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RESUMO

O sistema renina-angiotensina esta presente em diversos tipos de
tecidos, além do sistema cardiovascular. A angiotensina-(1-7), [Ang-(1-7)] é
um componente do sistema renina-angiotensina, que produz efeito
vasodilatador, anti-angiogénico e anti-proliferativo em diversos 6rgaos. A Ang-
(1-7) é produzida a partir da clivagem da Ang-ll pela enzima conversora de
angiotensina tipo 2 (ECA2) e atua por meio de um receptor acoplado a
proteina G especifico, o receptor Mas. O objetivo deste estudo foi avaliar se o
endométrio humano expressa Ang-(1-7), o receptor Mas e a enzima
conversora de angiotensina tipo 2 (ECA2), em diferentes fases do ciclo
menstrual. Usando radioimunoensaio, Ang-(1-7) foi detectada no lavado
endometrial em concentragbes picomolares. Por imunofluorescéncia, tanto o
peptideo como seu receptor foram identificados em células endometriais
cultivadas (epiteliais e estromais). Por imunoistoquimica, Ang-(1-7) foi
localizada no endométrio em todas as fases do ciclo menstrual, sendo mais
concentrada no epitélio glandular da fase secretora intermediéaria e tardia, bem
como no estroma da fase proliferativa. Este padrdo correspondeu a expresao
do mRNA para ECA2, que foi significativamente mais abundante nas células
epiteliais do que nas estromais (aumento de duas vezes, p<0,05) e na fase
secretora em relacdo a fase proliferativa (aumento de 6,6 vezes, p<0,01). O
receptor Mas foi detectado com a mesma intensidade nas células epiteliais e
estromais e ndo variou durante o ciclo menstrual, apesar da reducdo no seu
MRNA nas amostras de fase secretora. Em conclusdo, o peptideo vasoativo
Ang-(1-7), a enzima envolvida na sua sintese e seu receptor Mas sé&o
expressos no endométrio humano. O peptideo Ang-(1-7) e a enzima ECA2 tém

sua expressao aumentada na fase secretora do ciclo menstrual.

Palavras-chave: Endométrio. Angiotensina-(1-7). Mas. Sistema renina-

angiotensina. Ciclo menstrual.



ABSTRACT

Angiotensin (Ang)-(1-7) is a newly characterized member of the
renin-angiotensin system, which has vasodilatory, anti-angiogenic and anti-
proliferative effects in several organs. Ang-(1-7) is produced from cleavage of
Ang-Il by angiotensin-converting-enzyme type 2 (ACE2), and acts through a
specific G protein-coupled receptor, Mas. The aim of the present study was to
investigate whether the human endometrium expresses Ang-(1-7), the receptor
Mas, and the mRNA encoding ACE2 at different phases of menstrual cycle. By
radioimmunoassay, Ang-(1-7) was detected in endometrial wash fluid at
picomolar concentrations. Using immunofluorescence, both the peptide and its
receptor were identified in cultured endometrial epithelial and stromal cells. By
immunohistochemistry, Ang-(1-7) was localized in the endometrium throughout
menstrual cycle, being more concentrated in the glandular epithelium of mid-
and late secretory phase and in the stroma of early proliferative phase. This
pattern corresponded to the ACE2 mRNA, which was significantly more
abundant in epithelial cells than in stromal cells (2-fold increase, p<0.05) and in
the secretory vs. proliferative phase (6.6-fold increase, p<0.01). The receptor
Mas was equally distributed between epithelial and stromal cells and did not
change during menstrual cycle. In conclusion, the vasoactive peptide Ang-(1-7),
the enzyme involved in its synthesis and its receptor Mas are all expressed in
the human endometrium, and the peptide is up-regulated during the secretory
phase of menstrual cycle. The physiological role of this peptide system in

normal and pathological endometrium warrants further investigation.

Key words : Endometrium. Angiotensin-(1-7). Mas. Renin-angiotensin system.
Menstrual cycle.
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1 INTRODUCAO

O estudo da célula e do seu metabolismo sempre foi um desafio aos
pesquisadores devido, em parte, ao tamanho desta estrutura e, em contraste, a
variada gama de substancias presentes no seu interior. Outro aspecto que
também dificulta a investigacéo € a especializacao das células, também bastante
diversificada. Foram necessarios métodos e técnicas apropriados, desenvolvidos
ao longo do tempo, para vencer os obstaculos impostos.

As células apresentam, ainda, diferentes reacdes frente a diversos
estimulos do proprio organismo e do meio exterior, 0 que aumenta as variaveis a
serem consideradas nos estudos. Por vezes, uma mesma substancia produz
determinado estimulo em um tipo de célula e, em outro tipo celular, o efeito sera o
inverso. Como exemplo disso, tem-se a prostaglandina ElI, que pode tanto inibir a
adenosina monofosfato ciclico (AMPc) quanto estimular a sua agdo, em tipos
celulares distintos. Isto se deve a diferentes tipos de proteinas acopladas ao
receptor, que comutam o efeito de um mesmo estimulo (LEHNINGER, 2002).

Outras funcdes celulares no organismo sdo tdo importantes para a vida,
que ha mais de um efetor responsavel por ela, 0 que aumenta a seguranca na
execucao. A selecdo natural se encarregou disto. Um exemplo € o estimulo para
clivar o glicogénio, em que vérias substancias como a adrenalina, o glucagon e o
horménio adrenocorticotrofico (ACTH) podem desempenhar este estimulo
(LODISH et al.,, 2005). Outra situagdo encontrada é uma mesma proteina
exercendo sua funcdo em substratos diferentes; fato ndo raro, como a enzima
conversora de angiotensina (ECA), que produz a angiotensina Il (Ang Il) e
também degrada a bradicinina (ERDOS, 1990; FERRARIO, 2003).

Geralmente, um tecido tipico é constituido de um mesmo tipo celular,
como o tecido muscular, mas outros sdo mais complexos e apresentam mais de
uma espécie celular na sua composi¢cdo. O endométrio humano é um exemplo,
sendo constituido de células epiteliais na sua superficie, que se invaginam na
profundidade tecidual, formando o Iumen glandular. As células do epitélio
superficial ndo apresentam as mesmas modifica¢des ciclicas do epitélio glandular,
apesar de aparentemente serem o mesmo tipo celular (HALBE, 1993). Abaixo
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dessa camada epitelial encontra-se um conjunto celular estromal bem distinto do
epitélio superficial, apresentando morfologia celular que se modifica durante o
ciclo menstrual. Esse tecido também apresenta alteracdes vasculares e, em
determinada época do ciclo menstrual, ocorre infiltragcdo leucocitaria, com
predominio de mononucleares, que sdo também participantes ativos do
metabolismo tecidual (JABBOUR et al., 2005). Trata-se de um tecido heterogéneo
e dinamico, com intenso metabolismo relacionado ao crescimento celular,
mecanismo de apoptose, angiogénese, secrecao glandular e mecanismo de
controle imunolégico. Para tanto, existe intensa producdo de fatores de
crescimento, como fator de crescimento de fibroblasto (FGF), fator de crescimento
epidérmico (EGF), fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF),
prostaglandinas, prolactina, interleucinas, 6xido nitrico e peptideos do sistema
renina-angiotensina (SRA). Diz-se que o endométrio € um dos tecidos mais
complexos do organismo (SPEROFF; FRITZ, 2005). Compreender e estudar
essas substancias autocrinas e paracrinas € de suma importancia para elucidar
funcdes relacionadas com a reproducdo e controle do crescimento celular ou
compreender melhor o controle do fluxo sanguineo menstrual.

Por isto, frente a profusdo de substancias paracrinas, a progressao do
conhecimento relacionado ao metabolismo celular, nos diversos tipos de tecido,
se faz de maneira lenta e gradual, pela agregacdo de novos achados, de
pequenas descobertas, por vezes desprovidas de utilidade imediata. Esses novos
conhecimentos constituem as unidades, os tijolos que constroem o0 entendimento
de algo maior.

O sistema renina-angiotensina vem evoluindo desta maneira,
gradativamente, ha mais de um século. Com a aglutinacdo de novas descobertas,
suas func¢des foram ampliadas, tornando-se entdo um sistema mais complexo,
ocorrendo, inclusive, mudancgas conceituais.

Esse sistema foi caracterizado no passado como substancias
localizadas nos rins, que agiriam na pressao do sangue (GASPARO et al., 2000).
Posteriormente, passou a ser compreendido como um conjunto de substancias
presentes na circulagcdo, algumas das quais atuariam em sitios distantes do local
onde foram produzidas (CAMPBELL, 1987).

Um fator importante que veio auxiliar e ampliou o conhecimento do SRA

foi o aparecimento e aprimoramento, nas ultimas trés décadas, dos métodos de
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biologia molecular e de andlise da expresséo génica, tendo permitido o estudo e
deteccdo da expressao de proteinas, em determinado momento, na célula (LI et
al., 2000; SOUBRIER; CORVOL, 2000). Isto acrescentou novos dados e propiciou
uma ampliacdo conceitual, confirmando, entdo, acdes autdcrinas e paracrinas, em
diversos tecidos e 6rgaos, nao relacionadas ao controle da pressao arterial e ao
equilibrio hidroeletrolitico (HUSAIN et al., 1983), sugerindo outras acdes, seja na
funcdo da célula madura ou no processo da diferenciacdo celular (GASPARO et
al., 2000).

1.1 O endométrio humano

O endométrio € um tecido responsivo a hormoénios esterdides e a
fatores autocrinos e paracrinos e apresenta modificacdes morfologicas e
funcionais em um periodo de tempo relativamente curto, que compreende o ciclo
menstrual. As alteracdes morfolégicas apresentam sincronismo com o ciclo
menstrual, permitindo a compreensao parcial da fisiologia, a partir da avaliacao
especifica dos componentes vasculares, glandulares e estromais desse tecido
(GLASSER et al., 2000; NOYES; HERTIG; ROCK, 1950).

O endométrio origina-se, embriologicamente, durante a fusdo dos
ductos de Miller, a partir da 102 semana de gestacdo, com o inicio da formacéo
do utero; e completa sua embriogénese na 202 semana da gravidez. O epitélio
que reveste internamente a cavidade dos ductos miullerianos dara origem ao
epitélio endometrial e 0 mesénquima adjacente a este epitélio dara origem ao
estroma (GLASSER et al., 2000; SPEROFF; FRITZ, 2005).

Morfologicamente, o endométrio apresenta na superficie um epitélio
simples, cubico, que reveste toda a cavidade uterina, com algumas células
ciliadas que se concentram em maior numero perto dos orificios glandulares e séo
raras dentro do Ilumen glandular, aumentando em numero sob estimulo
estrogénico. Apesar do revestimento da cavidade uterina ser constituido do
mesmo epitélio que reveste as glandulas, funcionalmente ndo mostra as mesmas
transformacdes ciclicas do epitélio glandular (HALBE, 1993).

Abaixo do epitélio superficial aparece o estroma endometrial. E

constituido principalmente por células pequenas e fusiformes, com escasso
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citoplasma, e fibras coldgenas entremeadas, no inicio do ciclo menstrual. Com o
evoluir do ciclo, essas células apresentam aumento do tamanho e 0s nucleos se
tornam mais redondos. A regido superficial do estroma é intensamente reativa aos
horménios esterdides e no final do ciclo menstrual é conhecida como camada
compacta. Nessa regido esta localizado o colo das glandulas, com estrutura mais
retilinea do que o corpo glandular, que aparece em regido mais profunda.

A regido média do estroma, também conhecida como camada
esponjosa, apresenta a maior concentracdo de glandulas endometriais, sendo
este epitélio glandular muito reativo, também, aos horménios esterbides, com
alteracdes morfolégicas marcantes durante o ciclo menstrual.

Na regido profunda do estroma, ou camada basal, aparecem algumas
glandulas que apresentam pouca alteracdo morfolégica durante o ciclo menstrual,
funcionando como regiao tecidual permanente, como reserva, contribuindo para a

regeneracao do tecido durante o periodo menstrual (HALBE, 1993).

1.1.1 Irrigagdo do endométrio

No local em que a artéria radial deixa 0 miométrio e penetra no
endomeétrio, ela se bifurca, dando origem a um ramo curto que ira nutrir a camada
basal do tecido endometrial (arteriola basal). A jusante da bifurcacdo, o vaso
passa a uma forma helicoidal e percorre toda a espessura do endométrio,
ramificando em capilares que se anastomosam com outros capilares e vénulas.
Essas artérias espiraladas sdo sensiveis aos estimulos hormonais e sao

encontradas exclusivamente em primatas (HALBE, 1993).

1.1.2 Modificac¢des ciclicas do endométrio

A) Endométrio menstrual

Em um ciclo idealizado de 28 dias, durante o primeiro dia observa-se

retracdo do tecido endometrial, com formacdo de areas hemorragicas

subepiteliais e infiltracdo leucocitdria. No segundo dia, j& se pode verificar
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desorganizacéao tecidual ampla, exibindo focos de necrose com grandes areas do
tecido, sofrendo clivagem na juncdo da camada esponjosa com a camada basal e
amplas areas hemorragicas. O terceiro dia ja apresenta um inicio de regeneracéo
tecidual nos cotos glandulares remanescentes da camada basal. Com a cessacéao
do fluxo menstrual, geralmente todo o epitélio que reveste a cavidade uterina se
encontra reconstituido (GLASSER et al., 2000; JABBOUR et al., 2005).

B) Fase proliferativa

Apos o fluxo menstrual, o endométrio é fino, medindo, em média, 1 mm
de espessura (HALBE, 1993). A microscopia eletrénica, as células apresentam
varios ribossomos e pouco reticulo endoplasmatico, com aumento gradativo dos
corpusculos de Golgi e aumento no tamanho das mitocondrias (LUDWIG;
SPORNITZ, 1991).

A fase proliferativa inicial € marcada pelo aumento do numero de
mitoses, aumento do acido desoxirribonucléico (DNA) e do acido ribonucléico
(RNA) citoplasmatico, refletindo mais um metabolismo de crescimento celular
(GLASSER et al., 2000).

Histologicamente, & microscopia Otica, a fase proliferativa inicial é
caracterizada por um tecido endometrial fino, variando entre 0,5 e 2 mm de
espessura. Apresenta glandulas retilineas, com diametro luminal estreito,
formadas por epitélio colunar baixo e nucleos redondos situados na base das
células (NOYES; HERTIG; ROCK, 1950).

Na fase proliferativa média, o endométrio tem espessura que atinge 5
mm, as expensas do crescimento celular e de um edema discreto e transitorio no
estroma. As mitoses sao freqiientes e as células ciliadas aumentam em numero
(LUDWIG; SPORNITZ, 1991; NOYES; HERTIG; ROCK, 1950). O epitélio
glandular aparece como colunar alto, as glandulas se tornam um pouco mais
tortuosas, originando o fendmeno da pseudo-estratificacdo (SPEROFF; FRITZ,
2005).

A fase proliferativa avangada mostra glandulas longas, diminuicdo das
mitoses e expressdao maxima da pseudo-estratificacdo acompanhada da
diminuicdo do edema estromal (NOYES; HERTIG; ROCK, 1950)
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C) Fase secretora

ApoOs a proliferacdo, o endométrio estabiliza-se numa espessura media
de 6 mm, proporcionado, em parte, pela diminuicdo dos niveis plasmaticos do
estrogénio e sob o efeito da progesterona (GRAHAM; CLARKE, 1997).
Considera-se que a progesterona produz esse resultado por inibigdo parcial sobre
os receptores de estrogénio (CLARKE; SUTHERLAND, 1990; OKULICZ;
BALSAMO; TAST, 1993). O endométrio secretor, diferentemente do proliferativo,
tem modificacbes gradativas e nitidas, com constancia cronoldgica, o que
possibilita a datagdo das amostras obtidas desse tecido. As modificagdes nos
primeiros sete dias da fase secretora ocorrem principalmente no epitélio glandular
e, na Uultima semana do ciclo, preponderam as modificacbes no estroma
endometrial (NOYES; HERTIG; ROCK, 1950; SPEROFF; FRITZ, 2005).

Histologicamente, a fase secretora do endométrio inicia-se com o
aparecimento de vacuolos entre os nucleos e a base das células no epitélio
glandular, aproximadamente 48 horas (16° dia do ciclo) ap6s a ovulagdo, apesar
da microscopia eletrbnica perceber o fendmeno com mais antecedéncia
(LUDWIG; SPORNITZ, 1991). Nota-se também pseudo-estratificacdo no epitélio
glandular e mitoses. Com o0 aumento do numero de vacuolos nas células
glandulares, os nucleos se posicionam no centro das células, de maneira
simétrica, com o0 citoplasma acima e o0s vacuolos abaixo dos nucleos,
desaparecendo a pseudo-estratificacdo. As mitoses nas células glandulares e
estromais estdo presentes. Com o evoluir do ciclo, os vacuolos passam a ser
encontrados abaixo e também acima dos nucleos e estes tém agora alinhamento
mais homogéneo no centro das células. Ja se observa formacdo de vesiculas
secretoras na borda luminal e as mitoses se tornam raras. Ocorre, entéo,
diminuicdo no numero de vacuolos e verifica-se secrecdo aumentada no lumen
glandular. Nao se percebem mais, entéo, as mitoses nem a pseudo-estratificacao.

No 20° dia do ciclo, o limen glandular passa a exibir grande quantidade
de secrecdo e a borda das células do epitélio glandular se mostra anfractuosa.
N&o se notam mais vacuolos subnucleares, permanecendo alguns, ainda, acima
dos nucleos.

Com o aparecimento subito de edema estromal, a secrecdo se torna

abundante no limen glandular. Aparecem também nucleos nus no estroma. O
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edema estromal se torna acentuado. AsS mitoses estromais Sao raras
(FERENCZY, 1976; NOYES; HERTIG; ROCK, 1950).

As arteriolas espiraladas aparecem proeminentes, com a bainha
periarteriolar aumentada de volume e com células estromais circundantes, ja com
aumento do citoplasma e do ndcleo e com formato mais poliédrico. As glandulas
estdo exauridas e as células glandulares se mostram de formato cilindrico, baixo.
As células pré-deciduais se tornam mais definidas e se colocam em torno das
arteriolas. Mitoses estromais se tornam mais frequentes.

No 25° dia do ciclo menstrual, ocorre o inicio de infiltracdo do estroma
por polimorfonucleares e linfcitos; a secre¢do no lumen glandular se torna mais
espessa. No evoluir dos dias, as células pré-deciduais, na camada superficial do
estroma, se justapbem, assumindo o aspecto de camada compacta. Todo o
estroma apresenta reacdo pré-decidual focal. O tecido endometrial passa a ter
intensa infiltrac@o linfocitaria. Aparecem éareas de necrose e hemorragia, com
infiltracdo polimorfonuclear significativa. O estroma se retrai e inicia-se a
fragmentacao das glandulas (NOYES; HERTIG; ROCK, 1950).

1.1.3 Decidualizacao

AplOs a ovulacdo, a progesterona impde mudancas importantes ao
endométrio, preparando o ambiente tissular para a implantacdo do embrido. No
intervalo de tempo propicio & nidagédo, surge na membrana apical das células
epiteliais projecdes denominadas pindpodos, estruturas que parecem ter
importancia na implantacdo do embrido (NARDO et al.,, 2002). Isto parece ter
relacdo com as mudancas encontradas na expressdo das proteinas do
citoesqueleto, como a actina, a-actina, plectina e placoglobina. Também nesse
periodo o endométrio se mostra receptivo ao embrido (PNG; MURPHY, 2002).

O continuo estimulo progesterénico somado ao novo estimulo da
gonadotrofina coribnica humana (hCG) faz com que as células epiteliais formem
placas (FAZLEABAS; STRAKOVA, 2002; SRISUPARP; STRAKOVA;
FAZLEABAS, 2001). As células estromais da camada superficial aumentam de
volume, tornam-se poliédricas, como um conjunto que faz lembrar um mosaico.

Contribui para essa aparéncia o aumento da deposicdo de laminina entre as
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células (GLASSER et al., 2000). A camada média do estroma exibe um padréo
hipertrofico, no qual as glandulas assumem aspecto rendilhado complexo. A
camada basal tem contraste ainda maior em relacdo as camadas superiores, com
as extremidades das glandulas revestidas por um epitélio ndo secretor, bastante
diferente da regido superior da glandula (GLASSER et al., 2000; SPEROFF;
FRITZ, 2005). No infiltrado de leucécitos, sobressaem-se os linfocitos grandes e
com aspecto granular (ENDERS, 1991). Esse duplo estimulo hormonal ativa a
expressao de a-actina de musculo liso nas células estromais e a expressao de
glicodelina nas células glandulares (FAZLEABAS et al.,, 1999; SRISUPARP;
STRAKOVAS; FAZLEABAS, 2001). O endométrio decidualizado aumenta a
expressao da proteina ligadora do fator de crescimento insulina “simile” (IGFBP-
1), sendo esta proteina sugerida como um marcador de decidualizacdo em
primatas (STRAKOVA; SRISUPARP; FAZLEABAS, 2002).

A decidua, ao longo da gravidez, secreta 0s seus produtos no sangue
materno e também exporta produtos para o liquido amniodtico apés o primeiro
trimestre da gestacdo (GLASSER et al., 2000).

1.1.4 Alteragdes funcionais do endométrio

Durante o0 ciclo menstrual, juntamente com as modificacbes
morfolégicas, o endométrio apresenta alteragdes nas fungdes celulares como a
producdo de enzimas, hormonios, citocinas, fatores de crescimento e peptideos,
devido, em parte, a expressao génica modulada pelos hormonios esterdides.

O endomeétrio € um tecido extremamente sensivel ao estrogénio. Este
esterdide produz neste tecido, com extrema rapidez, notaveis modificacdes
celulares morfoldgicas e funcionais. O estrogénio penetra a membrana celular e
chega ao nucleo, onde se liga ao receptor (KING; GREENE, 1984; MYLONAS et
al., 2004). Esses receptores de estrogénio estdo associados a proteinas
nucleares. A ligacdo do hormoénio ao receptor induz a uma modificagdo na sua
conformacao, produzindo sua dissociagdo das proteinas nucleares, tornando ativo
0 complexo estrogénio-receptor.

O estrogénio produz variada gama de efeitos, dependendo do tipo

celular em que estiver atuando, sendo o efeito mitogénico um dos mais
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caracteristicos, principalmente no endométrio, durante a fase proliferativa, quando
esse efeito marcante se apresenta de maneira rapida e intensa (GOODMAN;
GILMAN, 1991; SPEROFF; FRITZ, 2005).

A progesterona atua no endométrio, onde é responsavel por
modificacdes estruturais e funcionais, objetivando a implantacdo do embrido. O
receptor de progesterona localiza-se no ndcleo da célula (PRESS; GREENE,
1988) e, quando ativo, apresenta-se como um dimero que se liga a elementos
responsivos de determinados genes, produzindo um controle na transcricao
(KIRKLAND; MURTHY; STANCEL, 1992; MYLONAS et al.,, 2004). Um dos
principais efeitos da progesterona no endométrio é a inibicdo da proliferacdo
celular induzida pelo estrogénio. Esse efeito é conseguido a partir da inibicao
parcial da expressédo do receptor estrogénico (HSUEH; PECK; CLARK, 1976) e
da estimulacdo da 17B-hidroxesterdide desidrogenase e sulfotransferase, que
convertem o 17B-estradiol em sulfato de estrona, um estrogénio menos potente
excretado pela célula (BENEDETTO; TABANELLI; GURPIDE, 1990; TSENG;
GURPIDE, 1975; ZHU; CONNEY, 1998). A progesterona também apresenta
outros efeitos pronunciados no endométrio, relacionados ao mecanismo de
secrec¢do, ao metabolismo do glicogénio, a ativacdo e inibicdo de genes, o que

mantém o endomeétrio estavel durante a fase lutea (GLASSER et al., 2000).

1.2 O sistema renina-angiotensina (SRA)

Tiegerstedt e Bergman (1898) relataram que o extrato salino de rim de
coelho apresentava um principio pressérico ao qual denominaram renina
(GOODMAN; GILMAN, 1991; PAUL; MEHR; KREUTZ, 2006; TIGERSTEDT;
BERGMAN, 1898). Em 1940, o grupo argentino liderado por Braum-Menendez et
al. (1940) e, independentemente, Page e Helmer (1940) na Clinica Cleveland
publicaram que a renina atuava sobre um substrato protéico plasmatico, gerando
o verdadeiro principio pressor, um peptideo que o0s primeiros denominaram
hipertensina e o segundo grupo denominou angiotonina. Posteriormente, ficou
acordado que o peptideo seria denominado angiotensina.

Na década de 50, foram identificadas duas formas de angiotensina,

sendo a primeira um decapeptideo, a angiotensina | (Ang 1), e a segunda um
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octapeptideo, a angiotensina Il (Ang Il), derivadas da extremidade N-terminal do
angiotensinogénio. A conversédo da primeira na segunda ocorre pela atuacao de
uma enzima denominada “enzima conversora de angiotensina” (ECA), que produz
a clivagem entre as posicOes oito e nove na Ang |. O octapeptideo assim
produzido é a forma mais ativa, manifestando potente efeito pressor e esta
envolvido no mecanismo de liberacdo da aldosterona (EHLERS; RIORDAN, 1989;
GOODMAN; GILMAN, 1991).

Na década de 60, foi detectado que um fator presente no veneno de
serpentes do género Bothrops inibe uma enzima que degrada a bradicinina, um
potente vasodilatador (FERREIRA, 1965) e que, posteriormente, confirmou-se ser
esta enzima a mesma que converte a Ang | em Ang Il (ERDOS, 1990), ou seja, a
ECA, o que interligou os sistemas renina-angiotensina e o0 sistema cinina-
calicreina. A ECA é uma dipeptidilcarboxipeptidase que atua sobre diversos
substratos protéicos, removendo os dois Uultimos aminoacidos do flanco
carboxilico, desde que o penultimo aminoacido ndo seja a prolina, o que, portanto,
impede a sua acado sobre a préopria Ang Il (GOODMAN; GILMAN, 1991). O
conhecimento sobre esta enzima proporcionou 0 aparecimento de potentes
drogas hipotensoras, genericamente chamadas de inibidores da ECA (TRASK;
FERRARIO, 2007).

Outras enzimas atuam sobre os substratos protéicos do SRA, como as
endopeptidases, as aminopeptidases, a tonina e a catepsina, sempre diminuindo,
por clivagem, o comprimento das cadeias protéicas (JACKMAN et al., 2002;
TRASK; FERRARIO, 2007).

A percepcédo de que outros 6rgaos além do rim e do endotélio vascular
expressavam angiotensinogénio (CAMPBELL; HABENER, 1986), renina
(FERRIS; GORDEN; MULROW, 1967), Ang I, Ang Il e ECA (PANDEY; MISONO;
INAGAMI, 1984) incentivou e orientou a pesquisa em outras dire¢cdes. Assim,
notou-se que a deplecdo de sbédio em ratos aumentava a expressao da renina
tecidual no rim, coracdo e adrenal, mas ndo nas glandulas submandibulares
(DZAU et al., 1987a). Outras evidéncias surgiram com a demonstracdo de que,
durante a prenhez de coelhas, a renina plasméatica diminui enquanto que a renina
uterina aumenta (DZAU et al., 1987b). Esta independéncia entre o SRA
circulatério e tecidual foi lentamente se consolidando e ampliou as funcdes deste

sistema.
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No ano 2000, foi identificada uma nova enzima, a “enzima conversora
da angiotensina tipo 2” - ECA2 (DONOGHUE et al., 2000; TIPNIS et al., 2000),
que nao é bloqueada pelos inibidores da ECA e que remove apenas um
aminoacido do substrato protéico na extremidade carboxilica, transformando a
Ang | em Ang-(1-9) e removendo também o ultimo residuo da Ang Il, produzindo a
Ang-(1-7) (DONOGHUE et al., 2000; VICKERS et al., 2002).

1.2.1 Angiotensina Il

A Ang Il, o membro mais estudado do SRA, € um octapeptideo que
apresenta potente efeito vasoconstritor, promove apoptose, angiogénese e
proliferacédo celular em diversos tipos celulares (BAKER; ACETO, 1990; DAEMEN
et al., 1991; DIMMELER et al., 1997; GOLDENBERG et al., 2001; GRIENDLING
et al., 1997). E formada pela agdo da ECA sobre a Ang I, com remocéo de dois
aminoacidos do flanco carboxilico. Atua através de dois receptores situados na
membrana celular, o AT1 e o AT2, acoplados a proteina G, sendo que a maioria
das acdes conhecidas se produz por meio do receptor AT1 (BERRY et al., 2001;
VINSON et al., 1997).

1.2.2 A angiotensina-(1-7)

A Ang-(1-7) é um peptideo constituido por sete aminoacidos.
Acreditava-se, a principio, que se tratava apenas de um metabdlito inativo da Ang
II, como demonstrado em preparagbes de cérebro de rato, em que a Ang Il era
rapidamente metabolizada em pH=7,4 em Ang-(2-8); e em pH=5,4 era gerado
somente um fragmento, caracterizado como Ang-(1-7) (FITZSIMONS et al., 1971;
TONNAER et al.,, 1983). Mas a demonstracdo de que, em homogenados de
cérebro canino, a Ang |, ao ser metabolizada, tinha como principal metabdlito o
heptapeptideo, encorajou novas pesquisas para melhor compreensdo (SANTOS
et al., 1988).

Experimentos utilizando Ang-(1-7) revelaram que este peptideo era

capaz de produzir a liberagdo de vasopressina em cérebro canino (SCHIAVONE
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et al., 1988). Tal foi a importancia dada a este fato, que o lider do grupo de
pesquisadores da Clinica Cleveland afirmou que se deveria reavaliar os conceitos
vigentes em relacdo aos fragmentos de angiotensina, que até entédo se acreditava
serem desprovidos de atividade biolégica (FERRARIO, 2006; FERRARIO et al.,
1988).

Logo, ensaio com imunoistoquimica demonstrou que a Ang-(1-7), em
cérebro de rato, se expressava nhas areas paraventriculares, supra-otica,
supraquiasmatica, substancia inominada, eminéncia mediana e neuro-hipofise.
Devido a ampla distribuicdo cerebral e ao fato da Ang-(1-7) liberar vasopressina,
foi sugerido que este heptapeptideo poderia funcionar como um neuromodulador
(BLOCK et al., 1988).

Nesta linha, para avaliar acbes da Ang-(1-7), o peptideo foi injetado na
medula dorsal de ratos anestesiados e no nucleo do trato solitario e os animais
apresentaram hipotensédo. Isso também foi observado com a inje¢do do peptideo
no nucleo dorsal motor do nervo vago (CAMPAGNHOLE-SANTOS et al., 1989).
Esta acdo produzida com a Ang-(1-7) era algo novo, inesperado, pois a funcao
primordial do SRA era atuar no tonus arteriolar, elevando a presséo arterial, e
liberar aldosterona.

Sendo a Ang Il um peptideo vasopressor, surgiu, entdo, outro peptideo
no sistema renina-angiotensina, com efeito antagénico, produzindo hipotenséo.

Experimento utilizando cromatografia liquida de alta performance
extraiu angiotensinas do cérebro, glandula supra-renal e plasma de ratos,
registrando, pela primeira vez, a presenca da Ang-(1-7) em nivel central e
periférico. Sugeriu-se, assim, que a Ang-(1-7) poderia representar um novo
membro ativo e ndo mais um metabdlito do SRA (CHAPPELL et al.,, 1989).
Ensaios utilizando um inibidor da ECA, portanto, inibindo a conversao da Ang | em
Ang Il, preconizaram que a Ang-(1-7) poderia ser formada diretamente a partir da
Ang | (KOHARA; BROSNIHAN; FERRARIO, 1993).

Tendo a Ang-(1-7) apresentado efeito hipotensor apds infusdo em areas
do cérebro, as pesquisas orientaram-se para o sistema cardiovascular. Assim,
experimentos com células do endotélio de aorta de porco encontraram que 0O
heptapeptideo produzia liberacdo de prostaglandina e que esta estimulacdo nao
ocorria através dos receptores AT1 ou AT2 da Ang Il, implicitando a possivel

existéncia de um receptor especifico para a Ang-(1-7) (JAISWAL et al., 1992).
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A existéncia de um receptor especifico também foi sugerida por varios
pesquisadores (BUCZKO; KUCHAREWICZ, 2000; FONTES et al., 1999; PORSTI
et al., 1994; SANTOS et al., 1994; 1996; SANTOS; CHAMPAGNOLE-SANTOS,
1994).

Em 2003, foi relatado que a Ang-(1-7) se liga ao receptor Mas, uma
proteina com sete dominios transmembrana, acoplada a proteina G, até entdo um
receptor orfao (SANTOS et al., 2003).

1.2.2.1 Formacéo da angiotensina-(1-7)

No SRA a Ang | é convertida em Ang Il pela ECA. A Ang Il é entdo
clivada pela ECA2 e se transforma em Ang-(1-7). Uma outra via é a hidrélise da
Ang | pela ECA2, que é transformada em Ang-(1-9), que, por sua vez, é clivada
pela ECA e transformada em Ang-(1-7). E bom lembrar que a ECA também
degrada a Ang-(1-7) em Ang-(1-5) - (FERRARIO et al., 1997). Portanto, o uso de
inibidores da ECA pode aumentar os niveis circulantes da Ang-(1-7) devido tanto
ao aumento da Ang | quanto a diminuicdo da degradacdo da Ang-(1-7)
(CHAPPELL et al., 1998).

Foram descritas, ainda, trés outras enzimas que podem atuar na
formacdo da Ang-(1-7) a partir da Ang I: a prolilendopeptidase (E.C. 3.4.24.26),
descrita em ceérebro canino e no endotélio vascular (SANTOS et al., 1992;
WELCHES et al.,, 1991); a endopeptidase neutra (E.C.3.4.24.11), presente na
circulacdo sanguinea (YAMAMOTO et al.,, 1992); e a oligo endopeptidase,
estudada em células de mdasculo liso (CHAPPELL et al., 1994). Essas
endopeptidases apresentam expressao relacionada a diferentes tipos de tecidos,
0 que se acredita ter a producdo do heptapepitideo um controle direto no tecido,
sugerindo fun¢des paracrinas.

E importante salientar que a ECA2 possui 400 vezes mais eficiéncia
catalitica com a Ang Il do que com a Ang | (VICKERS et al., 2002). Com a
ampliacdo do conhecimento metabdlico relacionado a Ang-(1-7), autores ja
consideram o peptideo um novo componente do SRA (FERRARIO; IYER, 1998).
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1.2.2.2 Mecanismos da Ang-(1-7) na regulagéo da presséao arterial

O efeito anti-hipertensivo da Ang-(1-7) parece ser devido a varios
mecanismos diferentes. Sendo a Ang-(1-7) um dos mais substratos da ECA
(FERRARIO et al., 1996), ocorre uma competicdo com a bradicinina, no processo
de degradagéao (LI et al., 1997). Um segundo mecanismo regulador seria a partir
da liberacdo de prostaglandinas (IYER et al., 2000; PAULA et al.,, 1995) e um
terceiro pela liberagdo de Oxido nitrico pelo endotélio vascular (BROSNIHAN,
1998; PORSTI et al., 1994). Outro efeito favorecendo a hipotens&o seria no rim,
onde a Ang-(1-7) produz natriurese e concomitante diminuicdo da excrecao renal
de potassio, além de induzir a producdo de prostaciclina (HILCHEY; BELL-
QUILLEY, 1995).

1.2.2.3 Mecanismos de acdo da Ang-(1-7) no nivel molecular

Em relacdo ao metabolismo celular, experimento investigativo do
mecanismo de transducdo de sinal envolvendo Ang-(1-7) em células de musculo
liso de aorta de coelho, foi encontrado estimulacdo da liberacdo do acido
aracdonico e sintese aumentada de 6-keto-PGF1 concomitante com a liberacéo
de prostaciclina. Foi constatado, ainda, que a Ang-(1-7) causa translocacédo da
fosfolipase A2 do citoplasma para o envelope nuclear (MUTHALIF et al., 1998).
Em outro estudo, verificou-se que Ang-(1-7) fosforila a janus kinase 2 (JAK2), o
substrato para receptor de insulina 1 (IRS-1) e a proteina kinase B (AKT) no
coracao de rato (GIANI et al., 2007).

No que se refere a crescimento celular, foi observado que a Ang-(1-7)
inibe o crescimento das células de musculo liso (FREEMAN et al., 1996) e que
também é capaz de atenuar a formacdo do endotélio vascular apés injaria
produzida por baldo intra-arterial (STRAWN; FERRARIO; TALLANT, 1999). Além
disso, a Ang-(1-7) atenuou a formagédo da camada endotelial em coronaria, apos a
colocacao de stent (LANGEVELD et al., 2005).

Investigacbes dos mecanismos moleculares que inibem o crescimento

vascular produzidos pela Ang-(1-7) concluiram que ocorre liberacdo de
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prostaciclina e que a Ang-(1-7) também inibe o estimulo da Ang Il na via ERK1/2
(TALLANT; CLARK, 2003). Em ensaio com células neoplasicas, foi encontrado
que a Ang-(1-7) reduz o crescimento das células, também por inibicdo da via
ERK1/2 (GALLAGHER; TALLANT, 2004; MENON et al., 2007).

1.2.3 Arelacdo da ANG-(1-7) com a ANG I

Alguns efeitos da Ang Il no sistema cardiovascular ja& eram bem
conhecidos, como a vasoconstricdo e a liberacdo de aldosterona (GOODMAN;
GILMAN, 1991). Outros efeitos relacionados sdo o estimulo a producédo de
proteinas e o crescimento celular de cardiomiocitos (BAKER; ACETO, 1990;
DAEMEN et al., 1991), o estimulo a angiogénese (ANDRADE et al., 1996;
MACHADO; SANTOS; ANDRADE, 1999) e ao processo de apoptose
(GOLDENBERG et al., 2001).

O primeiro efeito produzido pela Ang-(1-7) a ser notado foi a liberacéo
de vasopressina em cérebro de rato, efeito este semelhante ao da Ang Il. Desde
entdo, no evoluir das pesquisas, os novos efeitos relacionados com a Ang-(1-7)
sdo geralmente contrarios aos da Ang Il, sendo o efeito anti-hipertensivo o mais
evidente. Em modelo experimental murino, para estudo de angiogénese,
demonstrou-se que enquanto a Ang Il estimula a angiogénese, a Ang-(1-7) inibe-a
(MACHADO; SANTOS; ANDRADE, 1999).

Em experimentos com células de musculo liso, foi verificado que a Ang-
(1-7) inibe o efeito mitogénico da Ang Il, (TALLANT; DIZ; FERRARIO, 1999). Um
dos mecanismos possiveis para esta inibicdo poderia ser que a Ang-(1-7) reduz a
expressdo dos receptores Atl da Ang Il, cujo efeito é mediado por produtos
oriundos da ciclooxigenase (CLARKE et al., 2003). Investigacao relacionada a
contra-regulacdo da Ang-(1-7) sobre a Ang Il na transducdo de sinal mostrou
inibicdo parcial sobre a vasoconstricdo e sobre o crescimento celular em musculo
liso. Foi encontrada, também, inibicdo na estimulacdo da proteina kinase C e no
sinal extracelular de kinase (ERK) (ZHU et al., 2002).

Ensaio com astrécitos da medula e cérebro de ratos enfatizou que a

Ang Il diminuiu em 60% a transcricdo génica da ECA2, sendo esta enzima
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importante na geracdo da Ang-(1-7) e na degradagdo da propria Ang Il
(GALLAGER et al., 2006).

1.2.4 O receptor Mas

Em 1986, foram descritos a clonagem e o sequenciamento de um
protooncogene que foi denominado Mas. Esse protooncogene codifica uma
proteina hidrofébica que possui sete passagens transmembranarias. A proteina
codificada Mas foi comparada com o receptor de acetilcolina e com o receptor da
rodopsina visual. Esta, quando estimulada, ativa uma proteina intracelular ligada
ao nucleotideo guanina. Foi sugerido, entdo, que a proteina Mas poderia ser um
receptor que, ao ser ativado, atuaria numa via metabdlica relacionada a regulacdo
do crescimento celular (YOUNG et al., 1988). Posteriormente, 0s mesmos autores
examinaram a expressdo da proteina em varios tecidos de rato, descrevendo
maior transcricio do RNA em regides do sistema nervoso central (SNC),
principalmente no hipocampo e no cortex cerebral. Sugeriram, ainda, que pela
semelhanca da sequéncia da proteina, ele se parecia com a familia de receptores
de alguns horménios (YOUNG et al., 1986). Pesquisa em células transfectadas
com o protooncogene Mas relatou que ele codifica um receptor de um peptideo
neural, indicando a possibilidade de estar envolvido em processo de diferenciacao
e proliferacao celular (HANLEY et al., 1990).

O estudo do receptor Mas, de forma comparativa com outros
receptores, destacou que esta proteina deveria ser um receptor de angiotensina
(JACKSON et al, 1988), enguanto que experimentos posteriores nao
encontraram resultados que encorajassem essa idéia (AMBROZ; CLARK; CATT,
1991).

A expressao do receptor Mas foi estudada em cérebro de rato, com
técnica de hibridizacdo in situ, tendo sido encontrada forte marcagdo no giro
dentado, nas areas CA3 e CA4, hipocampo, tubérculo olfatério, cortex piriforme,
bulbo olfatério e marcacao fraca a moderada no lobo frontal (BUNNEMANN et al.,
1990). Foi também estudado em cérebro e testiculo de camundongo, tendo sido
relatado que no testiculo o RNAmM aumenta marcadamente durante o

desenvolvimento do individuo (METZGER et al., 1995), aparecendo aos 18 dias
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de vida e aumentando até seis meses (ALENINA et al., 2002). O receptor Mas foi
ainda descrito no ovéario de ratas (PEREIRA et al., 2005).

Em 2003, foram apresentadas evidéncias de que o receptor Mas, antes
um receptor 6rfao, é o receptor da Ang-(1-7) - (SANTOS et al., 2003).

Foi referido, também, em cultura de células de mamifero, que o
receptor Mas pode formar um complexo com o receptor AT1, na forma de
heterodimero, produzindo efeito inibitério parcial na funcéo do receptor da Ang I
(KOSTENIS et al., 2005).

1.3 Arelacao do sistema renina-angiotensina com o sistema reprodutor

Sendo a renina a enzima iniciadora da cascata de eventos no SRA, as
pesquisas nela se concentraram. Esta enzima, que antes se pensava ser apenas
de origem renal, foi identificada, por técnica de imunoistoquimica, no uUtero de
coelha (FERRIS; GORDEN; MULROW, 1967). Foi também registrada no
endométrio de camundongos fémeas, em maior intensidade nas células
glandulares e também nas células perivasculares no miomeétrio, variando com o
ciclo estral, aumentando no estro e diminuindo no diestro (HACKENTHAL et al.,
1980). Posteriormente, encontraram Ang I, Ang Il, ECA e renina no testiculo de
rato, nas células de Leydig (PANDEY; MISONO; INAGAMI, 1984).

Estudo utilizando um anticorpo especifico para renina ressaltou nao
existir correlagdo entre a atividade da renina no testiculo de rato e a renina
plasmatica, indicando independéncia no controle da enzima tecidual. Revelou,
ainda, que em ratos hipofisectomizados, os niveis de renina testicular decrescem
significativamente e que a administracao de gonadotrofina aumenta novamente a
quantidade da enzima (NARUSE et al., 1984).

Durante a prenhez de coelhas, a renina plasmatica diminui, enquanto
gue a renina uterina aumenta (DZAU et al., 1987b), sendo que a maior parte da
renina uterina se origina do endomeétrio (HAGEMANN; NIELSEN; POULSEN,
1994; HSUEH, 1988; SHAW et al., 1989).

Em cultura de células do estroma endometrial, observou-se que a

progesterona estimula a sintese de renina (SHAH et al., 1991).
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Em outros 6rgdos do sistema reprodutor também foram encontradas
acOes do sistema renina-angiotensina, como no ovario e testiculos. Em cultura de
células de ovério de rata, a Ang Il estimula a producdo de estradiol, mas né&o
apresenta estimulo na producéo de progesterona (PUCELL; BUMPUS; HUSAIN,
1987; Pereira et al., 2005).

Em pacientes tratados com hCG, houve aumento de Ang Il no sangue
da veia espermatica, sugerindo que os esterdides gonadais poderiam influenciar o
SRA nas células de Leydig (OKUIAMA et al., 1988).

1.3.1 O sistema renina-angiotensina no endométrio

O conhecimento do SRA no endométrio é incipiente e fragmentado. A
primeira citagdo na literatura foi o relato de renina no utero de coelha (FERRIS;
GORDEN; MULROW, 1967). Em estudo posterior, esses autores identificaram
renina no endométrio de camundongo fémea. Por meio de imunoistoquimica,
referiram a existéncia da enzima nas células glandulares, sendo que a marcacéo
era mais intensa durante o estro e menos intensa no diestro (HACKENTHAL et
al., 1980). Durante prenhez de coelha, a forma ativa da renina uterina aumenta 40
vezes e esse aumento parece ser independente da renina renal (DZAU et al.,
1987D).

Na espécie humana, no utero, a maior fonte de renina € o endométrio
(HSUEH, 1988). A renina é expressa no endométrio em maior quantidade na sua
forma inativa, ocorrendo em quantidade menor na forma ativa (SHAH et al.,
1991).

A renina foi identificada primeiramente nas células estromais, tendo
sido demonstrado que a progesterona, em cultura celular, induz a aumento na
expressao e que a decidua produz maior quantidade de renina do que as células
do estroma (SHAW et al., 1989; SHAH et al., 1991).

Em outro relato, a renina foi demonstrada por imunoistoquimica nas
células do epitélio glandular do endométrio, com marcacao intensa, e nas células
estromais a marcacao foi de fraca a moderada, durante a fase proliferativa, e

negligivel na fase secretora (LI; AHMED, 1997).
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A ECA é expressa no endométrio pelas células do epitélio glandular e
pelas células do endotélio vascular. No estroma, a marcagdo por imuno-
histoquimica foi fraca a moderada na fase proliferativa e na fase secretora a
marcacao foi negligivel. Foi demonstrado, por técnica de western blot, que a ECA
aparece em maior quantidade no endométrio menstrual e no endométrio secretor
tardio. A menor quantidade foi encontrada no endométrio proliferativo tardio e no
endométrio secretor inicial (LI; AHMED, 1997).

A Ang Il foi localizada no endométrio, durante a fase proliferativa, no
epitélio glandular e no estroma, tendo apresentado marcacgéo fraca em torno do
tecido vascular. Em contraste, no endométrio secretor, intensa marcacao foi
detectada nas células estromais, em torno dos vasos, onde foi sugerido estar
participando do fenbmeno da decidualizacdo (SQUIRES; KENNEDY, 1992); e
fraca marcacao nos outros tipos celulares (AHMED et al., 1995).

Inicialmente, acreditou-se que o0 Utero humano sO expressava o0
receptor AT2 da Ang Il (WHITEBREAD et al., 1989), mas evidéncias posteriores
mostraram que € 0 miomeétrio quem expressa somente esse receptor e o
endométrio expressa os dois receptores da Ang Il (AHMED et al., 1995;
SARIDOGAN et al., 1996). O receptor AT1 aumenta a sua expressao do inicio até
o final da fase proliferativa, e alcanca o0 maximo da sua expressao no inicio da
fase secretora (AHMED et al., 1995).

Em que pese a importancia fisioldgica dos novos componentes do SRA,
até o momento nenhum estudo avaliou se o heptapeptideo Ang-(1-7), seu
receptor Mas e a enzima ECA2 estdo presentes no endométrio.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Determinar a expressdo da Ang-(1-7), do receptor Mas e da ECA2 no
endométrio humano.

2.2 Objetivos especificos

» Verificar a localizagdo imunoistoquimica da Ang-(1-7) nas células epiteliais
e estromais do endométrio humano, nas fases proliferativa e secretora.

» Verificar a presenca do receptor Mas nas células epiteliais e estromais, nas
fases proliferativa e secretora do endométrio humano.

» Determinar a expressao génica da ECA2 nas células epiteliais e estromais,

nas fases proliferativa e secretora do endométrio humano.
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3 METODOLOGIA

3.1 Parecer ético

O projeto desta pesquisa foi primeiramente aprovado pela Camara
Departamental de Ginecologia e Obstetricia da Faculdade de Medicina da UFMG.

O protocolo final da pesquisa, sob o numero 0076.0.203.000-07, foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas
Gerais (COEP-UFMG) em 25/04/07 (ANEXO A). Parte do protocolo havia sido
aprovada pelo COEP em 14/09/2005, sob o niamero 0010.0.203.000-5.

A execucao da pesquisa também requereu a aprovacao da Diretoria de
Ensino, Pesquisa e Extensdo (DEPE) do Hospital das Clinicas (HC) da UFMG, da
Unidade Funcional Centro Cirdrgico HC-UFMG, do Servico de Ginecologia HC-
UFMG e do Laboratério de Endocrinologia e Metabologia do Departamento de

Fisiologia e Biofisica do Instituto de Ciéncias Bioldgicas (ICB) da UFMG.

3.2 Sujeitos da pesquisa

Foram selecionadas mulheres no menacme, com ciclos regulares, que
nao estavam em uso de medicamentos hormonais ha pelo menos trés meses.
Essas pacientes ndo haviam usado dispositivo intra-uterino (DIU) nos ultimos seis
meses, ndo eram portadoras de doencas sistémicas e nao apresentavam
evidéncia clinica, ecografica ou histeroscopica de doenga endometrial.

Trés séries de casos e uma colecdo de culturas celulares foram
incluidas no estudo (FIG. 1). A série de casos 1 (n=10) foi constituida por
mulheres de 38-47 anos que iriam se submeter a histerectomia por condicdo
benigna, como mioma, na fase folicular do ciclo menstrual. No bloco cirtrgico do
Hospital das Clinicas, imediatamente apds a histerectomia, procedeu-se ao
lavado endometrial ex-vivo, com instilacdo de 1 mL de coquetel de inibidores de
proteases diluido em 1 mL de solucao fisiolégica estéril, perfazendo um volume
final de 2mL. O coquetel de inibidores de proteases consistia em
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fenilmetilsulfonilfluorida 107sM, pepstatina a 107sM, acido etilenodiaminotetracético
(EDTA) 10™°M, p-hidroximercuribenzoato 10°M e ortofenantrolina 9 x 10 M, todos
adquiridos da Sigma-Aldrich Corp. O lavado endometrial era aspirado, transferido
para um tubo imerso em gelo e estocado a —80°C até o momento da extra¢do dos
peptideos para quantificacdo por radioimunoensaio.

A série 2 foi constituida por 24 mulheres submetidas a histeroscopia ou
laparoscopia no setor de Reprodugdo Humana do Hospital das Clinicas da
UFMG, em preparagao para tratamentos de infertilidade por fator masculino ou
tubario. As pacientes, com idades de 26-41 anos, apresentavam exame
histeroscépico normal, ciclos menstruais regulares e ovulacdo confirmada por
rastreamento ecografico. Bidpsias endometriais foram obtidas por aspiracdo com
Pipelled apds histeroscopia ou laparoscopia. O material foi fixado em formol 10%
tamponado em solucao salina de fosfato tamponada (PBS), incluido em parafina e
posteriormente processado para analise histolégica e imunoistoquimica. As
pacientes dessa série haviam sido recrutadas para um estudo anterior, em 2003,
e as respectivas amostras endometriais, conservadas em blocos de parafina,
foram recuperadas para inclusao no presente estudo.

A série 3 foi formada por 11 mulheres com idades de 30-47 anos
submetidas a histeroscopia diagndstica ou cirdrgica por condi¢cdes benignas nas
fases proliferativa (n=6) e secretora (n=5) do ciclo menstrual. A fase do ciclo foi
confirmada pelos exames histopatoldégicos. Amostras de endométrio foram
coletadas durante ou apds a histeroscopia e conservadas em solucéo inibidora de
RNAse (RNA holder, BioAgency, Séo Paulo, SP) a —20C até a extracdo do RNA.

As amostras de culturas celulares foram oriundas do Departamento de
Ginecologia e Obstetricia da Universidade do Texas em San Antonio (Estados
Unidos da América - EUA), gentilmente cedidas pelos Drs. Marcia C. Ferreira e
Craig A. Witz. As técnicas de coleta endometrial, digestdo enzimatica, purificacéo,
caracterizacdo e cultivo primario de células epiteliais e estromais derivadas do
endométrio humano foram descritas detalhadamente em publicacbes recentes
(LUCIDI et al., 2005; FERREIRA et al., 2008). Neste estudo, utilizaram-se laminas
de cultura (chamber slides) e amostras de DNA complementar correspondentes a

culturas de células epiteliais (n=7) e estromais (n=6).
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fases do ciclo e tipos celulares

FIGURA 1 - Diagrama representando as trés séries de casos incluidas no estudo,

além das amostras de culturas de células de endométrio.

Os resultados da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real puderam ser avaliados
estatisticamente comparando-se dois grupos de pacientes classificadas de acordo com a fase do
ciclo menstrual (série de casos 3, subdividida entre fases proliferativa e secretora) e confrontando-
se dois grupos de culturas celulares: epiteliais vs. estromais.

3.3 Dosagem de Ang-(1-7) por radioimunoensaio

As amostras congeladas de lavado endometrial foram enviadas ao
Laboratorio de Hipertensao do ICB-UFMG para determinacdo da concentracdo de
Ang-(1-7) por radioimunoensaio. A equipe técnica do laboratério utilizou, nas
etapas de extracdo e dosagem do peptideo, as metodologias ja publicadas pelo
mesmo grupo (BOTELHO et al., 1994; COSTA et al., 2003; SIMOES E SILVA et

al., 2004). O limite de deteccdo do ensaio € de 3,25 pg/tubo, correspondentes a
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concentracdo de Ang-(1-7) nas amostras de 32,5 pg/mL. Os coeficientes de

variagao intra e interensaio foram, respectivamente, 4,8 e 8,6%.

3.4 Imunoistoquimica do tecido endometrial

Os blocos de parafina contendo amostras de tecido endometrial (série
de casos 2, FIG. 1) foram resfriados, levados ao microtomo e seccionados em
fatias de 4 ym de espessura. Os cortes foram recolhidos em banho de agua
aguecida e cuidadosamente transferidos, com a ajuda de um pincel fino, para
laminas de vidro previamente gelatinizadas. As laminas foram entédo incubadas
em estufa a 60°C durante 20 minutos para escorrer o excesso de parafina.

Um corte de cada amostra foi corado por hematoxilina e eosina para se
aferir a datacdo do endométrio segundo os critérios de Noyes, Hertig e Rock
(1950), tendo sido esta afericdo realizada por outro pesquisador. As amostras
foram datadas como endométrio proliferativo inicial (n=3), proliferativo
intermediario (n=9), periovulatério (n=3), secretor intermediario (n=6) e secretor
tardio (n=3). Uma amostra de implante endometriético peritoneal datado como
secretor intermediario foi também incluida nos testes imunoistoquimicos, para

efeito de controle de especificidade.

3.4.1 Principios da técnica

Os ensaios de imunoistoquimica foram realizados com a técnica da
avidina-biotina-peroxidase (HSU; RAINE; FINGER, 1981). A avidina é uma
glicoproteina presente na clara do ovo de galinha, de alto peso molecular
(PM=68.000 D), de carater basico (pH=10,4), que apresenta forma tetramérica
com quatro subunidades de 128 aminoacidos cada uma, apresentando grande
afinidade pela biotina.

A biotina € uma vitamina de baixo peso molecular (PM=244,3 D),
hidrossoluvel, produzida por bactérias intestinais, presente também no figado e na
gema do ovo. Pode ser ligada covalentemente a carboidratos e proteinas sem

interferir nessas moléculas, devido, em parte, ao seu tamanho.
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As peroxidases formam um grande grupo de enzimas que participam
dos processos de oxidacgéo e reducgdo. A peroxidase utilizada nesse ensaio € uma
horseradish peroxidase, enzima de 40 kD isolada da planta horseradish,
pertencente a familia Brassicacea. Apresenta um grupo heme ligado a um atomo
de ferro que funciona como um comutador de elétrons.

A reacdo se processa com a ligacado do primeiro anticorpo ao antigeno
investigado; e o segundo anticorpo, ja conjugado a biotina, se acopla ao primeiro.
Aplica-se a avidina, que se liga através de um dos seus quatro sitios a biotina do
segundo anticorpo, enquanto a biotina ligada a peroxidase ocupa os trés sitios
livres da avidina, produzindo efeito amplificador do processo. A introducéo do
cromogeno 3,3-diaminobenzidina (DAB) produz uma coloracdo marrom-
amarelado estavel, que permite identificar, ao microscopio, 0s sitios de

Imunomarcacao.

3.4.2 Materiais utilizados

Os anticorpos primarios foram produzidos no Laboratério de
Hipertensdo do ICB-UFMG. O anticorpo policlonal para Ang-(1-7) foi feito em
coelho, utilizando como imundégeno Ang-(1-7) sintética, e ndo apresenta reacao
cruzada com outros membros do sistema renina-angiotensina (SIMOES E SILVA
et al., 2004). O anticorpo para o0 receptor Mas foi produzido em camundongo
knockout, usando como imundégeno o peptideo sintético LAEEKAMNTSSR,
correspondente a porcdo amino-terminal do receptor Mas de camundongo
(COSTA-GONCALVES et al.,, 2007). Esse anticorpo reconhece o receptor Mas
humano devido a homologia de sequéncias entre as duas espécies e é
comparavel ao anticorpo anti-Mas humano comercialmente disponivel (SAMPAIO
et al., 2007a).

O kit utilizado nos ensaios foi o Vectastain (Vector Laboratories,
Burlingame, CA, EUA) contendo anticorpo secundéario biotinilado universal
(anticoelho e camundongo) produzido em equino, soro de equino normal e

complexo avidina-biotina-peroxidase.
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3.4.3 Sequéncia do processo

Primeiro dia:

» desparafinizacdo dos cortes com xilol (xilol 1 e 2; 15 minutos cada);

» hidratag&o nos éalcoois (98-90-80-70-50%; 5 minutos cada);

* lavagem em agua destilada, por 1 minuto;

» digestdo enzimética com solugdo de tripsina durante 15 minutos para
recuperacdo de sitios antigénicos (somente na imunocoloracdo para o
receptor Mas);

* bloqueio das peroxidases endogenas com metanol + H:0:. a 3% por 30
minutos;

* lavagem em PBS, 10 minutos;

e incubacdo com soro normal, para bloqueio de sitios antigénicos
inespecificos; 30 minutos (diluicdo 1:30);

* incubacdo com anticorpo primario:

a) antiAng-(1-7) diluido 1:2000 em PBS e incubado por 16-18 horas a 4°C;
b) antiMas diluido 1:100 e aplicado por 48 horas a 4°C;
Segundo dia:

* lavagem com PBS, 10 minutos;

* incubacdo com anticorpo secundario (1:200), 30 minutos;

* lavagem com PBS, 10 minutos;

* incubacdo com complexo AB (1:200) 1 hora;

* lavagem com PBS, 10 minutos;

» coloragdo com DAB (3 a 5 minutos);

* lavagem com PBS, 5 minutos;

» contracoloragdo com hematoxilina (imerséo rapida);

» lavagem em agua destilada, 5 minutos;

» desidratacdo com alcoois graduados (50-98%), 5 minutos cada;

e passagem em xilol 3 e 4, por 5 minutos em cada,

* montagem com laminula e Entellan.
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Como controle negativo, foi utilizado o mesmo tecido endometrial; e na
sequéncia do processo de imunoistoquimica substituiu-se o primeiro anticorpo por
imunoglobulina de coelho ndo imunizado. O controle positivo utilizado foi corte de
testiculo de camundongo adulto (ALENINA et al., 2002; METZGER et al., 1995).

3.4.4 Andlise da imunoistoquimica

As laminas foram fotografadas em microscépio 6tico (Olympus BX-41)
acoplado a microcamera e as imagens captadas em microcomputador pelo
software Spot Insight Color. As laminas foram examinadas no mesmo
microscopio, com a mesma intensidade de luz, por dois examinadores

independentes, sendo os resultados anotados como:

- negativo

+ intensidade fraca da coloracéo

++ intensidade moderada da coloracao
+++ intensidade forte da coloracao

3.5 Avaliacéo da expressao génica da ECA2 e do rece  ptor Mas

3.5.1 Extrac&o do RNA total

Os fragmentos de endométrio estocados a —20°C em RNA holder (série
de casos 3, FIG. 1) foram colocados em tubos plasticos estéreis contendo solucéo
de fenol e isotiocianato de guanidina (TRIzol® Reagent, Invitrogen, Carlsbad CA,
USA), na proporcao de 1 mL para cada 100 mg de tecido. Os fragmentos foram
triturados com homogenizador elétrico Polytron até dissociacdo completa do
tecido e, em seguida, os tubos foram tampados e deixados em temperatura
ambiente por 5 minutos.

Foram adicionados a cada tubo 200 uL de cloroférmio e realizada
agitacdo manual vigorosa por 3 vezes e novamente deixado em repouso por 3
minutos. A seguir, o material foi centrifugado durante 15 minutos a 12.000

rotagées por minuto (rpm) a 4°C. Apés a centrifugacéo, a fase liquida foi pipetada
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com cuidado para novos tubos estéreis e numerados e adicionado isopropanol
gelado, 500 yL em cada tubo, realizada homogenizagdo manual e armazenados a
—20°C (CHOMCZYNSKI; SACCHI, 1987).

No dia seguinte, os tubos passaram por uma segunda centrifugacao
durante 15 minutos, a 12.000 rpm, a 4°C. O sobrenadante foi descartado com
cuidado e o precipitado foi tratado com 1 mL de etanol a 75% em &gua
autoclavada com dietilpirocarbonato (DEPC) e feita homogenizacdo rapida no
vortex (rotacdo n° 2, por duas vezes). Os tubos foram centrifugados novamente a
7.500 rpm, a 4°C, por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado com cuidado e o
precipitado deixado secar no tubo por 15 minutos.

3.5.2 Quantificacdo do RNA extraido

O precipitado de RNA foi dissolvido em 50 uyL de agua DEPC e
aquecido a 60°C por 10 minutos para desnaturar. Foi retirada uma aliquota de 10
ML de cada amostra e diluida em 990 uL de 4gua DEPC e a solugdo resultante
submetida a leitura em espectrofotdmetro nos comprimentos de onda de 260 nm
e 280 nm. A pureza do RNA foi considerada satisfatéria quando a razdo das
absorbancias a 260 nm e 280 nm se situava entre 1,6 e 2,0.

Considerando-se que uma unidade de absorbéancia a 260 nm
corresponde a 40 uyg de RNA por mL de solucdo, a concentracdo de RNA na
solucéo original foi calculada pela férmula:

[RNA]= A260 nm x D x 40 ug/mL
onde: A= absorbancia
D= diluicdo da aliquota usada para quantificagdo, no caso 100, visto
que 10 pL da solucéo original foram diluidos em 990 uL de agua.
Da amostra original, foi coletada aliquota de 1 ug para construcédo do
cDNA.

3.5.3 Sintese do DNA complementar
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A obtencdo do DNA complementar (cDNA) foi realizada a partir de
transcri¢cdo reversa utilizando oligonucleotideos complementares a cauda poliA do
MRNA. Foi utilizado o kit SuperScript™ |IIl First-Strand Syntesis Super Mix
(Invitrogen Corporation, Brasil).

Em tubo estéril foram colocados: 1 ug de RNA, 1 uL de oligo (dT), 1 uL de
tampéo especifico e 1 pL de agua livre de DNAse/RNAse. Os tubos foram
incubados a 65°C por 5 minutos e logo apds acondicionados em gelo.
Adicionaram-se 10 pL de solugéo 2x First-Strand Reaction Mix e 2 pyL de solugéao
contendo a enzima transcriptase reversa Superscript™ Il e inibidor de RNAse. A
solucéo foi mantida a 50°C por 50 minutos para a sintese do DNA complementar.
A reacdo foi encerrada por aquecimento a 70°C por 5 minutos e resfriamento a
4°C.

Como controle negativo, uma amostra de RNA extraido de tecido
endometrial foi submetida a reacdo de sintese de cDNA, com omissdo da

transcriptase reversa, que foi substituida por 1 yL de agua DEPC.

3.5.4 Reacao em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real € metodologia
adequada para se estudar a expressao de determinado gene. Essa tecnologia
apresenta precisédo, sensibilidade e resolucdo superiores as da PCR tradicional.
Os resultados sdo expressos em nameros e podem ser acessados rapidamente,
engquanto a reacao esta ainda se processando, em sua fase exponencial. Na PCR
utilizou-se um composto fluorescente, 0 SYBR GREEN, substancia com afinidade
por nichos (minor groove) na dupla hélice do DNA. Quando em solucdo, esta
substancia apresenta pouca fluorescéncia, mas durante os ciclos da PCR, quando
sao gerados cada vez mais amplicons, 0 acumulo do corante nos nichos faz com
que a fluorescéncia aumente a cada ciclo da reacdo, em razao direta a formacéo
dos amplicons, podendo ser detectada, quantificada e comparada.

No primeiro ciclo da reagéo, as fitas do cDNA s&o copiadas em fitas
longas, nédo delimitadas na extremidade 3’ e, com a sucessdo dos ciclos,
comecam a ser gerados os amplicons de fitas curtas, que terdo a quantidade

mensurada. As coépias de fitas longas continuardo a ser produzidas, mas isto
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ocorre em progressao linear e, portanto, se tornardo negligenciaveis frente a
quantidade de amplicons que serdo gerados de modo exponencial. E este
aumento exponencial o determinante da ascenséao da curva logaritmica.

O meétodo possui uma linha de corte que é situada nas curvas
logaritmicas, em um ponto denominado CT (threshold cycle), definido como o
local em que a fluorescéncia emitida apresenta o0 primeiro registro
estatisticamente superior a fluorescéncia basal. Este local situa-se sempre na
fase de crescimento exponencial da curva, sempre abaixo das fases de
crescimento linear e do platd (GIBSON; HEID; WILLIAMS, 1999). Ai sdo obtidos
os valores de quantificacdo absoluta ou relativa (LIVAK; SCHMTTIGEN, 2001;
YUAN et al., 2006).

A metodologia da PCR em tempo real utilizou 0 mesmo protocolo em
todas as reagOes, mantendo as concentracbes usuais de reagentes para um
volume final de 25 uL. Cada amostra foi preparada em duplicata. Foram usados 2
ML de cDNA e 23uL de uma solu¢do mix composta de 2 uL de agua para PCR, 2
ML do primer senso (10 pmol/uL), 2 pL do primer anti-senso (10 pmol/pL) -
(Invitrogen do Brasil, Sdo Paulo, SP) e 17 yL de SYBR GREEN Mix (Applied
Biosystems, Warrington WA, UK).

Foram desenhados trés pares de oligonucleotideos iniciadores da PCR
referentes aos genes da ECA2, do receptor Mas e da proteina ribossomal S26
(controle interno) a partir das sequéncias publicadas na base de dados do
National Center for Biotechnology Information (NCBI). A escolha das sequéncias
foi feita com auxilio de um software livre (GenScript Corp., Piscataway, NJ, EUA),
que observa, entre outros critérios, a similaridade na temperatura de fuséo e a
nao-complementaridade nas extremidades 3’ de cada par de oligonucleotideos.
Foi utilizada a estratégia de situar os oligonucleotideos em regifes de transicao
intron-exon, para prevenir a amplificacdo de DNA gendomico contaminante. A
sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores é visualisada no QUADRO 1.

As reacOes foram realizadas em um termociclador ABI PRISM 7000 SDS
(Applied Biosystems Warrington WA, UK) com a seguinte programacao:
« Estagio 1: um ciclo de 52°C/2 minutos
» Estagio 2: um ciclo termal de 95°C/10 minutos

» Estagio 3: 40 ciclos de 95°C/15 minutos e 50°C/1minuto.
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QUADRO 1
Oligonucleotideos iniciadores usados nas rea¢gdes de PCR em tempo real

|  Segquiéncia (5'to 3')) | Fragmento Qdédigo GenBank

Mas
senso ttccggatgagaagaaatcc 129 pb  NM_002377
anti-senso atggccagaagaaagctcat

ECA2
senso ctgctcatttgcttggtgat 111 pb NM_021804
anti-senso ggtccaccattgcatcagta

S26
senso tgtgcttcccaagctgtatgtgaag 75 pb  NM001029

anti-senso cgattcctgactactttgctgtgaa

Dissociation Curve
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" ACE2 /\

Derivative

Deeriy ative

60 65 70 75 a0 85 an a5
T
T T T T = I T T T T
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i 826 | [syorGroen  ~]
Tm=017C
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FIGURA 2 - Curvas de dissociacdo da PCR em tempo real.

A presenca de pico Unico denota a pureza dos produtos da PCR.
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3.5.5 Anadlise da especificidade dos produtos da PCR

Conforme a FIG. 2, as reacbes da PCR exibiram curvas de dissociacéo
uniformes, com pico unico, indicando a especificidade dos produtos gerados.

Os amplicons dos genes Mas, ECA2 e S26 obtidos por PCR em tempo
real foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 4%. O gel foi preparado
com diluicdo de 2 g de agarose em 50 mL de tampéao para eletroforese (TAE,
Invitrogen do Brasil) e deixado polimerizar a temperatura ambiente. Foi entdo
colocado em cuba de eletroforese e imerso em tampao TAE. Foram depositadas
no gel aliquotas de 12 pL de cada solugéo obtida na reagdo de PCR e também
um marcador de pares de base como indicador de migracdo (50 pb). Foi
adicionado também brometo de etidio (2 pl/50mL de gel) para posterior
visualizagao sob luz ultravioleta em um transiluminador acoplado a uma camara
fotogréfica digital.

Na FIG. 3, verificam-se fragmentos de 111, 129 e 75 pares de bases
obtidos nas reacdes de PCR para ECA2, Mas e S26, respectivamente, 0 que
corresponde exatamente ao tamanho dos amplicons previstos, com base na
localizacdo dos oligonucleotideos iniciadores na seqiéncia de cada gene
(QUADRO 1).

M ACE2 Mas S26
(111) (129) (75)

FIGURA 3 - Eletroforese em gel de agarose 4% comprovando a presenca
de banda unica nos produtos de amplificacdo dos genes da ECA2,

do receptor Mas e da proteina ribossomal S26.

M = marcador de peso molecular (escada de 50 pares de bases).



46

3.5.6 Andlise quantitativa dos resultados do PCR

Os valores do CT obtidos de cada reacao em duplicata foram usados
para calcular o CT médio de cada amostra. Esses valores foram usados para
quantificar o cDNA presente na amostra, por meio de uma curva-padréao
construida com diluicdes seriadas de uma amostra de referéncia (FIG. 4 e 5). A
partir da equacéo linear obtida pela anélise de regresséo dos resultados da curva-
padrdo (CT = a. Log ng cDNA + b), calculou-se, para cada amostra em estudo, 0
conteudo de cDNA correspondente a cada gene amplificado. Os resultados foram
entao expressos como razao da expressao do gene de interesse (ECA2 ou Mas),
pela expressao do gene de controle interno (S26).

y on Pror { Staniard cure ¥ Dissoeiation ¥ Report

Delta Rnvs Cycle

ACE2 /

§ 6 7 8 91011121314 15161719 192021 22 23 24 25 26 27 26 29 30 31 323334 35 36 37 39 39 40

Ccle Number

Y i Y Standard Curve ¥ Dissociation ¥ Report

Delta R ve Cycle

Mas T

56 7 8 91011121314 15161718 192021 22 23 24 25 26 27 26 29 30 31 32 3334 35 36 37 36 39 40

Cycle Number

4 i Y Standard Curve ¥ Dissociation ¥ Report

Delta Rnvs Cycle

S26 Pagns
i

56 7 B 91011121314 151617 161920 21 22 23 24 75 26 27 2829 30 31 32 33 34 35 36 37 38 38 40

Cucle Number

FIGURA 4 - Curvas de amplificacdo da PCR em tempo real.

As séries de curvas correspondem, da esquerda para a direita, a amostra padrdo de cDNA nao
diluida, diluida 1:10, 1:100 e 1:1000.
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35+
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10 T T T
-3 -2 -1 0 1
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FIGURA 5 - Curvas de regressao linear utilizadas para célculo
dos resultados da PCR em tempo real.

CT= ciclo limiar. A curva da ECA2 foi construida com apenas trés dos quatro padrdes, para
permitir melhor ajuste da equagéo (rZ:O,94) na faixa de concentracdo correspondente a maioria
das amostras em estudo. As linhas pontilhadas indicam o intervalo de confianca de 95%.
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3.6 Imunofluorescéncia e microscopia confocal

Células epiteliais e estromais cultivadas em laminas de vidro com
subdivisbes (chamberslides) foram lavadas com solugéo de tampéo fosfato duas
vezes, fixadas com acetona resfriada (-20°C), cobertas com uma camada de
parafina e mantidas a 4°C até os procedimentos de coloracdo. As laminas foram
desparafinizadas em xilol, reidratadas por meio de série de &alcoois em
concentracbes decrescentes e incubadas em tampé&o fosfato, Tween 0,2%
(peso/volume) e albumina bovina sérica a 5% por 15 minutos.

Em seguida, as células foram incubadas com o primeiro anticorpo (o
mesmo utilizado na imunoistoquimica) diluido a 1:200, por 24 horas a 4°C. Apés a
incubacdo, as laminas foram lavadas em tampao fosfato (trés vezes por 5
minutos) e incubadas com o segundo anticorpo (diluicdo a 1:400, Alexa 594,
Molecular Probes) por 2 horas a temperatura ambiente. A reacéo foi interrompida
com tampao Tris 50 mM e as células foram cobertas com meio de montagem
glicerol/Tris e laminula de vidro. Imagens fluorescentes foram obtidas usando um
microscopio confocal Zeiss 510 metalaser, equipado com objetiva de imersao
(63x).

3.7 Analise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de Kolmogorov-Smirnov, que
comprovou que sua distribuicdo ndo divergia significativamente da curva normal.
Portanto, os resultados sdo apresentados como meédia + erro-padrédo da média.
Diferencas entre dois grupos de tecido endometrial foram analisadas pelo teste t
de Student para amostras independentes, ao passo que diferencas entre dois
tipos celulares foram avaliadas pelo teste de Wilcoxon para dois grupos pareados.

Diferencas com p<0,05 foram consideradas estatisticamente significativas.
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4 RESULTADOS

4.1 Deteccéo de Ang-(1-7) imunorreativa no lavado e  ndometrial

Por meio de radioimunoensaio, a presenca de Ang-(1-7) foi detectada
nas amostras de lavado endometrial. As concentracdes de Ang-(1-7) variaram de

33 pg/mL, que corresponde ao limite de deteccéo do ensaio, a 121 pg/mL.

4.2 Localizacdo da Ang-(1-7) no endométrio

Como pode ser visto na FIG. 6, a Ang-(1-7) apresentou, nas células
epiteliais glandulares, imunomarcacéo fraca a moderada na fase proliferativa e
moderada marcagdo na fase periovulatoria, com intensa imunocoloragdo na fase
secretora intermediaria e tardia.

As células epiteliais superficiais mostraram moderada intensidade na
marcacao tanto na fase proliferativa quanto na fase secretora do endometrio. As
células estromais tinham moderada a intensa imunocoloracdo na parte inicial da
fase proliferativa e fraca imunocoloracdo na fase secretora. As estruturas
microvasculares do endométrio possuiam intensidade negativa a fraca na
imunocoloracao, na pesquisa da Ang-(1-7), tanto na fase proliferativa quanto na
fase secretora (FIG. 6).

Nas células endometriais cultivadas e marcadas com
imunofluorescéncia, a  microscopia  confocal evidenciou marcacgao
predominantemente citoplasmatica para Ang-(1-7) nas células epiteliais, ao passo
qgue nas células estromais o peptideo teve expressdao muito fraca, quase
indetectavel (FIG. 7).
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FIGURA 6 - Localizacdo de Ang-(1-7) no endométrio humano

em diferentes fases do ciclo menstrual.

As &reas coradas em marrom indicam imunomarcac¢do para Ang-(1-7) no epitélio glandular (setas
brancas) e no estroma (triangulos pretos). Alguns vasos estromais sdo apontados por setas
pretas. a) proliferativo inicial, com forte marcacdo do epitélio de superficie (triangulo duplo); b)
proliferativo intermediario; c,d) periovulatério; €) secretor intermediario; f) secretor tardio; g)
endometriose peritoneal na fase secretora; h) controle negativo. Barra = 50 pm.
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Ang-(1-7) C. Negativo

Estromais
5um 5um

Epiteliais

5um 5um

FIGURA 7 - Imunofluorescéncia e microscopia confocal mostrando a localizacéo

intracelular da imunomarcagéo para Ang-(1-7) em células endometriais cultivadas.

4.3 Expressao da enzima conversora de angiotensina  tipo 2 no endométrio

A expressédo génica da ECA2, determinada por reacdo de PCR em
tempo real, demonstrou que a quantidade de mRNA encontrado na fase secretora
foi 6,6 vezes maior do que a encontrada na fase proliferativa do endométrio
(p<0,01, FIG. 8, GRAF. B).

A expressao génica da ECA2 nas células epiteliais foi duas vezes maior
do que nas células estromais (p<0,05, FIG. 8, GRAF. A).

4.4 Localizag&o do receptor Mas no endométrio

A imunolocalizacdo da proteina Mas mostrou marcacdo nas ceélulas

epiteliais superficiais, no epitélio glandular e nas células estromais, com



52

intensidade semelhante nesses diferentes tipos celulares (FIG. 9). Também nao
foi evidenciada diferenga na intensidade entre as fases proliferativa e secretora.
As estruturas microvasculares do endométrio exibiram imunocoloracéao
negativa a fraca (FIG. 9).
Nas células endometriais cultivadas e marcadas com
imunofluorescéncia, a localizacdo do receptor Mas foi predominantemente

extranuclear (FIG. 10).

4.5 Expressao do mRNA do receptor Mas nas células e piteliais e estromais

do endométrio

A reagao de PCR em tempo real comprovou a expressdo do mRNA do
receptor Mas nas bidpsias endometriais de ambas as fases do ciclo menstrual,
assim como nas ceélulas endometriais cultivadas in vitro. Ndo se observou
diferenca significativa na expressao génica do receptor MAS nas células epiteliais,
quando comparadas com a expressdo nas células estromais (FIG. 11, GRAF. A).
Na comparacado entre biépsias endometriais obtidas em diferentes fases do ciclo
menstrual, observou-se maior concentragdo de mRNA do receptor Mas nas
amostras de endométrio proliferativo em comparacdo com aquelas de endométrio
secretor (p<0,05, FIG. 11, GRAF. B).
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FIGURA 8 - Expressao do mRNA para ECA2 em células endometriais
cultivadas e em amostras de tecido endometrial datadas como

endomeétrio proliferativo ou periovulatério (Prol+Int) vs. secretor.

Os dados sédo expressos como média + erro-padrao da expressdo génica corrigida de ECA2
corrigada para o controle interno S26. *p<0,05 para comparac6es entre tipos celulares (teste de
Wilcoxon) ou entre fases do ciclo (teste t de Student).
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FIGURA 9 - Localizag&o do receptor Mas no endométrio humano
em diferentes fases do ciclo menstrual.

As areas coradas em marrom indicam imunomarcagdo para o Mas no epitélio glandular (setas
brancas) e no estroma (tridngulos pretos). Alguns vasos estromais sdo apontados por setas pretas. a)
proliferativo inicial; b) proliferativo intermediario; c,d) periovulatério; e) secretor intermediario; f)
secretor tardio; g) endometriose peritoneal na fase secretora e; h) controle negativo. Barra = 50 pm.
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FIGURA 10 - Imunofluorescéncia e microscopia confocal mostrando a localizagcéo

S5um

intracelular da imunomarcacao para Mas em células endometriais cultivadas.
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FIGURA 11 - Expressao do mRNA para o receptor Mas em células endometriais
cultivadas e em amostras de tecido endometrial datadas como endomeétrio

proliferativo ou periovulatério (Prol+Int) vs. Secretor

Os dados séo expressos como média * erro padréo da expresséo génica corrigida de Mas
corrigida para o controle interno S26. *p<0,05 para comparacdes entre tipos celulares (teste de
Wilcoxon) ou entre fases do ciclo (teste t de Student).
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4.6 Resumo dos achados de imunolocalizacdo da Ang-( 1-7) e Mas no

endométrio humano

A FIG. 12 apresenta um resumo esquematico da intensidade de
imunocoloragdo para Ang-(1-7) e seu receptor Mas nas amostras endometriais

obtidas em diferentes fases do ciclo menstrual.

I Epit.Superficie

Glandulas

|
Ang-(l-?) e Estroma

Vasos

[0 [ [@@ [ [ Epit.Superficie
O O W 0 [ Glandulas

| | | | | | | | | | Estroma

Mas

1 1 3 L3 3 vases
1 2 3 4 5

FIGURA 12 - Resumo esquematico da intensidade de imunocoloracdo
para Ang-(1-7) e seu receptor Mas nas amostras endometriais

obtidas em diferentes fases do ciclo menstrual.

1 = proliferativo inicial; 2 = proliferativo intermediario; 3 = periovulatério; 4 = secretor intermediario;
5 = secretor tardio. A intensidade de imunocoloragéo é representada pelas cores:
branco = intensidade fraca; cinza = intensidade moderada; e preto = intensidade forte.
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5 DISCUSSAO

O sistema renina-angiotensina foi estudado, no inicio, principalmente
pelas suas agbes no sistema vascular, sendo a Ang Il o principal efetor. Em
alguns tecidos como o do cérebro, a existéncia da barreira hemato-encefalica
levantava duvidas de como alguns componentes deste sistema alcancariam
determinadas regifes do orgao. Evidéncias foram se acumulando no sentido de
que diferentes tipos de tecidos do organismo também expressam varios dos
componentes do SRA e, portanto, a nogdo de compartimentalizacdo do SRA foi
se sedimentando (HUSAIN et al., 1983). Além disto, foi constatado que essa
expressao tecidual de enzimas e peptideos do SRA é independente da que ocorre
no sistema cardiovascular, seja na quantidade ou no momento, estando, portanto,
subordinada a fisiologia local de cada 6rgéo ou tecido em particular (NARUSE et
al.,, 1984; OKUIAMA et al., 1988; PANDEY; MISONO; INAGAMI, 1984; PAUL;
MEHR; KREUTZ, 2006l).

O endométrio € um tecido muito vascularizado, que apresenta
modificagbes morfologicas e funcionais de maneira ciclica, sob estimulo de
hormdnios esterdides. Neste tecido, o conhecimento relativo ao SRA é escasso.
Sabe-se que o endométrio expressa renina e que esta expressdo aumenta sob
estimulo da progesterona (SHAH et al., 1991). Foi demonstrado também que o
endométrio expressa Ang Il, seus receptores AT1 e AT2 e a ECA (AHMED et al.,
1995; LI; AHMED, 1997; SARIDOGAN et al., 1996).

No endométrio, durante a fase proliferativa, a Ang Il se localiza nas
células do epitélio glandular e nas células estromais, aparecendo pouco em torno
dos vasos. Na fase secretora, ao contrario, foi imunolocalizada
predominantemente nas ceélulas estromais perivasculares (pré-deciduais) e
apresentou padrao negligivel nos outros tipos celulares (AHMED et al., 1995)

O receptor AT2 possui maior expressdo no endométrio do que o
receptor AT1 (AHMED et al., 1995). O receptor AT1 foi identificado no endomeétrio,
nas células do epitélio glandular e no endotélio vascular, com expressao
negligivel nas células estromais. A marcacédo deste receptor predomina na fase

proliferativa. ~Foi observado crescente aumento na intensidade da
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imunocoloragdo, da parte inicial da fase proliferativa até o periovulatério
(SARIDOGAN et al., 1996).

A ECA foi descrita e avaliada no endométrio por técnica de western blot
e imunoistoquimica, com expressao maior no endométrio menstrual e na parte
média e final da fase secretora. A imunoistoquimica localizou a ECA nas células
epiteliais glandulares e nas células endoteliais e menor expressdo nas células
estromais (LI; AHMED, 1997).

O acumulo de evidéncias de que a Ang-(1-7) € um peptideo ativo, que
se acopla ao receptor Mas e apresenta a maioria dos seus efeitos de forma
antagonica aos da Ang Il e a descoberta da ECA2 fizeram com que os estudos
relacionados ao SRA se ampliassem nas duas ultimas décadas para além do foco
da fisiopatologia da hipertensao arterial.

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar a presenca e a
localizacdo da Ang-(1-7), do receptor Mas e da ECA tipo 2 no endométrio
humano, um tecido dinamico, devido a influéncia de hormdnios esterdides e
constituido de tipos celulares diversos. Além disso, € a primeira vez que se
demonstram a presencga e a localizacao da Ang-(1-7) e a expressao do receptor
Mas e da ECA2 no endométrio humano.

A expressao génica da ECA2 e do receptor Mas foi avaliada por meio
da PCR em tempo real. O método apresenta Otima sensibilidade e
reprodutibilidade. Os trés pares de oligonucleotideos iniciadores foram
desenhados de forma a inibir a amplificacdo de possivel DNA gendmico
contaminante. Como referéncia comparativa, foi utilizada no controle interno a
expressao do gene da proteina ribossomal S26, de expressdo constitutiva que
nao sofre variacdo na expressao sob diversas condicbes (VINCENT; MARTY;
FORT, 1993). As amostras foram aferidas em duplicatas e extraidas as meédias
dos valores obtidos.

A ECA tipo2, uma enzima homodloga a ECA, foi estudada em células
epiteliais e estromais cultivadas. O mRNA foi detectado nos dois tipos celulares,
mas aparece em maior quantidade (duas vezes mais) nas células epiteliais do
gue nas estromais e tem expressao 6,6 vezes maior na fase secretora do que na
fase proliferativa.

A expressdo do receptor Mas no material analisado ndo apresentou

diferenca significativa quando foram comparadas as células epiteliais com as
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células estromais. Também ndo houve diferenca significativa na expressédo do
Mas entre a fase proliferativa e a fase secretora do endométrio. E interessante
relatar que foi verificado, em experimento recente, que o0 receptor Mas pode
formar um complexo hetero-oligomérico com o receptor AT1 da Ang I, inibindo as
acOes deste peptideo (KOSTENIS et al., 2005).

Apesar do método utilizado para avaliar a expressao génica ser um
processo automatizado, bastante sensivel, e as reacfes se processarem em um
ambiente fechado, foram tomados cuidados de estringéncia técnica referentes ao
manuseio dos materiais utilizados. Foram também realizadas curvas de diluicdo e
curvas de dissociacdo, no intuito de se avaliarem possiveis desvios no método.
Os amplicons produzidos na reacéo de RT-PCR foram submetidos a eletroforese
em gel de agarose e aferidos com um marcador de pares de base, também com o
objetivo de conferir os resultados obtidos no processo.

O método utilizado para a localizagcdo do heptapeptideo foi a imuno-
istoquimica, um método que apresenta grande especificidade. Sendo a Ang-(1-7)
um peptideo formado no metabolismo intermediario das células, os métodos de
biologia molecular obviamente ndo se prestam ao seu estudo. Uma limitacao da
imunoistoquimica é que este método nado diferencia entre o peptideo ligado ao
receptor e o peptideo livre, nem atesta a sua origem.

A imunolocalizacdo da Ang-(1-7) mostrou marcacgao intensa nas ceélulas
epiteliais glandulares na parte média e final da fase secretora, em contraste com
as amostras da fase proliferativa, na qual a marcacéo foi fraca a moderada. Nas
células epiteliais superficiais, a imunocoloracdo apresentou intensidade moderada
tanto na fase proliferativa quanto na fase secretora. Nas células estromais, a
imunocoloracao foi moderada a intensa na parte inicial da fase proliferativa e fraca
marcacao na fase secretora.

Foi descrito anteriormente que a Ang IlI, considerado um efetor
multifuncional do SRA, foi detectada principalmente nas células epiteliais
glandulares e estromais durante a fase proliferativa do endométrio (AHMED et
al.,1995). Relevante é a presenca desse peptideo na fase de crescimento do
endométrio, dado seu efeito mitogénico e angiogénico (ANDRADE et al., 1996;
BAKER; ACETO, 1990; DAEMEN et al., 1991; FERNADEZ; TWICKLER; MEAD,
1985; LE NOBLE et al., 1991; MACHADO; SANTOS; ANDRADE, 1999),

contrastando com os achados deste trabalho, em que a Ang-(1-7), sabidamente
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um peptideo com efeito anti-proliferativo e anti-angiogénico, predominou na fase
secretora, quando o endométrio ndo tem crescimento expressivo e possui certa
estabilidade morfologica. Encontrou-se também uma marcacdo importante da
Ang-(1-7) na fase inicial da fase proliferativa, quando o endométrio ndo tem,
ainda, crescimento expressivo.

E interessante notar que a imunocoloracdo das estruturas
microvasculares do endométrio exibiram marcacao fraca para a Ang-(1-7), em
contraste com a importancia dada a este peptideo no sistema cardiovascular,
relativas ao seu efeito vasodilatador. A Ang Il também néo é encontrada nas
estruturas microvasculares e sim nas células estromais perivasculares na fase
secretora, podendo atuar nesses vasos de forma paracrina (AHMED et al., 1995).

A Ang-(1-7) € capaz de liberar prostaglandina, assim como a Ang Il
(HILCHEY; BELL-QUILLEY, 1995; IYER et al., 2000; JAISWAL et al., 1992;
TALLANT; CLARK, 2003). Investigacdes relacionadas com a transduc¢éo do sinal
da Ang-(1-7) e Ang Il, em células do musculo liso da aorta de coelho,
demonstraram a liberacdo de acido aracdodnico pelos dois peptideos, s6 que a
producdo de 6-keto PGFia, um metabdlito estavel da prostaciclina, foi muito maior
com a estimulac¢ao ocorrendo com Ang-(1-7).

Verificou-se, também, que o heptapeptideo, a partir da estimulacéo do
ion Ca++ e MAP kinase (MAPK), produz a translocacao da fosfolipase A2 (PLA2?)
do citoplasma para o envelope nuclear, estimulando a sintese de prostaglandina
(MUTHALIF et al., 1998). A prostaciclina possui, aléem de efeito vasodilatador,
também inibicdo na sintese de DNA, reduzindo a proliferacdo celular (MORISAKI
et al., 1988), assim como outras prostaglandinas (NILSSON; OLSSON, 1984).
Vale lembrar aqui que, na parte média da fase secretora do endométrio, ocorre
um edema nesse tecido, possivelmente mediado por prostaglandinas.

Outra substancia que também inibe a proliferacdo celular e apresenta
efeito vasodilatador € o 6xido nitrico, uma substancia muito estudada no endotélio
e na musculatura lisa vascular (FARHY et al.,, 1993; GARG,; HASSID, 1989;
ZUCKERBRAUM et al., 2007). E sabido que a Ang-(1-7) também libera oxido
nitrico (BROSNIHAN, 1998; BROSNIHAN; LI; FERRARIO, 1996; HEITSCH et al.,
2001; PORSTI et al.,, 1994; SAMPAIO et al.,, 2007a), sendo este um dos
mecanismos que explicam o seu efeito vasodilatador. O endométrio expressa

tanto prostaglandinas quanto oxido nitrico. As duas isoformas da enzima Oxido
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nitrico sintase, uma constitutiva e a outra induzivel, sdo expressas principalmente
pelas células do epitélio glandular, sendo que a expressao € nitidamente
preponderante na fase secretora do endométrio (KHORRAM; GARTHWAITE;
MAGNESS, 1999; TSCHUGGUEL et al., 1999; TSENG et al., 1996).

A Ang-(1-7) nitidamente inibe, mesmo que parcialmente, mecanismos
de proliferacdo celular, como demonstrado em células de musculo liso vascular,
no endotélio e em cultura de células neoplasicas (GALLAGHER; TALLANT, 2004;
MENON et al., 2007; STRAWN; FERRARIO; TALLANT, 1999; TALLANT; CLARK,
2003; TALLANT; FERRARIO; GALLAGHER, 2005). A inibicdo da Ang-(1-7) sobre
a Ang Il é devida, em parte, a interferéncia na via ERK1/2 (SAMPAIO et al.,
2007b; ZHU et al., 2002), sendo possivel também um aumento do cAMP, levando
a reducédo na atividade da MAPK. Estas acdes contrabalancam os estimulos
produzidos pela Ang II.

O estrogénio se relaciona com fatores de crescimento celular (NELSON
et al., 1991). No tecido endometrial, o estimulo estrogénico produz proliferacédo
celular. Outros fatores de crescimento e seus receptores também ja foram
descritos no endométrio, como o VEGF, o FGF e EGF (MOLLER et al., 2001;
SANGHA et al., 1997), sendo alguns destes, agonistas dos receptores tirosino-
kinase (ETIENNE; MILLOT, 2003), que atuam na via ERK1/2, via esta que pode
sofrer inibicdo por acdo da Ang-(1-7).

A progesterona, por sua vez, produz no endométrio uma inibicdo da
proliferagcdo celular, sendo alguns desses mecanismos, a diminuicdo da
expressdo dos receptores estrogénicos nos nucleos celulares (CLARKE;
SUTHERLAND, 1990; HSUEH; PECK; CLARK, 1976; OKULICZ; BALSAMO;
TAST, 1993) e a conversdo do 17p-estradiol em sulfato de estrona, que é
rapidamente excretado da célula (TSENG; GURPID, 1975). E possivel que
existam outros mecanismos deflagrados pela progesterona na fase secretora do
endométrio, para inibir a proliferacdo e estabilizar o tecido apos a ovulacéo,
mantendo-o apto a nidacédo. Foi demonstrado, neste trabalho, que a ECA tipo2,
enzima que converte a Ang Il em Ang-(1-7), apresenta expressao 6,6 vezes maior
na fase secretora do que na fase proliferativa. E possivel, portanto, que a
progesterona ative a expressao do gene dessa enzima, que atuara degradando a
Ang Il, um fator que ativa a proliferacdo celular, produzindo, por outro lado, um

efetor que iniba também vias mitogénicas, como é o caso da Ang-(1-7).
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Tem-se, entdo, que a Ang Il se expressa mais na fase proliferativa e a
Ang-(1-7) mais na fase secretora. Esta idéia sugere um equilibrio no que tange a
proliferacéo celular, um contraponto entre os dois peptideos, como ocorre entre o
estrogénio e a progesterona. Seria plausivel, portanto, sugerir, para estudos
futuros, experimentos que venham a corroborar a idéia de que a Ang-(1-7)
poderia ser um efetor da progesterona na inibicdo do crescimento celular
endometrial, seja através da prostaciclina ou do 6xido nitrico ou de ambos.

Os resultados deste trabalho vieram contribuir para a complementacao
do conhecimento relacionado ao SRA no endométrio e sugerem a existéncia de
um sistema tecidual, tendo sido demonstrada pela primeira vez a presenca e
localizac&o espacgo-temporal da Ang-(1-7), do Mas e da ECA tipo2. E possivel que
essa ampliacdo do conhecimento sobre o SRA nesse tecido venha a contribuir
com é&reas do conhecimento como a contracep¢do ou o0 tratamento das

hiperplasias e neoplasias endometriais.
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6 CONCLUSOES

* O peptideo vasoativo Ang-(1-7), a enzima envolvida na sua sintese e seu
receptor Mas séo expressos no endométrio humano em todas as fases do
ciclo menstrual.

* A expressao do receptor Mas nao apresentou diferenca significativa entre
as células epiteliais e estromais, nem entre a fase proliferativa e a fase
secretora do endométrio humano. A expressao de Ang-(1-7) no endométrio
humano aumenta na fase secretora do ciclo menstrual.

* A expressao da enzima conversora de angiotensina tipo 2 é duas vezes
maior nas células epiteliais do que nas células estromais e € 6,6 vezes

maior na fase secretora do que na fase proliferativa.



64

REFERENCIAS

AHMED, A. et al. Localization of the angiotensin Il and its receptor subtype
expression in human endometrium and identification of a novel high-affinity
angiotensin Il binding site. J Clin Invest , v.96: p.848-857, 1995.

ALENINA, N. et al. Cell type-specific expression of the Mas proto-oncogene in
testis. J Histochem Cytochem , v.50, n.5: p.691-6, May 2002.

AMBROZ, C.; CLARK, AJ.L.; CATT, KJ. The Mas oncogene enhances
angiotensin-induced [Ca2_]i responses in cells with pre-existing angiotensin Il
receptors. Biochim Biophys Acta , v.1133: p.107-111, 1991.

ANDRADE, S.P. et al. Angiotensin-lI-induced angiogenesis in sponge implants in
mice. Int J Microcirc Clin Exp , v.16: p.302-307, 1996.

BAKER, K.M.; ACETO, J.F. Angiotensin Il stimulation of protein synthesis and cell
growth in chick heart cells. Am J Physiol Heart Circ Physiol , v.259: p.H610-
H618, 0363-6135/90, 1990.

BENEDETTO, M.T.; TABANELLI, S.; GURPIDE, E. Estrone sulfate sulfatase
activity is increased during in vitro decidualization of stromal cells from human
endometrium. J Clin Endocrinol Metab , v.70: p.342-345, 1990.

BERRY, C. et al. Angiotensin receptors: signaling, vascular pathophysiology, and
interactions with ceramide. Am J Physiol Heart Circ Physiol , v.281, n.6:
p.H2337-65, Dec 2001.

BLOCK, C.H. et al. Immunocytochemical localization of angiotensin (1-7) in the rat
forebrain. Peptides , v.9: p.1395-1401, 1988.

BOTELHO, L.M.O. et al. Plasma angiotensin-(1-7) immunoreactivity is increased
by salt load, water deprivation, and hemorrhage. Peptides, v.15;4: pp.723-729,
1994.

BRAUN-MENENDEZ, E. et al. The substance causing renal hypertension. J
Physiol , v.98: p.283-298, 1940.

BROSNIHAN, K.B. Effect of the angiotensin-(1-7) peptide on nitric oxide release.
Am J Cardiol , v.82: p.17S-19S, 1998.

BROSNIHAN, K.B.; LI, P.; FERRARIO, C. Angiotensin-(1-7) dilates canine
coronary arteres through kinins and nitric oxide. Hypertension, v.27: p.523-528,
1996.

BUCZKO, W.; KUCHAREWICZ, I. Angiotensin-(1-7). One step forward? Pol J
Pharmacol , v.52, n.2: p.75-81, Mar-Apr 2000.



65

BUNNEMANN, B. et al. Autoradiographic localization of Mas proto-oncogene
MRNA in adult rat brain using in situ hybridization. Neuroscience Letters , v114:
p.147-153, 1990.

CAMPBELL, D.J. Circulating and tissue angiotensin systems. J Clin Invest , v.79,
n.1l: p.1-6, jan 1987.

CAMPBELL, D.J.; HABENER, J.F. Angiotensinogen gene is expressed and
differentially regulated in multiple tissues of the rat. J Clin Invest , v.78, n.1: p.31-
39, Jul 1986.

CAMPAGNOLE-SANTOS, M.J. et al. Cardiovascular effects of angiotensin-(1-7)
injected into the dorsal medulla of rats. Am J Physiol , v.257: p.H324-H329, 19809.

CHAPPELL, M.C. et al. Conversion of angiotensin | to angiotensin-(1-7) by thimet
oligopeptidase (EC 3.4.24.15) in vascular smooth muscle cells. J Vasc Med Biol,
v.5: p.129-137, 1994.

CHAPPELL, M.C. et al. Identification of angiotensin-(1-7) in rat brain. Evidence for
differential processing of angiotensin peptides. J Biol Chem , v.264: p.16518-
16523, 1989.

CHAPPELL, M.C. et al. Metabolism of angiotensin-(1-7) by angiotensin-converting
enzyme. Hypertension, v.31, n.1 Pt 2: p.362-7, Jan 1998.

CHOMCZYNSKI, P.; SACCHI, N. Single-step method of RNA isolation by acid
guanidinium thiocyanate-phenol-chloroform extraction. Anal Biochem, v.162:
p.156-9, 1987.

CLARKE, C.L.; SUTHERLAND, R.L. Progestin regulation of cellular proliferation.
Endocr Rev . v.11, n.2: p.266-301, May 1990.

CLARK, M.A. et al. Angiotensin-(1-7) reduces renal angiotensin Il receptors
through a cyclooxygenase-dependent mechanism. J Cardiovasc Pharmacol,
v.41: p.276-283, 2003.

COSTA, A.P.R. et al. Angiotensin-(1-7): a novel peptide in the ovary.
Endocrinology, Vv.144: p.1942-1948, 2003.

COSTA-GONCALVES, A.C. et al. Evidence that the vasodilator angiotensin-(1-7)-
Mas axis plays an important role in erectile function. Am J Physiol Heart Circ
Physiol , Epub 2007 Jul 6, v.293, n.4: p.H2588-96, Oct 2007.

DAEMEN, M.J. et al. Angiotensin Il induces smooth muscle cell proliferation in the
normal and injured rat arterial wall. Circ Res, v.68, n.2: p.450-456, Feb 1991.

DIMMELER, S. et al. Angiotensin Il induces apoptosis of human endothelial cells.
Circ Res, v.81: p.970-976, 1997.



66

DONOGHUE, M. et al. A novel angiotensin converting enzyme-related
carboxypeptidase (ACE2) converts angiotensin | to angiotensin-(1-9). Circ Res,
v.87: p.E1-E9, 2000.

DZAU, V.J. et al. Tissue-specific regulation of renin expression in the mouse.
Hypertension, v.9, n.6 Pt 2: p.Il136-41, Jun 1987a.

DZAU, V.J. et al. Characterization of purified rabbit uterine renin: influence of
pregnancy on uterine inactive renin. Endocrinology , v.120: p.358-364, Copyright,
1987h.

EHLERS, M.R.; RIORDAN, J.F. Angiotensin-converting enzyme: new concepts
concerning its biological role. Biochemistry, v.27;28, n.13: p.5311-5318, Jun
1989.

ENDERS, A.C. Current topic: structural responses of the primate endometrium to
implantation. Placenta, v.12: p.309-325, 1991.

ERDQOS, E.G. Angiotensin | converting enzyme and the changes in our concepts
through the years: Lewis K. Dahl memorial lecture. Hypertension, v.16: p.363—
370, 1990.

ETIENNE, J.; MILLOT, F. Bioquimica Genética e Biologia Molecular . 62 ed.
Santos, 2003.

FARHY, D.R. et al. Role of kinins and nitric oxide in the effects of ACE inhibition
on neointima formation. Circ Res, v.72: p.1202-1210, 1993.

FAZLEABAS, A.T. et al. Modulation of the baboon (Papio anubis) uterine
endometrium by chorionic gonadotrophin during the period of uterine receptivity.
Proc Natl Acad Sci USA, v.2; n.96(5): p.2543-8, Mar 1999.

FAZLEABAS, A.T.; STRAKOVA, Z. Endometrial function: cell specific changes in
the uterine environment. Mol Cell Endocrinol , v.186, Issue 2: p.143-147, Jan
2002.

FERENCZY, A. Studies on the cytodynamics of human endometrial regeneration.
[I. Transmission electron microscopy and histochemistry. Am J Obstet Gynecol
v.124: p.582-95, 1976.

FERNANDEZ, L.A.; TWICKLER, J.; MEAD, A. Neovascularization produced by
angiotensin Il. J Lab Clin Med , v.105, n.2: p.141-5, 1985.

FERRARIO, C.M. Commentary on Tikellis et al.: there is more to discover about
angiotensin-converting enzyme. Hypertension , v.41: p.390-391, Mar 2003.

FERRARIO, C.M. Angiotensin-converting enzyme 2 and angiotensin-(1-7): an
evolving story in cardiovascular regulation. Hypertension, v.47:p.515-521, 2006.



67

FERRARIO, C.M. et al. A hypothesis regarding the function of angiotensin
peptides in the brain. Clin Exp Hypertens, v.10, Suppl 1: p.107-21, 1988.

FERRARIO, C.M. et al. Counterregulatory actions of angiotensin-(1-7).
Hypertension, v.30: p.535-541, 1997.

FERRARIO, C.M. et al. Novel angiotensin peptides regulate blood pressure,
endothelial function and natriuresis. J Am Soc Nephrol , v.9: p.1716-1722, 1998.

FERRARIO, C.M.; IYER, S.N. Angiotensin-(1-7): a bioactive fragment of the renin-
angiotensin system. Regul Peptides , v.78, n.1: pp.13-18(6), Nov 1998.

FERREIRA, M.C; WITZ, C.A;; HAMMES, L.S.; KIRMA, N.; PETRAGLIA, F,;
SCHENKEN, R.S.; REIS, F.M. Activin A increases invasiveness of endometrial
cells in an in-vitro model of human peritoneum. Mol Hum Reprod 2008, Epub Apr
19.

FERREIRA, S.H. Bradykinin-potentiaing factor (bpf) present in the venom of
Bothrops jararaca. Br J Pharmacol Chemother , v.24: p.163-9, 1965.

FERRIS, T.F.; GORDEN, P.; MULROW, P.J. Rabbit uterus as a source of renin.
Am J Physiol , v.212, n.3: p.698-702, Mar 1967.

FITZSIMONS, J.T. The effect on drinking of peptide precursors and of shorter
chain peptide fragments of angiotensin Il injected into the rat's diencephalon. J
Physiol, v.214, n.2: p.295-303, Apr 1971.

FONTES, M.A.P. et al. Evidence that angiotensin-(1-7) plays a role in the central
control of blood pressure at the ventrolateral medulla acting through specific
receptors. Brain Res, v.665: p.175-180, 1999.

FREEMAN, E.J. et al. Angiotenin-(1-7) inhibits vascular smooth muscle cell
growth. Hypertension , v.28: p.104-108, 1996.

GARG, U.C.; HASSID, A. Nitric oxide-generating vasodilators and 8-bromo-cyclic
guanosine monophosphate inhibit mitogenesis and proliferation of cultured rat
vascular smooth muscle cells. J Clin Invest , v.83: p.1774-1777, 1989.

GASPARO, M. et al. International Union of Pharmacology. XXIIl. The angiotensin
Il receptors. Pharmacol Rev , v.52: p.415-472, Sep 2000.

GALLAGHER, P.E. et al. Distinct roles for ANG Il and ANG-(1-7) in the regulation
of angiotensin-converting enzyme 2 in rat astrocytes. Am J Physiol Cell Physiol
Epub 2005 Sep 21, v.290, n.2: p.C420-6, Feb 2006.

GALLAGHER, P.E.; TALLANT, E.A. Inhibition of human lung cancer cell growth by
angiotensin-(1-7). Carcinogenesis, Epub 2004 Jul 29, v.25, n.11: p.2045-52, Nov
2004.



68

GIANI, J.F. et al. Angiotensin-(1 7) stimulates the phosphorylation of JAK2, IRS-1
and Akt in rat heart in vivo: role of the AT1 and Mas receptors. Am J Physiol
Heart Circ Physiol, Epub 2007 May 11, v.293, n.2: p.H1154-63, Aug 2007.

GIBSON, U.E.M.; HEID, C.A.; WILLIAMS, P.M. A novel method for real-time
quantitative RT-PCR. Genome Res, v.6: p.995-1001, 1999.

GLASSER, S.R. et al. The endometrium . 1% ed, Taylor & Francis, London, 2000.

GOLDENBERG, I. et al. Angiotensin ll-induced apoptosis in rat cardiomyocyte
culture: a possible role of AT1 and AT2 receptors. J Hypertens , v.19: p.1681-9,
2001.

GOODMAN, L.S.; GILMAN, A. As bases farmacoldgicas da terapéutica . 82 ed.,
Rio de Janeiro, Guanabara Koogan, 1991.

GRAHAM, J.D.; CLARKE, C.L. Physiological action of progesterone in target
tissues. Endocr Rev . v.18, n.4: p.502-19. Review. Aug 1997.

GRIENDLING, K.K. et al. Angiotensin Il signaling in vascular smooth muscle new
concepts. Hypertension, v.29: p.366, 1997.

HACKENTHAL, E. et al. Renin in the wuterus of non-pregnant mice.
Immunocytochemical, ultrastructural and biochemical studies. Histochemistry,
v.66, n.3: p.229-38, 1980.

HAGEMANN, A.; NIELSEN, A.H.; POULSEN, K. The uteroplacental renin-
angiotensin system: a review. Exp Clin Endocrinol , v.102, n.3: p.252-61. Review,
1994.

HALBE, H.W. Tratado de Ginecologia . 22 ed. Sao Paulo: Roca, v.1, 1993.

HANLEY, M.R. et al. The Mas oncogene as a neural peptide receptor: expression,
regulation, and mechanism of action. Ciba Foundation Symposiums , v.150:
p.23-46, 1990.

HEITSCH, H. et al. Angiotensin-(1-7) stimulated nitric oxide and superoxide
release from endothelial cells. Hypertension, v.37, n.1:p.72-76, Jan 2001.

HILCHEY, S.D.; BELL-QUILLEY, C.P. Association between the natriuretic action
of Ang-(1-7) and selective stimulation of renal prostaglandin 1, release.
Hypertension, v.25: p.1238-1244, 1995.

HSUEH, A.J.; PECK JR, E.J.; CLARK, J.H. Control of uterine estrogen receptor
levels by progesterone. Endocrinology, V.98, n.2: p.438-444, Feb 1976.

HSUEH, W.A. Renin in the female reproductive system. Cardiovasc Drugs Ther
v.2, n.4: p.473-477, 1988.



69

HSU, S.M.; RAINE, L.; FANGER, H. A comparative study of the peroxidase-
antiperoxidase method and an avidin-biotin complex method for studing
polypeptide hormones with radioimmunoassay antibodies. Am J Clin Pathol ,
v.75, n.5: p.734-8, May 1981.

HUSAIN, A. et al. Evidence for the existence of a family of biologically active
angiotensin I-like peptides in the dog central nervous system. Circ Res, v. 52, n.4:
p.460-4, Apr 1983.

IYER, S.N. et al. Evidence that prostaglandins mediate the antihypertensive
actions of angiotensin-(1-7) during chronic blockade of the renin-angiotensin
system. J Cardiovasc Pharmacol , v.36: p.109-117, 2000.

JABBOUR, H.N. et al. Endocrine regulation of menstruation. Endocr Rev . 2006
Feb; v.27, n.1: p.17-46. Epub, Sep 13, 2005.

JACKMAN, H.L. et al. Angiotensin 1-9 and 1-7 release in human heart: role of
cathepsin A. Hypertension, v.39: p.976, 2002.

JACKSON, T.R. et al. The Mas oncogene encodes an angiotensin receptor.
Nature, v.335: p.437-440, 1988.

JAISWAL, N. et al. Stimulation of endothelial cell prostaglandin production by
angiotensin peptides: characterization of the receptor. Hypertension , v.19: p.l149-
1155, 1992.

KHORRAM, O.; GARTHWAITE, M.; MAGNESS, R.R. Endometrial and myometrial
expression of nitric oxide synthase isoforms in pre- and postmenopausal women.
J Clin Endocrinol Metab , v.84, n.6: p.2226-32, Jun 1999.

KING, W.J.; GREENE, G.L. Monoclonal antibodies localize oestrogen receptor in
the nuclei of target cells. Nature, v.307, n.5953: p.745-747, 1984.

KIRKLAND, J.L.; MURTHY, L.; STANCEL, G.M. Progesterone inhibits the
estrogen-induced expression of c-fos messenger ribonucleic acid in the uterus.
Endocrinology, v.130, n.6: p.3223-30, Jun 1992.

KOHARA, K.; BROSNIHAN, K.B.; FERRARIO, C.M. Angiotensin(1-7) in the
spontaneously hypertensive rat. Peptides, v.14, n.5: p.883-91, Sep/Oct 1993.

KOSTENIS, E. et al. G-protein-coupled receptor Mas is a physiological antagonist
of the angiotensin Il type 1 receptor. Circulation, v.111:p.1806-1813, 2005.

LANGEVELD, B. et al. Angiotensin-(1-7) attenuates neointimal formation after
stent implantation in the rat. Hypertension, v.45: p.138, 2005.

LEHNINGER, A.L. Principios de Bioquimica . 32 ed. Sdo Paulo: Sarvier, 2002.
LE NOBLE, F.A. et al. Angiotensin Il stimulates angiogenesis in the chorio-

allantoic membrane of the chick embrio. Eur J Pharmacol , v.26;195, n.2: p.305-6,
Mar 1991.



70

LI, C. et al. Definitive molecular evidence of renin—angiotensin system in human
uterine decidual cells. Hypertension, v.36: p.159-64, 2000.

LI, P. et al. Angiotensin-(1-7) augments bradykinin-induced vasodilation by
competing with ACE and releasing nitric oxide. Hypertension , v.29: p.394-400,
1997.

LIVAK, K.J.; SCHMITTGEN, T.D.: Analysis of relative gene expression data using
real-time quantitative PCR and the 2-AACt method. Methods, v.25: p.402-408,
2001.

LI, X.F.; AHMED, A. Compartmentalization and cyclic variation of immunoreactivity
of renin and angiotensin converting enzyme in human endometrium throughout the
menstrual cycle. Hum Reprod , v.12: p.2804-2809, 1997.

LODISH, H. et al. Biologia celular e molecular . 52 ed. Porto Alegre: Artmed,
2005.

LUCIDI, R.S. et al. A novel in vitro model of the early endometriotic lesion
demonstrates that attachment of endometrial cells to mesothelial cells is
dependent on the source of endometrial cells. Fertil Steril , v.84: p.16-21, 2005.

LUDWIG, H.; SPORNITZ, U.M. Microarchitecture of the human endometrium by
scanning electron microscopy: menstrual desquamation and remodelling. Ann N Y
Acad Sci . v.622: p.28-46, 1991.

MACHADO, R.D.P.; SANTOS, R.A.S.; ANDRADE, S.P. Opposing actions of
angiotensins on angiogenesis. Life Sci, v.66: p.67-76, 1999.

MENON, J. et al. Angiotensin-(1-7) inhibits growth of human lung adenocarcinoma
xenografts in nude mice through a reduction in cyclooxygenase-2. Cancer Res,
v.15;67, n.6: p.2809-15, Mar 2007.

METZGER, R. et al. Expression of the mouse rat mas protooncogene in the brain
and peripheral tissues. FEBS Lett, v.357: p.27-32, 1995.

MOLLER, B. et al. Expression of the angiogenic growth factors VEGF, FGF-2,
EGF and their receptors in normal human endometrium during the menstrual
cycle. Mol Human Reprod, v.7: p.65-72, 2001.

MORISAKI, N. et al. Cell cycle-dependente inhibition of DNA synthesis by
prostaglandin 12 in cultured rabbit aortic smooth muscle cells. Atherosclerosis,
v.71, n.2-3: p.165-71, 1988.

MUTHALIF, M.M. et al. Signal transduction mechanisms involved in angiotensin-
(1-7)-stimulated arachidonic acid release and prostanoid synthesis in rabbit aortic
smooth muscle cells. J Pharmacol Exp Ther , v.284: p.388-398, 1998.



71

MYLONAS, I. et al. Immunohistochemical analysis of estrogen receptor alpha,
estrogen receptor beta and progesterone receptor in normal human endometrium.
Acta Histochem, v.106, n.3: p.245-52, 2004.

NARDO, L. G. et al. Pinopode expression during human implantation. Eur J Obst
Gynecol Reprod Biol , v. 101, n.2: p. 104-108.

NARUSE, M. et al. Gonadotropin-dependent renin in rat testes. Proc Soc Exp
Biol Med , v.177, n.2: p.337-342, 1984.

NELSON, K. et al. Epidermal growth factor replaces estrogen in the stimulation of
female genital-tract growth and differentiation. Proc Natl Acad Sci USA , v.88:
p.21-25, 1991.

NILSSON, J.; OLSSON, A.G. Prostaglandin EI inhibits DNA synthesis in arterial
smooth muscle cells stimulated with platelet-derived growth factor.
Atherosclerosis , v.53: p.77-82, 1984.

NOYES, R.W.; HERTIG, A.T.; ROCK, J. Dating the endometrial biopsy. Fertil
Steril , v.1: p.3-25, 1950.

OKULICZ, W.C.; BALSAMO, M.; TAST, J. Progesterone regulation of endometrial
estrogen receptor and cell proliferation during the late proliferative and secretory
phase in artificial menstrual cycles in the rhesus monkey. Biol Reprod, v.49: p.24-
32, 1993.

OKUYAMA, A. et al. Induction of renin-angiotensin system in human testis in vivo.
Arch Androl , v.21: p.29-35, 1988.

PAGE, I.H.; HELMER, O.M. A crystalline pressor substance (angiotonin) resulting
from the reaction between renin and renin-activator. J Exp Med, v.71, n.1: p.29-
42, 1940.

PANDEY, K.N.; MISONO, K.S.; INAGAMI, T. Evidence for intracellular formation
of angiotensins: coexistence of renin and angiotensin-converting enzyme in Leydig
cells of rat testis. Biochem Biophys Res Commun , v.16, n.122(3): p.1337-43,
Aug 1984.

PAUL, M.; MEHR, A.P.; KREUTZ, R. Physiology of local renin-angiotensin
systems. Physiol Rev, v.86, n.3: p.747-803, Jul 2006.

PAULA, R.D. et al. Angiotensin-(1-7) potentiates the hypotensive effect of
bradykinin in conscious rats. Hypertension, v.26, n.6 Pt 2: p.1154-9, Dec 1995.

PEREIRA, V. et al. Immunolocalization of angiotensin-(1-7)/Mas receptor and
angiotensin 1l in the rat ovary. The society for the study of reproduction 38"
Annual Meeting : p.24-27, Quebec City, Quebec, Canada, July 2005.



72

PNG, F.Y.; MURPHY, C.R. Cytoskeletal proteins in uterine epithelial cells only
partially return to the pre-receptive state after the period of receptivity. Acta
Histochem, v.104, n.3: p.235-244, 2002.

PORSTI, I. et al. Release of nitric oxide by angiotensin-(1-7) from porcine coronary
endothelium: implications for a novel angiotensin receptor. Br J Pharmacol ,
v.111: p.652-654, 1994.

PRESS, M.F.; GREENE, G.L. Localization of progesterone receptor with
monoclonal antibodies to the human progestin receptor. Endocrinology , v.122,
n.3: p.1165-75, Mar 1988.

PUCELL, A.G.; BUMPUS, F.M.; HUSAIN, A. Rat ovarian angiotensin Il receptors.
Characterization and coupling to estrogen secretion. J Biol Chem , v.25;262, n.15:
p.7076-7080, May 1987.

SAMPAIO, W.O. et al. Angiotensin-(1-7) through receptor Mas mediates
endothelial nitric oxide synthase activation via Akt-dependent pathways.
Hypertension, Epub 2006 Nov 20, v.49, n.1: p.185-92. Jan 2007a.

SAMPAIO, W.O. et al. Angiotensin-(1-7) counterregulates Angiotensin Il signaling
in human endothelial cells. Hypertension, Epub 2007 Nov 5, v.50, n.6: p.1093-8,
Dec 2007b.

SANGHA, R.K. et al. Fibroblast growth factor receptor-1 is a critical component for
endometrial remodeling: localization and expression of basic fibroblast growth
factor and FGF-R1 in human endometrium during the menstrual cycle and
decreased FGF-R1 expression in menorrhagia. Lab Invest, v.77: p.389-402,
1997.

SANTOS, R.A.S. et al. Angiotensin-(1-7) is an endogenous ligand for the G
protein-coupled receptor Mas. Proc Natl Acad Sci USA , v.100: p.8258-8263,
2003.

SANTOS, R.A.S. et al. Characterization of a new angiotensin antagonist selective
for angiotensin-(1-7): evidence that the actions of angiotensin-(1-7) are mediated
by specific angiotensin receptors. Brain Res Bull , v.35: p.293-298, 1994.

SANTOS, R.A.S. et al. Converting enzyme activity and angiotensin metabolism in
dog brainstem. Hypertension, v.11:p.1153-7, 1988.

SANTOS, R.A.S. et al. Evidence for a physiological role of angiotensin-(1-7) in the
control of hydroelectrolyte balance. Hypertension, v.27: p.875-884, 1996.

SANTOS, R.A.S. et al. Production of angiotensin-(1-7) by human vascular
endothelium. Hypertension , v.19 (Suppl II): p.lI-56-11-61, 1992.

SANTOS, R.A.S.; CAMPAGNOLE-SANTOS, M.J. Central and peripheral actions
of angiotensin-(1-7). Br J Med Biol Res , v.27: p.1033-1047, 1994.



73

SARIDOGAN, E. et al. Type 1 angiotensin Il receptors in human endometrium.
Mol Hum Reprod , v.2: p.659-664, 1996.

SCHIAVONE, M.T. et al. Release of vasopressin from the rat hypothalamo-
neurohypophysial system by angiotensin-(1-7) heptapeptide. Proc Natl Acad Sci
USA, v.85, n.11: p.4095-8, Jun 1988.

SHAH, D.M. et al. Effect of progesterone on renin secretion in endometrial
stromal, chorionic trophoblast, and mesenchymal monolayer cultures. Am J
Obstet Gyneco, v.164, n.4: p.1145-1150, Apr 1991.

SHAW, K.J. et al. Human decidua is a major source of renin. J Clin Invest , v.83:
p.2085-2092, 1989.

SIMOES E SILVA, A.C. et al. The renin angiotensin system in childhood
hypertension: selective increase of angiotensin-(1-7) in essential hypertension. J
Pediatr, v.145, n.1: p.93-8, Jul 2004.

SOUBRIER, F.; CORVOL, P. Clinical implications of the molecular biology of the
renin-angiotensin system. Eur Heart J , v.11 Suppl D:3-10. Review, May 2000.

SPEROFF, I.; FRITZ, M.A. Clinical gynecology endocrinology and infertility
7% ed. Lippincott Williams & Wilkins, 2005.

SQUIRES, P.M.; KENNEDY, T.G. Evidence for a role for a uterine renin-
angiotensin system in decidualization in rats. J Reprod Fertil , v.95, n.3: p.791-
802, Aug 1992.

SRISUPARP, S.; STRAKOVA, Z.; FAZLEABAS, A.T. The role of chorionic
gonadotropin (CG) in blastocyst implantation. Arch Med Res, v.32, n.6: p.627-
634(8), Nov 2001.

STRAKOVA, Z.; SRISUPARD, S.; FAZLEABAS, A.T. IL-1B during in vitro
decidualization in primate. J Reprod Immunol , v.55, Issue 1-2: p.35-47, 2002.

STRAWN, W.B.; FERRARIO, C.M.; TALLANT, E.A. Angiotensin-(1-7) reduces
smooth muscle growth after vascular injury. Hypertension, v.33, pt. 2: p.207-211,
1999.

TALLANT, E.A.; CLARK, M.A. Molecular mechanisms of inhibition of vascular
growth by angiotensin-(1-7). Hypertension, Epub 2003 Sep 2, v.42, n.4: p.574-9,
Oct 2003.

TALLANT, E.A.; DIz, D.l.; FERRARIO, C.M. State-of-the-Art lecture.
Antiproliferative actions of angiotensin-(1-7) in vascular smooth muscle.
Hypertension, v.34, n.4 Pt 2: p.950-7, Oct 1999.

TALLANT, E.A.; FERRARIO, C.; GALLAGHER, P.E. Angiotensin-(1-7) inhibits
growth of cardiac myocites through activation of the Mas receptor. Am J Physiol
Heart Circ Physiol , Epub 2005 Jun 10, v.289, n.4: p.H1560-6, Oct 2005.



74

TIGERSTEDT, R.; BERGMAN, P.G. Niere und Kreislauf. Scandinav Arch J
Physiol , v.8: p.223, 1898.

TIPNIS, S.R. et al. A human homolog of angiotensin-converting enzyme: cloning
and functional expression as a captopril-insensitive carboxypeptidase. J Biol
Chem, v.275: p.33238-33243, 2000.

TONNAER, J.A. et al. Proteolytic conversion of angiotensins in rat brain tissue.
Eur J Biochem , v.15, n.131(2): p.415-21, Mar 1983.

TRASK, A.J.; FERRARIO, C.M. Angiotensin-(1-7): pharmacology and new
perspectives in cardiovascular treatments. Cardiovasc Drug Rev , v.25,n.2,
pp.162-174(13), Summer 2007.

TSCHUGGUEL, W. et al. Elevation of inducible nitric oxide synthase activity in
human endometrium during menstruation. Biol Reprod , v.60, n.2: p.297-304, Feb
1999.

TSENG, L. et al. Cyclic expression of endothelial nitric 6xide synthase mRNA in
the epithelial gland human endometrium. J Soc Gynecol Investig , v.3, n.1: p.33-
8, 1996.

TSENG, L.; GURPIDE, E. Induction of human endometrial estradiol
dehydrogenase by progestins. Endocrinology, v.97, n.4: p.825-33, Oct 1975.

VICKERS, C. et al. Hydrolysis of biological peptides by human angiotensin-
converting enzyme-related carboxypeptidase. J Biol Chem , v.277. p.14838-
14843, 2002.

VINCENT, S.; MARTY, L.; FORT, P. S26 ribosomal protein RNA: an invariant
control for gene regulation experiments in eucaryotic cells and tissues. Nucleic
Acids Res , v.25; n.21(6): p.1498, March 1993.

VISON, et al. Tissue renin-angiotensin systems and reproduction. Hum Reprod
12:651-62

WELCHES, W.R. et al. Evidence that prolyl endopeptidase participates in the
processing of brain angiotensin. J Hypertens, v.9, n.7: p.631-638, Jul 1991.

WHITEBREAD, S. et al. Preliminary biochemical characterization of two
angiotensin Il receptor subtypes. Biochem Biophys Res Commun , v.163: p.284-
291, 1989.

YAMAMOTO, K. et al. In vivo metabolism of angiotensin | by neutral
endopeptidase (EC 3.4.24.11) in spontaneously hypertensive rats. Hypertension
v.19(6 Pt 2): p.692-6, 1992.



75

YOUNG, D. et al. Characterization of the rat Mas oncogene and its high-level
expression in the hippocampus and cerebral cortex of rat brain. Proc Natl Acad
Sci USA, v.85, n.14: p.5339-5342, Jul 1988.

YOUNG, D. et al. Isolation and characterization of a new cellular oncogene
encoding a protein with multiple potential transmembrane domains. Cell, v.45:
p.711-719, 1986.

YUAN, J.S. et al. Statistical analysis of real-time PCR data. BMC Bioinformatics ,
v.22;7: p.85, Feb 2006.

ZHU, Z. et al. Angiotensin-(1-7) Inhibits Angiotensin Il-Induced Signal
Transduction. J Cardiovasc Pharmacol , v.40, n.5: p.693-700, November 2002.

ZHU, B.T.; CONNEY, A.H. Functional role of estrogen metabolism in target cells:
review and perspectives. Carcinogenesis, v.19:p.1-27, 1998.

ZUCKERBRAUN, B.S. et al. Nitric oxide-induced inhibition of smooth muscle cell
proliferation involves S-nitrosation and inactivation of RhoA. Am J Physiol Cell
Physiol , Epub 2006 Aug 16, v.292, n.2: p.C824-31, Feb 2007.



76

UF/V\G Universidade Federal de Minas Gerais
Comite de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP

Parecer n?. ETIC 076/07

Interessado(a): Prof. Fernado Marcos dos Reis
Depto. de Ginecologia e Obstetricia
Faculdade de Medicina-UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no dia
25 de abril de 2007, apds atendidas as solicitacdes de diligéncia, o©
projeto de pesquisa intitulado "Expresséo da angiotensina (1-7) Mas e
de molécuias correlatas no endométrio humano" bem como o Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apos o inicio do projeto.

Profa. Dra. Makia Elera d Lima Perez Garcia
Presidente do COEP-UFMG

6 of  pa
Recehido ne GOB wdf;‘_ﬁw“f’_

e 7 ) ; " . B
Asginsiura. fmf@f/ﬂb/ Y Vi,
,"‘/d_\\"a /\[’

o

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 — Cep: 31270-901 - BH-MG
Telefone: (031) 3499-4592- FAX: (031)3499-4516 - ¢-mail: prpa:icoep.ufme br



