEFICIOS DA PESQUISA

Este estudo ird contribuir para o conhecimento mais detalhado sobre a regulagio do (tero e também
sobre a endometriose € o8 miomas. Os resultados poderdo apoiar o desenvolvimento

de novos (ralamenios para essas doengas.

4. RISCOS

A coleta de amostra do endométrio pode aumentar em até 10 minuios o tempo de anestesia efou sedagio
e permanéncia no bloco cirirgico. A bidpsia de endométrio, quando realizada em condighes técnicas
desfavordveis, pode resultar em perfuragio uterina acidental. Entretanto, tal nsco serd evitado pelo

cuidado de 86 realizar o procedimento se as condigdes técnicas forem inteiramente favordveis

5. DESPESAS

A sua participagiio no estudo € voluntdria e nio estd prevista qualquer forma de remuneragdo para os
participantes, nem ressarcimento de despesas. Entretanto, as despesas especificas relacionadas com o
estudo sdo de responsabilidade dos pesquisadores, isto €, o participante da pesquisa € seu acompanhante
nilo arcardo com nenhum cusio referente a procedimentos efou exames do estudo. Caso vocé precise se

deslocar ao hospital apenas para participar da pesquisa, 0s custos do transporte serdo reembolsados.

6. RECUSA EM PARTICIPAR
Wocé poderd recusar-se a participar deste estudo e/ou abandond-lo a qualquer momento, sem precisar se

Justificar. A aceitagio ou nio da participagdo neste esiudo ndo influenciard no seu tratamento.

CAAE: 54103821.1.0000.5123 TCLE PAGINA 2/4 Rubricas
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T. ARMAZENAMENTO E DESCARTE DE AMOSTRAS

As amostras ficariio armazenadas por um periodo de até & anos em um biorrepositrio, sob a
responsabilidade dos pesquisadores, sendo 4 anos previstos para a conclusio da pesquiza e mais 2 anos
para a eventualidade de serem necessdrios novos testes. Apds o término do periodo de armazenamento,
as amosiras serfio descartadas em lixo hospitalar obedecendo 4= normas nacionais e locais de
binssepuranga e gestio de residuos.

Caso vocéd decida retirar seu consentimento para a guarda das suas amostras armazenadas para pesquisa,
poderd fazé-lo a qualgquer tempo, sem sofrer qualquer prejuizo. A retirada do

consentimento terd validade a partir da data da comunicagio da sua decisiio por escrito e assinada.

B GARANTIAS

Como em todo projeto de pesquisa, a lei garante o direito & assisténcia integral e gratuita ao participante
cazo haja algum dano decorrentes da participagio na pesquisa e pelo tempo que for necessdrio. A lei
também garante o direito de buscar indenizagdo diante de eventuais danos decorrentes da pesquisa

(Resolugio CMS n" 466 de 2012, item V.3 h).

9. ACESS0 A RESULTADOS

0 pesquisador responsivel dard acesso aos resultados de exames e de tratamento ao médico do
participante ou ao proprio participante sempre que solicitado efou indicado (Resolugio CNS n® 251 de
1997, item I1.2.1).

10. ESCLARECIMENTO DE DUVIDAS

Wocé dispde de total liberdade para esclarecer qualguer divida que possa surgir durante a pesquisa. Para
iss0 vocd poderd contatar a Dra Ana Clindia Scalioni pelo telefone (31)

996272373 ou o Prof Fernando Reis no Laboratorio de Reprodugdo Humana do Hospital das Clinicas da
UFMG, 4 Av. Prof. Alfredo Balena, n® 110, 9° andar, ala norte, Santa Efigénia, Belo Horizonte MG,
Telefone (31) 3307-9484, e-mail Irh.be uimgi@gmail.com Vocé também poderd obter esclarecimentos
sobre esta pesquisa contatando os drgdos encarrepados de autorizar e acompanhar as pesquisas
envolvendo seres humanos, zelando pela seguranga, protegiio e garantia dos direitos dos participantes de

pesquisa. Esses orglios reguladores sdo:
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Comité de Etica em Pesquizsa do Hospital Sdo Francisco de Assis. B Itamaracd, 535 - Concdrdia, Belo
Horizonte - MG, 31110-580, Telefone (31) 2126-1579, e-mail nepisaofrancisco by

Comissio Nacional de Etica em Pesquisa — Conep SETV 701, Via W 5 Notte, lote D - Edificio PO 700,
3*  andar -~ Asa Nore CEP:  70719-040, BrasiliaDF, Telefone (61) 3315-2150.
http:/feonselho_sande. gov.br

11. CONSIDERACOES FINAIS
Este termo de consentimento ¢ elaborado em duas vias, que deveriio ser assinadas ao final pela pessoa

convidada a participar da pesquisa, ou por seu representante legal, assim como pelo pesquisador
responsivel, ou pela(s) pessoa(s) por ele delegada(s).

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 pesquiza niio trard qualquer

prejuizo 4 minha saide.

Belo Horizonte,.... A vevrreeimnmn el

Assinatura da voluntiria

Assinatura e carimbo do pesquisador (a)
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ANEXO B.1 - APROVACAO DO COMITE DE ETICA - HOSPITAL DA BALEIA

Q HGSP|T&L DA BALEIA/
FUNDACAQO BENJAMIN %: ﬂ
Hospital da Balela GUIMARAES

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Efeites antilibrdticos da Angiotensina-(1-7) e da Alamandina no endomdélrio @ miomélrio
humanas: implicagbes fisiolégicas e fisiopatoldglcas de pacientes do Hospital da Baleia

Pesquisador: AMA CLAUDIA MIRANDA SCALIONI

Area Temdtica: Reproducio Humana (pesquisas gque se ocupam com o funcionamente do aparelho
reprodutor, procriacio @ falores gue afetam a saldde reprodutiva de humanos, sendo que
nessas pesquisas serdo considerados "participantes da pesquisa” todos os que forem

afetados pelos procedimentos delas):
{Reprodugds Humana gue ndo necessila de analise élica por parte da CONEP );

Versdio: 3

CAAE: 54103821.1.0000.5123

Instituigio Proponente: Hospilal da Balela’ Fundagdo Benjamin Guimardes

Patrocinador Principal: FUNDACAD DE AMPARD A PESQUISA DO ESTADO DE MINAS GERAIS

DADOS DO PARECER

Mamero do Parecer: 5553 696

Apresentacdo do Projeto:

O interesse em investigar os possiveis efeitos anti-librélicos e antiprolileratives da Ang-{1-7) no
andométrio @ miomélro humanes e motivado pela imporancia de duas doengas caraclerizadas por inlensa
fibrose e originarias desses dois lecidos, a saber, endomelriose & miomatose uterina. Alem de muito
prevalenlas, lanlo a endomelrcse como a miomatose causam dor pélvica e associam-se a infertilidade,
avolusm cronicaments @ ndo possuam trataments farmacologico especilico capaz de eliminar as lestes. Por
conseguinte, as porladoras dessas doengas convivern durante anos com sinlomas que podem trazer grande
prejuizo a sua qualidade de vida.

O grups gque propde o estude ja caracterizou amplamenta os componentas do Sistema
ReninaAngictensinaSAA) no endomélrio, observando a expressio de Ang-(1-7) com predominio no epitélic
glandular & na lase secretora do clelo menstrual. Padrdo semelhante se observa para a ACE2, enquanto o
receplor Mas termn exprassio mais constante ao longo do ciclo. Outros autores observaram que a Ang- (1-7)
inibe a proliferagio e a transdilerenclacio de células epitelials

Enderego: Rua Juramanio, 1464

Balrro:  Saudade CEP;  30.285-000
UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE
Teletone: [31)3489-1548 Fax: (31)3461-4840 E-mail: capihospilaldabaleia ong.br

Pigna o de 05



HOSPITAL DA BALEIA/
© FUNDAGAO BENJAMIN ‘%"ﬁ o
Hospicl da Balin GUIMARAES

Confinuagdo do Famooor: 5.553.686

andometrials em miofibroblastes, alem de inibir a proliferagio e a secregdo de componentes da maltriz
axtracelular por células estromais do endométric humano in vitro.

Quanio a endomaelriose, sabe-se que o componente fibrotico e tipico das lesbes, principalmente as
profundas infilirativas, & e parle importante da fisiopatologia e da sinlomatelogia, mas ndo se conhaca a
influéncia dos peptidecs do SAA no controle da deposicio de matriz @ da formagio de librose nas lestes,

A presenca dos componentes da SRA no miomelrio ja e conhecida. Sabe-se que a Ang |l atua de forma
a modular a atividade miometrial através de seus receptores AT1 e ATZ, localizados na membrana celular,
promovendo a liberagio de Ca2+ do reticuls endoplasmalice & a contragio muscular. Tambéam fai
demonstrada a presenca de Ang-(1-7} no miemelrio de ratas durante a gestagio. No miometric humane e
am miomas uterinos ainda ndo & conhecida a presenca e possiveis fungdes lisiolégicas dos peptideos
antifibroticos do SRA.

Quanto a melodologia proposta, rala-se de eslude clinico observacional controlado transversal, seguido
de estudo exparimental in vitro. As parlicipantes serfo selecionadas prospectivamente no sarvigo de
Ginecologia do Hospital da Balela. Uma vez preenchidos os critérios de inclusfo, as pacientes elegivels
serdo convidadas a participar do estudo. A participagao consislird em permilir a oblenglo de dados clinicos
& demogralicos (idade, paridade, cor, historia familiar) e a retirada de pequenos lragmentos das pacas
cirdrgicas (lsiomioma e micmatric adjacente), no caso das portadoras de leiomiomas ulerinos que foram s
submaeler a histerectomia; ou a realizagio de biopsla endomeltrial sob anestesia geral, imediatamente antes
da laparoscopia, no caso das porladoras de doenga ginecologica benigna ou candidatas a ligadura tubaria,
que forem se submeler a tratamento cirdrgico por via laparoscopica.

Os critérios de inclusdo serdo:
« Mulheres com idade entre 18 @ 50 anos
- Indicacds de histereclomia por miomatose ulefina ou de laparoscopla por doenca ginecologica
benigna ou
= ligadura tubaria.

Os eriterio do exclusio serfo:

Enderego:  Rua Jurarmants, 1464

Balrre: Saudade CEP: 3p.2a5.000
UF: MG Municipio: BELC HORIZONTE
Telefone: [A1}3485-1648 Fax: {31)3461-4840 E-mail: cep@haspilaldabaleia org.br
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® HOSPITAL DA BALEIA/
FUNDAGAO BENJAMIN ‘%"ﬁ -
Hospital da Baleia GUIMARAES

Confinuapla do Parecer 5.563.606

= Meoplasia maligna

= Uso atual de corticostercides

- Blogueio hipolisdrio atual com andlogo de GnRH
= Amenorreia

Objetivo da Pesquisa:

Objetiva Primario:

O objetive geral do presente estudo e avaliar os efellos da Ang-{1-7) e da Alamandina na controle da
proliferagado celular @ da fibrose no endomélrio @ miomelrio humanos assim como na endomelriose @ nos
leiomiomas uterinos.

Objetives Secundarios:

= Investigar e os efailos da Ang-(1-7) sdo dependames de ativagio especifica do receplor Mas, se as da
Alamandina sdo mediadas pelo receplor MrgD, e mapear as vias de sinalizagdo intracelular envolvidas na
acho dos dols peplideos.

= Caraclerizar as amosiras de lelomiomas ulerinos de acordo com as caracleristicas clinicas e demogrélicas
das pacientes, avaliando, entre outros marcadores, o falor de crescimentle micstatina, seus receplores
ActRIIB, ALK4 and ALKS, a melaloproleinase de matriz MMP14 e marcadores de fibrose como colageno,
fibrenectina e versican.

Avaliacdo dos Riscos e Benellcios:

Riscos:

A biopsia de endométric poderia, quando realizada com cdnula rigida ou em condigies técnicas
deslavordveis (colo utering estenosado, morfologia ulerina anormal) pode resultar em perfuragao uterina
acidental. Entretlanto, tal risco serd extremamente reduzido pelo use de cdnula flexivel & pelo cuidado de sé
realizar o procedimento se as condigbes técnicas lorem inteiramente favordvels. As clnulas serdo estérels e
descartdveis, para evitar o risco de infecgao. A colela de amosiras de micmétrio, leilomioma e lesbes
endomelrioticas serd leita ex-viva, nfio implicande em riscos para a participante.

Benelicios:

A participagde no esludo ndo implicara em nenhum beneaficio para as participantes. Mo haverd qualquer
lipo de vantagam, remuneragde ou benelicie para a saude dos participantes

Enderego: Fua Jurameants, 1464

Bairro: Saudade CEP: 30.285-000
UF: MG Municipio: BELC HORIZONTE
Telefone: [31)}3489-1548 Fax: (31)3461-4840 E-mail: cap@haspilabdabaleia.cng.br
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® HOSPITAL DA BALEIA/
FUNDACAO BENJAMIN '%"ﬁ -
Hospital da Baleia GUIMARAES

Confinuagds do Pareoor: 5.553.606

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
A pesquisa & perlinente e foram respondidas as pendénclas solicitadas:

0 TCLE fol ajustade, & evidencia adequadaments para as participantes da pesquisa os rlscos ans quals as
mesmas estarlam expostas,

Consideragfes sobre os Termos de apresentacio obrigatéria:
A lolha de roste conla com a assinatura da superintendente do Hospilal da Baleia, o que pode ser
considerado como anuéncia da instituigéio.

Anudncia do chele do servigo de Ginecologia do Hospital da Baleda apresentada.

O documenta com anuéncia do NMicleo de Ensino, Pesquisa e Inovagho do Hospital da Balala fol
apresentado.

Ha documento do laboratdrio responséavel cormoborando a pesquisa e se compromelende com a guarda do
material.

O termo de consentimenio livre e esclarecido (TCLE) esta adequado.

Recomendagbes:

Racomendo a aprovagio do projeto de pesquisa.
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Aprovada.

Consideragfes Finais a critério do CEP:

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documents Arquiva Postagam Autor Situagdo
Informagies Basicas|PE_INFORMAGCOES_BASICAS DO_P | o7/0&/2022 Aceilo
do Projeta ROJETO 1861209 pdf 14:54:06
Cronograma Cronogramafiualizado pdl O7/06/2022 |ANA CLAUDIA Aceito

14:53:28  |MIBAMDA SCALIONI
Projelo Dalalhade /| ProjetaCampletaJunhe.pdl O7/068/2022 [ANA CLAUDIA Aceite
Brochura 14:48:48 |MIRANDA SCALIONI
Linvestigadar
Enderege:  Fua Jurareants, 1464
Bairre: Saudade CEP: 30785000
UF: MG Municipla: BELC HORIZONTE
Telefone: [31}3489-1648 Fax: (31)3461-4840 E-mail: cep@hospilaidabaleia oog.br
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Haospital da Balels

HOSPITAL DA BALEIA/
FUNDACAO BENJAMIN

GUIMARAES

Confinuagss do Pamoor: 5.553.606

Qo ™

TCLE / Termos de | TCLE _alualizado. pdf 07/06/2022 |ANA CLALIDIA Aceilo
Assantimento / 14:46:58 |MIRANDA SCALIONI
Justificativa da
Ausdncia
Recurse Anexado Resposta_pdl 05/04/2022 | ANA CLAUDIA Aceilo
_ 21:38:41 CALICMN]
Paracar Anterlor PEB_PARECER_CONSUBSTANCIADD | 05/04/2022 [ANA CLAUDIA Acells
CEP_5243237.pdl 21:35:26 | MIRANDA SCALIONI
Declaragao de ParecerAprovadoUFMG. pdl 05/04/2022 | ANA CLAUDIA Aceilo
Pasquisadares 21:35:02  |MIBANDA SCALIONI
Outros AnuenciaChelaServico pdf 05/04/2022 |ANA CLALIDIA Aceilo
21:32:37  |MIBANDA SCALIONI
Declaragio de MNepi.pdf 05/04/2022 | ANA CLALDIA Aceilo
Leoncordinga 21:31:23 IMIBANDA SCALICHNI
Declaracio de Biorrepositario.pdl 05/04/2022 |ANA CLALIDIA Aceilo
Manuselo Material 21:20:18  |MIRANDA SCALIONI
Biolbgico /
Biorepositdrio /
Biobanco
Folha de Rosto aprovacao.pdl 0312/2021 |ANA CLALDIA Aceilo
14:56:47  |MIRANDA SCALIONI
Orgamanto Crcamento.pdl 18/11/2021 |ANA CLALDIA Aceilo
21:38:15  |MIRANDA SCALIONI
Situacio do Parecer:
Aprovado
MNecessita Apreciacio da CONEP:
Maa

BELO HORIZOMTE, 31 de Julho de 2022

Assinado por:

PEDRO HENRIQUE FARIA SILVA TROCOLI COUTO

Enderego: Rua Jurarmeanio, 1464

{Coordenador{a))

Bairro:  Saudade

CEP:  30.285-000

UF: MG Municipio:  BELC HORIZONTE

Telefone: [31)3489-1648

Fax: (31)3461-4840 E-mail:

cap @ haspilaidabaleia crg.br
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ANEXO B.2 - APROVACAO DO COMITE DE ETICA - FUNDACAO

HOSPITALAR SAO FRANCISCO DE ASSIS

= o, FUNDAGAO HOSPITALAR SAO .
U C0MCeC) FRANGISCO DE ASSIS - %m !

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titule da Pesquisa: Efeitos antifibriticos da Angiotensina-(1-7) e da Alamandina no endomdétrio @ miométrio
humanos: implicagies flisiolégicas e fisiopatoldgicas

Pesquisador: ANA CLAUDIA MIRANDA SCALIONI

Area Temdlica: Reprodugdo Humana (pesquisas que se ocupam com o luncionamants do aparelho
reprodutor, procriacéo e falores gue alelam a salde reprodutiva de humanos, sendo que
nessas pesquisas serdo considerados "parlicipantes da pesquisa” todos os que lorem
aletados pelos procedimentos delas):

(Reprodugdo Humana que nao necessila de andlise élica por parte da CONEP;);

Versdo: 1
CAAE: 51472421.2.2001.5120
Instituicdo Proponente: Fundacao Hospitalar S8o Francisco de Assis

Patrocinador Principal: COMS NAC DE DESENVOLVIMENTO CIENMTIFICO E TECHNOLOGICO
FUNDACAD DE AMPARD A PESQUISA DO ESTADD DE MINAS GERAIS
LABORATORIOS FERRING LTDA

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 5.890.898

Apresentacao do Projeto:

U estudo clinico observacional, seguido de estude experimantal, onde participantas sario seleclonadas no
sarvigo de Ginecologia do Hospital das Clinicas da UFMG. Uma vez preenchidoes os critérios de inclusdo
{Mulheres com idade entra 18 @ 50 anos/ Indicagio de histerectomia por miomatose uterina ou de
laparascopia por doenca ginecoldgica benigna ou ligadura tubdria), as pacientes serdo convidadas a
participar do estudo. A panlicipagdo consislird em permilir a oblengio de dados clinicos e demograficos e a
rotirada de paguenas fragmentos das pegas clirirglcas (lelomioma e miomélrio adjacents), no case das
portadoras

de leiomicmas uterinos gue forem se submater a histeraectomia; ou a realizagio de bidpsia endomatrial,
imediatameante antes da laparoscopla, ne caso das porladoras de doenga ginecolbdgica benigna ou
candidatas a ligadura tubaria, que foerem se submeter a tratamento cirdrgico poar via laparoscopica.
Tanlo as células estromais de endométrio ou endomatricse como o explantes de miomalrio ou lelomioma
serdo tratados in vitro com concentraghes seradas de Ang-(1-7), Isolada ou

Enderego: Rua Hamarach, 535

Bairro: Concérdia CEP: 31.110-560
UF; MG Municiplo: BELC HORIZONTE
Telefone: [31)2126-1693 E-mail: ceplsaskranciscoorg. b
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Coninuagdo 4o Pamooor 5.850.858

associada ao seu antagonista especifico A-779, ou com as mesmas concentragdes de Alamandina, isolada
ou associada ao seu antagonista DPro7-Ang-(1-7).
O indice de proliferagéo celular serd avaliado nas culturas celulares primarias por meio do teste.

Objative da Pesquisa:

0 abjelive geral do presente astude & avaliar os eleitos da Anglolensina-(1-7) e da Alamandina no conirole
da proliferacio celular e da librese no endoméirio

a miométrio humanos assim como na endometriose e nos lelomiomas ulernos.

Avaliacio dos Riscos e Beneficios:

A bidpsia de endomélric poderia, quando realizada com cdnula rigida ou em condiges técnicas
desfavoravels (colo utering estencsado, morfologia uterina anormal) pode resultar perfuracio uterina
acidental. Entretanto, tal risco serd extramamente reduzido pelo use de cinula flexivel e pelo cuidado de s6
realizar o procedimanto se as condiges técnicas foram inteiramente favordvals, As cinulas serfo estéreis e
descarlavels, para evitar

o risco de infeccao. A coleta de amosiras de miométrio, leiomioma e lesdes endomelridticas serd leita ex-
vive (fora do corpo), ndo implicando em riscos para a participante.

A participagae ne esludo ndo implicard em nenhum benelicio para as participantes. Mao haverd qualquer
tipo de vantagem, remunaragao ou beneficio para a sadde dos participantes.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Pesquisa descrila de forma clara e detalhada, com lodas as exigéncias cumpridas em relagdo ao projeto,
cronograma & cuslos.

Consideracbes sobre os Termos de apresentacio obrigatoria:

Todos os larmos da apresentacdo obrigatdria estio de acordo.

Devide a complexidade do malods da pesguisa, considers o TCLE bastante clare & completo, auxiliando na
compresnsdo da parlicipante que oplar pala paricipagio no projeto.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Sem inadequagies

Consideracfes Finais a critério do CEP:

Enderego: Fua Hamarach, 535

Balrro:  Concérdia CEP: 31.110-560
UF: MG Municiplo: BELC HORIZONTE
Telefome:  [31)2126-1633 E-mail: ceplaasirancisc. ang.be
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquiva Postagam Autor Situagio
Informagbes Basicas| PB_INFORMAGOES BASICAS_DO_P | 27/01/2023 Aceilo
do Projeto ROJETO 2043283 pdl 11:13:55 _

Cronograma cronograma_atualizado. pdl 27/01/2023 |AMA CLALDIA Aceilo
11:13:37  |MIBANDA SCALIONI

Paracer Anterior parecer_aprovado_baleia.pdl 12/01/2023 |AMA CLALDIA Acello
20:48:08  IMIBANDA SCALION]

Declaragio de ParecerAprovadolFMG. pdl 12/01/2023 |ANA CLALIDIA Aceilo

Posnuisadores 20:47:41 | MIRANDA SCALIONI

TCLE / Termos de | TCLE_Sanira.pdl 12/01/2023 |AMA CLAUDIA Aceilo

Assantimenio / 20:42:50 | MIRANDA SCALIONI

Justificativa de

Ausdneia

Projeta Detalhado /| Projeta_Complelo_Sanira pdf 12/01/2023 |AMA CLAUDIA Aceilo

Brachura 20:42:38 | MIRANDA SCALIONI

| Investigador

Orgamento arcamento_sanfra. pdl 12/01/2023 |ANA CLALDIA Aceilo
204217 IMIBANDA SCALION]

Declaragio de carta_anuancia_sanira.pdf 12/01/2023 |ANA CLALDIA Aceilo

Leoncorddncia 20:42; CALIONI

Declaragio de Biorrepositorio.pdi 12/01/2023 |AMA CLAUDIA Aceilo

Manuselo Malterial 20:41:43 | MIRANDA SCALIONI

Biolagiea /

Biorepositbria /

Biobanco _

Declaragio de Declaracac_estrulura_sanira.pdf 12/01/2023 |AMA CLALDIA Aceilo

Instituiclo e 20:41:18  |MIRANDA SCALIONI

Hniraesirutuea

Folha de Rosto Folha_de_rosto_sanfra,pdl 12/01/2023 |ANA CLALIDIA Aceilo
20:40:43 | MIRANDA SCALION|

Situacdo do Parecer:

Aprovado
Mecessita Apreciacio da CONEP:
Mio
BELO HORIZONTE, 13 de Fevereiro de 2023
Assinado por:
JORDAN VIEIRA DE OLIVEIRA
(Coordenador{a))
Enderego:  Fua Hamaracd, 535

Bairro: Concdrdia
UF: MG

CEP: 31.110-580

Municipio:  BELO HORIZONTE

Telefone: [11)2128-1683 E-migil:

cepisaofranciscn. arg.br
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