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RESUMO

Introducéo: leiomiomas uterinos sdo 0s tumores benignos mais prevalentes
nas mulheres em idade fértil, ocorrem em cerca de 50% da populacdo feminina
e sao a indicagdo mais frequente de histerectomia. A importancia dos
esteroides ovarianos na etiologia dos leiomiomas estda bem estabelecida;
contudo, as contribuicbes relativas dos estrogenos e da progesterona no
crescimento dos leiomiomas ainda s&o controversas. Muitos estudos tém
apresentado evidéncias de que a progesterona seria mais importante do que os
estrogenos para o desenvolvimento destes tumores, e antiprogestdgenos como
a mifepristona podem tornar-se uma nova possibilidade de tratamento
conservador. Ensaios clinicos tém sugerido que a mifepristona € efetiva no
tratamento de leiomiomas, causando redugdo no tamanho dos tumores.
Todavia, a recorréncia da proliferacdo dos tumores apds o fim do tratamento e
0s mecanismos de acdo da mifepristona na regulacédo dos receptores de
progesterona ainda néo estao esclarecidos. O objetivo deste estudo foi avaliar
o efeito da mifepristona sobre a proliferacdo celular e a expressao génica de
receptores de progesterona A e B, em um modelo de cultura de células de
miométrio e leiomioma, sob diferentes condicbes hormonais. Métodos:
fragmentos de leiomioma e de miométrio adjacente foram obtidos de cinco
pacientes submetidas a histerectomia. Foram padronizadas as culturas
primarias de leiomioma e miométrio, e as células de cada tipo de tecido em

cultura foram divididas em cinco grupos de tratamento: estradiol, estradiol e
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mifepristona, estradiol e progesterona, estradiol, progesterona e mifepristona e
controle (etanol utilizado como veiculo dos horménios). Foi realizada analise
imunocitoquimica para a-actina. A proliferacdo celular foi avaliada através de
contagem em hemocitdmetro e ensaio de MTT no tempo 7 (ap0s o tratamento
com mifepristona) e no tempo 9 (apos a recuperacdo do tratamento). No dia 7,
foi feita extracdo de RNA para avaliar a expressdo de receptores de
progesterona (PRs) A e B através de PCR em tempo real. Resultados: o
estabelecimento do modelo de cultura de células foi confirmado através da
coloracdo positiva para a-actina e pela observacdo de caracteristicas
morfologicas tipicas de células musculares lisas. As técnicas de avaliacdo da
proliferacdo celular, contagem e MTT, mostraram correlacdo positiva. O
tratamento com estradiol aumentou a proliferacéo celular de ambos os tipos de
tecido, em relacdo ao grupo controle. O tratamento com progesterona
associada ao estradiol aumentou a proliferacdo das células de ambos tecidos,
em relacdo ao tratamento com estradiol isoladamente e ao controle. Para os
dois tratamentos, as células de leiomioma proliferaram mais do que as células
de miométrio. No tempo 7, o tratamento com mifepristona associada ao
estradiol inibiu a proliferacdo celular em leiomioma (42%) e no miométrio
(23%), em comparagdo ao mesmo tecido tratado somente com estradiol. O
tratamento com mifepristona em associagdo com estradiol e progesterona
inibiu a proliferacdo celular em leiomioma (105%) e miométrio (56%), em
comparacao ao mesmo tecido tratado com estradiol e progesterona. No tempo
9, apos a recuperacao do tratamento com mifepristona, células de miométrio
mostraram maior resposta proliferativa do que ceélulas de leiomioma. Todavia, o

tratamento com mifepristona ndo foi capaz de inibir completamente a
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proliferacédo celular, visto que todos os grupos tratados mostraram aumento de
proliferacdo do tempo 7 até o tempo 9. Foi demonstrada a expressao das duas
isoformas de PRs, A e B, em miométrio e leiomioma in vitro; contudo, as
comparacdes entre os grupos de tratamento ndo foram possiveis devido ao
reduzido tamanho amostral. Conclusdes: culturas primarias de células de
miométrio e leiomioma sdo um modelo viavel para avaliacdo da proliferacao
celular em diferentes condicBes hormonais, e 0 ensaio de MTT pode ser um
bom método de avaliacdo. A mifepristona inibiu a proliferacdo celular em
ambos os tipos de tecido, com o maior efeito quando associada ao estradiol e a
progesterona e em células de leiomioma. Células de miométrio e leiomioma
expressam as duas isoformas de PRs in vitro. Mais estudos sdo necessarios
para esclarecer o papel da mifepristona na regulacdo da expressao génica e

proteica dos PRs.
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ABSTRACT

Introduction: uterine leiomyomata are the most common benign tumors in
women of reproductive age, with an estimated incidence greater than 50% and
being the most common indication for hysterectomy. Importance of ovarian
steroids in the etiology of leiomyomas is well established; however, relative
contributions of estrogens and progesterone in leiomyomas growth are still
controversial. Many studies have presented evidences that progesterone is
more important than estrogens for the development of these tumors, and
antiprogestins like mifepristone have become a new possibility for conservative
treatment. Clinical trials suggest that mifepristone is effective in treating
leiomyomata, producing reduction of their size. However, recurrence of tumor
proliferation after treatment and molecular mechanisms of mifepristone action in
regulating progesterone receptors remains unknown. Therefore, the aim of this
study was to evaluate the effect of mifepristone on cell proliferation and
progesterone receptors A and B gene expression, in a model of leiomyoma and
matched myometrium cell cultures under different hormonal conditions.
Methods: human leiomyoma and matched myometrial tissues were obtained
from five patients undergoing hysterectomy. Cells maintened in culture from
each tissue were divided into 5 treatment groups: estradiol, estradiol and
mifepristone, estradiol and progesterone, estradiol, progesterone and
mifepristone, and control group (ethanol as a vehicle from hormones).
Immunocytochemistry analysis for a-actin was performed. Cell proliferation was

evaluated by hemocytometer counting and MTT assay at day 7 (after
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mifepristone treatment) and day 9 (after recovery from treatment). RNA
extraction was performed at day 7 to evaluate progesterone receptors (PRs) A
and B expression by real time PCR. Results: culture cell establishment was
confirmed by positive staining for a-actin and by observed morphological
characteristics from smooth muscle cells. Cell proliferation evaluating
techniques, hemocytometer counting and MTT, showed positive correlations.
Estradiol treatment increased cell proliferation for leiomyoma and myometrium
cells compared to control group. Progesterone combined to estradiol increased
cell proliferation in both cell types, compared to estradiol alone and control
group. For both hormonal treatments, leiomyoma showed significantly higher
proliferation than myometrial cells. At day 7, mifepristone treatment in
association with estradiol inhibited cell proliferation in leiomyoma (42%) and
myometrial cells (23%), compared to the same tissue treated with estradiol
alone. Mifepristone treatment in association with estradiol and progesterone
also inhibited cell proliferation in leiomyoma (105%) and myometrial cells (56%),
compared to the same tissue treated with estradiol and progesterone. At day 9,
after recovery from mifepristone treatment, myometrial cells showed greater
proliferative response than leiomyoma cells. However, mifepristone treatment
was not able to completely inhibit cell proliferation, whereas treated groups
showed increased proliferation from day 7 to 9. We have found that two
isoforms of PRs, A and B, were expressed in both myometrial and leiomyoma in
vitro; however, comparisons between groups were not possible due to the small
sample size. Conclusions: primary myometrial and leiomyomata cell cultures
are a viable model for cell proliferation analysis under different hormonal

conditions, and MTT assay could also be a good evaluation method.
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Mifepristone inhibited cell proliferation of both types of tissue, with maximum
effect in association with estradiol and progesterone in leiomyoma cells. PRs A
and B were expressed in myometrial and leiomyoma cells in vitro. Further
investigation is needed to clarify whether mifepristone regulates gene and

protein expression of PRs.
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INTRODUCAO

O utero é um 6rgao do sistema reprodutor feminino situado na
pelve, anterior ao reto e postero-superior a bexiga urinaria. Apresenta uma
porcdo dilatada, o corpo, cuja parte superior € chamada de fundo do utero, e
uma parte inferior, cilindrica, que se abre na vagina, chamada de colo uterino.
O dUutero é constituido por trés camadas: perimétrio (externa), miométrio
(intermediaria) e endométrio (interna) (Standring & Gray, 2008).

O perimétrio ou serosa consiste em duas laminas de peritbnio que
recobrem as faces anterior e posterior do utero. O miométrio é a camada mais
espessa do utero, sendo formado por fibras musculares lisas separadas por
tecido conjuntivo. As fibras musculares formam feixes que estdo dispostos em
trés camadas: interna (longitudinal), média (circular) e externa (longitudinal).

Durante a gestacao, ha hipertrofia (aumento do volume) e hiperplasia (aumento

do nimero de células) das fibras musculares lisas, aléem do aumento do calibre
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vascular de artérias e veias. O endométrio, camada mais interna, esta
constituido por epitélio cilindrico simples (revestimento interno do lUmen
uterino) e lamina proépria, que contém inumeras glandulas tubulares simples
(glandulas endometriais). Na camada superficial do endométrio ocorrem as
alteracdes ciclicas causadas pelos esteroides ovarianos e € onde se aloja o
produto da concepcdo até o momento do parto, quando a contracdo do
miométrio produz a forca propulsora para a expulsdo do feto (DeCherney &
Nathan, 2007).

Leiomiomas ou miomas sao tumores uterinos que se
desenvolvem no miométrio e constituem a neoplasia benigna mais comum do
sistema reprodutor feminino (Flake et al., 2003). Habitualmente, os leiomiomas
ocorrem no corpo uterino, podendo surgir também no colo do Gtero. Na maioria
das vezes sao firmes, de tamanhos variados e circundados por pseudocapsula,
composta de miométrio uterino comprimido. Nos leiomiomas, a celularidade
(quantidade de nucleos por unidade de area) € um pouco maior e o arranjo em
feixes mais nitido do que no miométrio normal. A boa delimitagdo do tumor e a
auséncia de invasdo dos tecidos vizinhos sugerem benignidade (Kumar et al.,
2005). Os leiomiomas tornam-se malignos (leiomiossarcomas) em menos de
0,1% das pacientes (Levy et al., 2000).

Os leiomiomas séo classificados de acordo com a localizagdo em
que ocorrem em intramurais (localizados no interior da parede uterina),
submucosos (fazem protrusdo na cavidade endometrial) ou subserosos (fazem
protrusdo na superficie serosa do utero). Os leiomiomas subserosos ou

submucosos podem ainda apresentar-se presos por um pediculo, crescendo
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além da superficie, sendo chamados de pediculados ou pedunculados (Figura
1) (Kumar et al., 2005).

Os sintomas sédo relacionados diretamente ao tamanho, ao
namero e a localizacdo dos miomas. Os subserosos tendem a causar sintomas
compressivos e distorcdo anatdmica de Orgdos adjacentes, 0s intramurais
causam sangramento e dismenorréia, enquanto que os submucosos produzem
sangramentos irregulares com maior frequéncia e estdo associados a
disfuncéo reprodutiva (Corleta et al., 2007). Hemorragia, dor suprapubica e,
nao raramente, infertilidade e abortamentos podem ocorrer. O sangramento e
as dores podem causar anemia e transtornos sociais, além de sintomas
urinarios e constipacdo. Em gestantes, os leiomiomas aumentam a frequéncia
de aborto espontaneo, ma apresentacao fetal, inércia uterina e hemorragia pos-

parto (Stewart, 2001).

Pedunculade

Ovario
Intramural

Submucoso

Subseroso Utero

Colo do utero

Figura 1. Classificacdo dos miomas quanto a localizacdo. Adaptado de Mayo

Foundation for Medical Education and Research, 2010 (Mayo, 2010).
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Os leiomiomas ocorrem em cerca de 50% da populacdo feminina,
sendo relativamente raros em mulheres muito jovens e na pdés-menopausa.
Sdo os tumores mais frequentes nas mulheres em idade fértil, tornando-se
sintomaticos em 20% a 50% dos casos. Por serem frequentemente
assintomaticos, estima-se que essa prevaléncia possa ser ainda maior (Okolo,
2008). Na maioria dos paises, os miomas uterinos sdo a indicacdo mais
frequente de histerectomia na pré-menopausa. Representam,
consequentemente, um grande problema de saude publica em todo o mundo
(Martel et al., 2004).

Estudos demograficos relatam ser a miomatose trés a nove vezes
mais frequente em mulheres afro-americanas em relacdo as caucasianas, além
de estar associada a um pior prognostico naquelas pacientes (Wise et al.,
2004). A paridade também é um fator de risco significativo, sendo a idade da
paciente no nascimento do ultimo filho inversamente proporcional ao risco de
desenvolvimento de miomas, sugerindo que a gestacao pode inibir a formacao
de novos tumores ou promover a regressao dos ja existentes. A gestacdo
revela a notavel capacidade de crescimento das células musculares lisas do
miométrio normal sem que haja transformacado maligna. Uma hip6tese proposta
é a de que as células do leiomioma assumam o fendtipo do miomeétrio
gestacional (Andersen & Barbieri, 1995). De fato, existem caracteristicas em
comum entre ambos, como o0 aumento da matriz extracelular, a expressdo de
receptores para hormdnios peptidicos e esteroides e a expressao da proteina
conexina 43, necessaria para a comunicacdo entre as células e para as
contracdes sincronizadas do trabalho de parto. Todavia, nos leiomiomas néo

ocorre regressao via apoptose e a perda da diferenciacdo caracteristica do
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miométrio pds-parto, potencialmente pela diferenca na expressdo da
ciclooxigenase-2 (COX-2) e das prostaglandinas presentes na etapa final do
parto. O efeito protetor da gestacdo, fase na qual estes mediadores séo
induzidos, € consistente com esta hipotese (Cesen-Cummings et al., 2000).

Muitas citocinas e fatores de crescimento podem promover o
desenvolvimento de leiomiomas através de mecanismos autocrinos e/ou
paracrinos: o fator de crescimento tumoral-B (TGF-B), fatores de crescimento
semelhantes a insulina 1 e 2 (IGF-1/2), fator de crescimento de fibroblasto
basico (bFGF), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), e o fator
de crescimento epidérmico (EGF) (Sozen & Arici, 2002).

Nenhum gene especifico foi identificado como responsavel pelo
surgimento dos miomas. Estudos cromossémicos, no entanto, mostram
aberracdes citogenéticas heterogéneas em cerca de 40% dos casos, sendo as
cinco mais frequentes: translocacdo especifica entre os cromossomos 12 e 14,
trissomia do cromossomo 12, delecdo do cromossomo 7 e rearranjo
envolvendo o braco longo do cromossomo 12 e o braco curto do cromossomo 6
(Flake et al., 2003; Parker, 2007). Recentemente, foi demonstrado o
envolvimento dos cromossomos 10, 11 e 22 (Cha et al., 2011). Assim, multiplos
locus génicos parecem estar envolvidos.

A obesidade e a menarca precoce, que aumentam o tempo de
exposicao aos estrogenos, sdo conhecidos fatores de risco (Okolo, 2008). Os
leiomiomas se desenvolvem durante os anos reprodutivos e regridem apos a
menopausa, indicando um potencial de crescimento dependente de hormonios
esteroides ovarianos (Maruo et al., 2004). Culturas de tecidos mostram um

crescimento significativo quando as células sdo estimuladas apenas com
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progesterona e também quando sdo estimuladas com estrogénio e

progesterona (Wilson et al., 1980) (Figura 2).
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Figura 2. Etiologia dos leiomiomas. Os leiomiomas sédo heterogéneos em sua
histéria natural e etiologia, alteracdes genéticas cromossémicas e fatores de
risco como obesidade, paridade e etnia contribuem para o seu
desenvolvimento. O crescimento tumoral ocorre através do aumento do numero
de células e da matriz extracelular e € promovido por fatores de crescimento

enddcrinos e autécrinos. Adaptado de Walker & Stewart, 2005.

O modelo classico de acdo dos hormdnios esteroides, proposto
por Schuchard e colaboradores (1993), é aplicAvel aos receptores de
estrogenos, progesterona, andrégenos, glicocorticbides e mineralocorticéides e
descreve a acgdo nuclear dos receptores desses horménios. Os horménios

esteroides, por serem lipofilicos, difundem-se através da membrana celular,
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formando complexos de alta afinidade com o receptor especifico, resultando na
ativacdo do mesmo. A ativacdo envolve mudancas conformacionais e
associacOes entre proteinas, que capacitam o complexo hormdnio-receptor
(HR) a ligar-se com alta afinidade a regibes do DNA chamadas elementos
responsivos a esteroides (ERES). Esses elementos responsivos correspondem
a sequéncias de DNA de 15 a 20 pares de bases localizadas anteriormente ao
sitio de inicio da transcricdo do gene responsivo ao esteroide. Uma vez ligado
a essa sequéncia, o complexo HR atua como fator de transcricdo, modulando a
taxa de transcricdo do gene alvo. O modelo propde ainda que a ligacdo do
complexo HR aos EREs ativa a transcricdo dos chamados genes regulatérios
precoces (early genes), cuja resposta ocorre poucos minutos apos a
estimulacdo hormonal. As proteinas codificadas por estes genes retornam ao
ndcleo e modulam a expressao dos chamados genes estruturais tardios (late
genes). Esses genes codificam proteinas envolvidas no efeito biolégico final do
horménio (Schuchard et al., 1993) (Figura 3).

Os receptores caracterizam-se pela organizacdo em dominios
funcionais especificos, que incluem dominios de ligacdo ao horménio (ha
regido carboxi-terminal), de ligacdo ao DNA (central), dominios de
transativacdo (na regido amino-terminal), responsaveis pelo recrutamento de
co-ativadores da transcrigdo, e ainda dominios inibitérios, responsaveis pelo
recrutamento de co-repressores da transcricdo génica. H4 também dominios
de dimerizacdo, através dos quais 0s receptores ligados aos hormonios
dimerizam-se, e assim formam o complexo HR ativado (Mulac-Jericevic &
Conneely, 2004). Demonstrou-se, ainda, que uma vez o hormonio tendo se

ligado ao receptor, as regibes de ligacdo ao DNA e N-terminal da mesma
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molécula do receptor interagem entre si, estabilizando o complexo e otimizando

a ligacdo com proteinas co-regulatérias (Takimoto et al., 2003).

Figura 3. Mecanismo de acao
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transcricdo dos genes estruturais tardios (late genes) cujos produtos séo

proteinas estruturais que interferem no desenvolvimento celular.

O tempo de acdo dos hormoénios esteroides para a sintese de
guantidades significativas de novas proteinas € da ordem de horas. No entanto,
algumas das respostas aos hormoénios esteroides ndo se enquadram neste
modelo classico de acdo gendmica. Muitos fendmenos induzidos pelos
esteroides ocorrem rapidamente — por exemplo, a reacdo acrossomal que é

induzida pela progesterona segundos apds o contato deste horménio com os
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espermatozoides. A observacdo de fendbmenos como este estimulou a
realizacdo de pesquisas que identificaram respostas aos esteroides que
ocorrem em segundos ou minutos e que seguem vias nao-gendmicas (Losel &
Wehling, 2003).

O mecanismo de acdo nado-gendmica envolve a geracdo de
segundos mensageiros intracelulares e ativacdo de varias cascatas de
transducdo, como o fluxo de ions (comumente célcio), modulacdo do AMP
ciclico e as vias das proteinas-quinase. Alguns estudos ja identificaram
receptores de membrana para hormonios esteroides acoplados a proteinas G
(Karteris et al., 2006; Razandi et al., 2002; Sachdeva et al., 2000), no entanto, a
caracterizacdo destes receptores ainda é limitada. Em muitos casos, a acéo
nao-gendmica dos esteroides também pode ser atribuida aos receptores
classicos, que também podem interagir com cascatas de sinalizacao
intracelulares. Ainda, a geracdo de segundos mensageiros estimulada pela
ligacdo aos receptores de membrana pode influenciar o genoma através de
diversos mecanismos. Mesmo nao atuando primariamente no DNA, varios
segundos mensageiros modulam a expressao de genes através de fatores de
transcricdo, em uma interagdo complexa entre vias genbmicas e nao-
gendmicas. Esta acdo rapida, ndo-genémica dos hormonios esteroides é, sem
duvida, de uma importancia ainda subestimada (Losel et al., 2003).

Os estrogenos exercem seus efeitos fisiologicos nas células-alvo
através da ligacdo aos receptores nucleares especificos, sendo conhecidos
dois subtipos: os receptores de estrégenos alfa (ERa) e beta (ERP)

(Mosselman et al., 1996).
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Varias evidéncias apoiam o conceito de que os estrogenos estao
relacionados ao desenvolvimento e crescimento dos leiomiomas. Alguns
autores identificaram a expressdo de RNAmM de ambos os receptores, ERa e
ERB, em miométrio normal e em leiomiomas (Benassayag et al., 1999; Kovacs
et al., 2001; Pedeutour et al., 1998). Sakaguchi e colaboradores demonstraram
gue os niveis de RNAmM dos receptores de estrogenos variam durante o ciclo
menstrual, e que os niveis de RNAmM do ERa predominam sobre os do Erf
(Sakaguchi et al., 2003). Outros estudos observaram niveis elevados de RNAmM
de ambos receptores em leiomiomas em relacdo ao miométrio normal
(Benassayag et al., 1999; Kovacs et al., 2001).

Ja foi demonstrado que a ligacdo do horménio a ambos os
receptores é capaz de estimular a transcricdo dos mesmos genes-alvo, apesar
de o grau de ativacdo do ERB ser menor do que o do ERa (Enmark &
Gustafsson, 1999). Véarios genes regulados por estrégenos estdo mais
expressos em leiomiomas do que no miométrio normal, incluindo a proteina de
juncdo comunicante conexina 43, o colageno tipo | e lll, o IGF-1 e 0 IGF-I-R, 0
peptideo relacionado ao paratorménio (PTH-rp) e o0s receptores de
progesterona (PRs) (Andersen et al., 1995).

Além disso, varios autores identificaram nos leiomiomas uma
maior expressdo da enzima aromatase, uma estrogeno sintetase que catalisa a
conversdo de androgenos em estrégenos. Os estrogenos sintetizados in situ
nos leiomiomas exercem um efeito autdécrino e/ou paracrino sobre o
crescimento tumoral (Bulun et al., 1994; Shozu et al., 2001; Shozu et al., 2002).
Um estudo recente do nosso grupo de pesquisa, que comparou a expressao

proteica da enzima aromatase e da proteina dos receptores ERa e ER3 em 12
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amostras de tecido de leiomiomas e miométrio normal adjacente, nao
encontrou diferencas significativas de expressao entre os tecidos. Desta forma,
pode-se observar que, para que ocorra o desenvolvimento tumoral, ndo é
necessario que ocorra um aumento quantitativo nos niveis de estrogenos, mas
possivelmente, a interacdo destes horménios com outros fatores de transcricao
como citocinas e fatores de crescimento (Olmos Grings et al., 2012).

Também foi demonstrado que os estrégenos exercem efeitos
mitogénicos nas células de leiomiomas através da ativacdo da via das MAP-
kinases, possivelmente através da ligacdo a receptores de membrana,
exercendo desta forma um efeito rapido e nao-gendmico que envolve a
fosforilacdo de proteinas intracelulares. Ainda, sugere-se que a acdo dos
estrogenos pode ser mediada em parte por fatores de crescimento como EGF,
IGF-I e PDGF produzidos nas proprias células-alvo no utero (Barbarisi et al.,
2001).

Embora o nimero de receptores de estrogénio (ER) varie no
miométrio durante o ciclo menstrual, o tecido do mioma continua a ter niveis
elevados de ERs, especialmente no inicio das fases folicular e lutea. Além
disso, o tecido tumoral perde a capacidade de limitar os niveis de receptores de
estrogénio (Nelson et al., 1992).

A progesterona exerce seus efeitos através da interacdo com 0s
receptores intracelulares especificos, que se apresentam como duas isoformas:
PRB (100-120 kDa) e PRA (94 kDa), as quais sédo produtos de um unico gene,
como resultado da transcricdo de dois promotores alternativos, induzidos por

estrogenos, e também da traducéo de dois coédons de iniciacdo alternativos do
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RNA mensageiro (mMRNA) codificando PRB (Gronemeyer et al., 1991; Kastner
et al., 1990).

Estes receptores funcionam como fatores de transcricdo, mas
ambos apresentam funcdes biologicas diferentes. O PRB é descrito como um
forte ativador da transcricdo de varios promotores dependentes de
progesterona, e o PRA é descrito como repressor dominante da atividade do
PRB, assim como de outros receptores nucleares, sugerindo que uma alta
expressdo de PRA pode resultar em reduzida responsividade a progesterona
(Conneely et al., 2003; Graham & Clarke, 1997; Mote et al., 2002). O PRB
também foi apontado como suficiente para permitir a proliferacdo e a
diferenciacdo normais do epitélio em resposta a progesterona, sendo que
nenhum destes processos aparentemente exige a expressao funcional de PRA
(Conneely et al.,, 2003). A ligacdo da progesterona aos receptores regula
negativamente a transcricdo induzida por estrégenos de ambos 0s subtipos,
PRA e PRB, e atua como repressora da atividade dos ER (Hodges et al.,
2002).

Vérias evidéncias clinicas e bioquimicas tém indicado um papel
crucial da progesterona na patogénese do leiomioma, sugerindo o
envolvimento deste hormdnio com a proliferacdo das células tumorais, como a
observacdo de que a atividade mitética dos leiomiomas € maior na fase
secretoria do ciclo menstrual (Maruo et al., 2000a; Rein, 2000a). Também foi
demonstrado que a administracdo de acetato de medroxiprogesterona
aumentou significativamente a atividade mitotica de leiomiomas em

comparacao ao grupo controle nao-tratado (Tiltman, 1985).
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Brandon e colaboradores identificaram um aumento na expressao
génica e proteica de PRs, associado a um aumento do marcador de
proliferacdo celular Ki-67 nos leiomiomas em relacdo ao miométrio normal
adjacente, sugerindo uma amplificacdo da sinalizacdo mediada pela
progesterona no crescimento de leiomiomas (Brandon et al., 1993b). Outras
pesquisas também demonstraram um aumento na expressao proteica dos PRs
nos leiomiomas em relacdo ao miométrio normal, com uma significativa
dominancia da isoforma PRA sobre PRB. Todavia, ndo foi encontrada a mesma
diferenca entre os niveis de RNAm dos receptores, sugerindo controle pos-
transcricional (Nisolle et al., 1999; Viville et al., 1997a). Diferentemente,
Fujimoto e colaboradores identificaram maior expressao de RNAmM de PRB em
leiomiomas em relacdo ao miométrio normal, sugerindo um fendtipo ativado
para a proliferacdo celular estimulada pela progesterona. No entanto, ndo se
pode afirmar que niveis elevados de PRA estariam associados a uma menor
responsividade a progesterona em leiomiomas (Fujimoto et al., 1998).

Resultados recentes do nosso grupo de pesquisa referentes a
analise de amostras pareadas de leiomioma e miométrio normal adjacente nao
encontraram diferencas na expressao génica e proteica das duas isoformas de
receptores de progesterona. No entanto, a expressao génica e proteica das
proteinas p53 e p21, envolvidas com o controle do ciclo celular, foi maior em
leiomiomas em relacdo ao miomeétrio normal, indicando a possivel interacao
entre hormonios e proteinas intracelulares e evidenciando a variabilidade de
mecanismos que podem estar envolvidos na promogéo do crescimento desses

tumores (Lora et al., 2012).
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O crescimento de leiomiomas € o resultado do balanco da
dindmica entre a proliferacdo, a diferenciacdo e a morte celular. Contudo, os
mecanismos celulares fundamentais envolvidos na acdo dos hormonios
esteroides sexuais na regulacdo da proliferacdo e apoptose das células dos
miomas ainda permanecem controversos (Barbarisi et al., 2001; Maruo et al.,
2000b; Rein, 2000b).

O tratamento da miomatose atualmente pode ser medicamentoso
ou cirargico. Os tratamentos cirdrgicos sdo a miomectomia, que pode ser
histeroscépica ou laparotdmica e, mais comumente, a histerectomia, a qual
elimina os sintomas e as chances de recidiva (Guarnaccia & Rein, 2001;
Jourdain et al.,, 1996). Novas técnicas mais conservadoras, como a
embolizacdo de artérias uterinas, tém surgido como alternativa (Hutchins et al.,
1999; Pelage et al., 2000). No entanto, existem relatos de taxa de recorréncia
de leiomiomas de 27% em dez anos (Candiani et al., 1991), 12,7% em dois
anos e 16,7% em cinco anos (Doridot et al., 2001).

O tratamento medicamentoso consiste em varias estratégias que
objetivam minimizar os sintomas e o0 crescimento dos leiomiomas. A
administracdo de agonistas do GnRH (hormdnio liberador das gonadotrofinas)
tem efeitos benéficos na reducdo dos leiomiomas e controle dos sintomas a
curto prazo. Sua utilizagdo prévia ao tratamento cirargico tem se apresentado
como um consenso. Varios estudos sustentam beneficios intra e pos-
operatorios, como menor perda sanguinea, menor necessidade de transfusdes
e menor tempo cirdrgico. Apesar destes beneficios, a suspensao da medicacao
leva a recorréncia da doenca, retomando o volume uterino pré-tratamento em

semanas (Chavez & Stewart, 2001; Fedele et al., 1990). Desta forma, apesar
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de todo conhecimento adquirido sobre essa doenca, ndo ha tratamento
cirdrgico conservador ou medicamentoso definitivo (Nowak, 2001).
A mifepristona (RU 486) foi o primeiro antagonista sintético dos

receptores de progesterona e de glicocorticoides (Chwalisz et al., 2005).

Apesar de os antagonistas da progesterona mostrarem potencial
no tratamento de varias disfuncdes ginecoldgicas, eles s&o utilizados
tradicionalmente como contraceptivos de emergéncia e abortivos (Herrmann et
al., 1982).

O fato de a progesterona ter varios efeitos na reproducédo feminina
ampliou as aplicacdes clinicas para esta classe de compostos. Desde a sintese
da mifepristona, foram descritos inUmeros outros analogos cuja agdo varia
desde antagonistas da progesterona (PAs) até efeitos mistos
agonistas/antagonistas, conhecidos como moduladores seletivos dos
receptores de progesterona (PRMs). A mifepristona é considerada PRM pelo
fato de em baixas doses poder exibir atividade agonista, embora pouco
significativa (Elger et al., 2000).

A mifepristona tem alta afinidade pelos receptores de
progesterona e de glicocorticéides. Apds sua ligacdo, a interacdo entre o
receptor e as proteinas de choque térmico hsp90 e a proteina p59 é mantida,
mas nao ha interagdo com o DNA no elemento responsivo hormonal. A
mifepristona tem meia-vida plasmatica prolongada, em torno de 20 horas
(Sheridan et al., 1989), o que efetivamente exclui a ligacdo dos agonistas
(progesterona ou cortisol) aos receptores. A hiperfosforilacdo dos receptores

também é induzida e, mesmo ocorrendo dimerizacdo dos receptores e ligacédo
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ao DNA, ndo ocorre a transcricdo de genes estimulada pela progesterona
(Skafar, 1991).

Tanto os PAs quanto os PRMs podem ter aplicagdes clinicas no
tratamento de miomas. Embora o exato mecanismo do efeito antiproliferativo
da mifepristona nesta condi¢cdo néo seja claro, existem evidéncias clinicas e in
vitro de que o0s progestagenos (agonistas) promovam o0 crescimento dos
miomas (Spitz & Chwalisz, 2000).

A expressdo das duas isoformas de PRs € elevada em miomas
uterinos em relacdo ao miométrio adjacente, e no mioma parece haver o
predominio da isoforma PRA (Brandon et al., 1993a; Viville et al., 1997b).
Estudos in vitro demonstram que a expressdo do bcl-2, uma proteina
reguladora da apoptose, se encontra aumentada em leiomiomas e é regulada
pela progesterona (Maruo et al., 2000b; Matsuo et al., 1997).

Alguns estudos sobre a capacidade da mifepristona de reduzir o
crescimento de leiomiomas foram realizados. Murphy e colaboradores
administraram doses de 5, 25 e 50 mg diariamente durante trés meses para um
total de 30 pacientes. Observaram uma significativa redu¢do no volume dos
miomas nas doses de 25 e 50 mg (Murphy & Castellano, 1994; Murphy et al.,
1995a; Murphy et al.,, 1993b; Murphy et al.,, 1995b). Yang e colaboradores
(2006) administraram doses de 10 e 20 mg diariamente, durante 3 meses, para
43 pacientes com miomas. Houve reducdo de 40% no volume dos miomas,
melhora de sintomas como dor abdominal e anemia, sem diferencga significativa
entre as duas doses (Yang et al., 1996). Nestes estudos, a menor dose eficaz

foi de 10 mg diarios. Sdo necessarios estudos a longo prazo, particularmente
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para avaliar se ha crescimento dos miomas apds cessado o tratamento (Spitz &
Chwalisz, 2000).

A principal desvantagem do tratamento com agonistas do GnRH &
a deficiéncia profunda de estrogenos, trazendo como efeito colateral uma
importante  perda da massa Ossea. Em contraste, no tratamento com
mifepristona néo foi observada reducédo na densidade éssea em estudos com
humanos (Murphy & Castellano, 1994; Murphy et al., 1995a; Murphy et al.,
1993b; Murphy et al., 1995b; Yang et al.,, 1996) e em primatas (Grow et al.,
1996). A mifepristona tem efeito antiproliferativo em tecidos como miométrio e
endométrio, mas nao no epitélio vaginal e nos o0ssos. Outros estudos
realizados em ratas ovariectomizadas sugerem que a mifepristona ndo tem
efeito nos o0ssos. Logo, sugere-se que O tratamento de miomas com a
mifepristona oferece nitidas vantagens sobre o tratamento com agonistas do
GnRH (Barengolts et al., 1995).

Os PAs e PRMs estdo entre os compostos terapéuticos mais
interessantes e controversos dos Ultimos vinte anos. E evidente que estes
agentes tém numerosas aplicacdes comprovadas e potenciais na saude
reprodutiva feminina, e restringir sua utilizacdo como método abortivo seria
subestimar sua utilidade. O tratamento anti-hormonal para os leiomiomas pode
constituir uma alternativa eficaz, de relativo baixo custo e com poucos ou raros
efeitos colaterais, conforme tem sido observado em algumas pesquisas. No
entanto, sdo necessarios estudos adicionais, principalmente para avaliar efeitos
de diferentes doses e efeitos em longo prazo do tratamento com antagonista

dos receptores de progesterona (Spitz & Chwalisz, 2000).
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HIPOTESES

= A resposta ao tratamento hormonal pode ser diferente nas células de
leiomioma em relagdo ao miométrio.

= O tratamento com mifepristona pode inibir a proliferacdo celular de
células de miométrio e leiomioma, e a resposta pode variar em funcdo do
tratamento com progesterona;

= A resposta aos tratamentos pode estar relacionada a diferencas na
expressdo génica dos receptores de progesterona. O tratamento com

mifepristona pode alterar a expressao destes receptores.
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OBJETIVOS

Estabelecer a técnica de cultura primaria de células de leiomioma
e miométrio normal adjacente, a partir de espécimes cirargicos uterinos; e

Avaliar, no modelo de cultura estabelecido, o efeito do tratamento
com estradiol, progesterona e mifepristona sobre a proliferacdo celular e

expressao génica dos receptores de progesterona A e B.
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METODOS

1. Delineamento da Pesquisa

Estudo experimental

2. Pacientes

Foram convidadas a participar do estudo pacientes do Servico de
Ginecologia e Obstetrica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre com indicacéo
de histerectomia por miomatose na fase pré-menopausa, indicada pelo seu
meédico assistente. Foram excluidas do estudo: pacientes na fase poOs-
menopausa; pacientes que utilizaram medicacdo hormonal nos trés meses
anteriores a cirurgia; pacientes com endocrinopatias ou outras doencas
uterinas associadas; exame anatomo-patologico ndo confirmando diagndstico

de leiomioma uterino.
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3. Célculo do Tamanho da Amostra

O calculo do tamanho da amostra foi baseado em um estudo
anterior do nosso grupo de pesquisa (Pozzobon, 2006), considerando-se um
poder de 95%, nivel de significancia de 0,05 e diferenca entre as médias de
0,34. O calculo amostral foi baseado em dados de proliferacdo celular, cujo n
necessario € de 6 pacientes em cada grupo. Os tecidos de mioma e miométrio

a serem comparados foram obtidos da mesma paciente.

4. Aspectos Eticos

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa do Grupo de Pesquisa e Pos-Graduacdo do HCPA, sob o numero 11-
0286. As pacientes que concordaram em participar do estudo assinaram o

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (anexo 1).

5. Coleta das amostras

As amostras foram coletadas no centro cirirgico imediatamente
apos a retirada do utero. Os miomas e o tecido miometrial normal adjacente
foram identificados e fragmentos destes dois tecidos foram coletados em
frascos identificados, sendo o restante do material encaminhado ao exame
anatomo-patolégico em formol para confirmar o diagndstico clinico de

leiomiomatose.
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6. Procedimentos para cultura de células de leiomioma e miomeétrio
humanas

Os fragmentos de leiomioma e miométrio normal foram
acondicionados em frasco estéril contendo solucdo salina com sais de Hank
(Gibco BRL Grand Island, N.Y, USA) e solucdo de penicilina/streptomicina 0,5
mg/mL (Gibco BRL Grand Island, N.Y, USA), e transportados ao laboratorio
acondicionados a 4°C. No laboratorio, em capela de fluxo laminar foram
retirados os coagulos, o material foi reduzido a fragmentos menores, lavado
quatro vezes em solucdo de Hank, transferido para um frasco de vidro pesado
previamente e determinado o peso do tecido. O tecido foi armazenado em
frasco contendo solucdo de Hank a 4°C por 12 a 24 horas para posterior
dissociacao. Apos, foi submetido a dissociacdo enzimatica durante 3 horas a
37°C. O meio de dissociacao foi preparado com solucdo de Hank e a enzima
colagenase tipo IA (Sigma Chem Co. St Louis, MO, USA) (7,5mg/g de tecido).
O volume total de meio de dissociacdo é calculado em funcdo do peso do
tecido a ser digerido, mantendo-se uma relacdo de 50 mL de meio para cada
20g de tecido. O processo de dissociacao € realizado em frasco de Erlenmeyer
especial para digestdo enzimatica, estando sob constante agitacdo. Apos a
dissociacdo enzimatica, a acdo da colagenase foi inibida pela adicdo de igual
volume de solugcdo de Hank. Esta suspensao celular foi vertida em filtros de
nylon de 250 e 150 micra (Polylabo, Strasbourg, France) para reter por¢des de
tecido ndo digeridas. O filtrado foi centrifugado a 800xg durante 10 minutos, e o

precipitado ressuspendido em meio para ser semeado em garrafas de cultura.
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6.1. Manutencao das células em cultura

As células em cultura eram observadas a cada 24 horas em
microscopio invertido (Carl Zeiss Jena, Germany), mantidas e tratadas de
acordo com o protocolo experimental desenvolvido para este modelo de cultura
celular (Tabela 3; Figuras 6 e 7). Os grupos experimentais foram definidos de

acordo com o algoritmo a seguir (Figura 4).

Estradiol 50 pmol/L
Estradiol 50 umol/L + Mifepristona 20 ymol/L
Miométrio Estradiol 50 umol/L + Progesterona 30 pmol/L
Estradiol 50 umal/L + Progesterona 30 umol/L + Mifepristona 20 pmol/L

Veiculo (etanol 1 pyL/mL)

Estradiol 50 umol/L
Estradiol 50 umol/L + Mifepristona 20 pmol/L
Leiomioma Estradiol 50 umol/L + Progesterona 30 ymol/L
Estradiol 50 umol/L + Progesterona 30 pmol/L + Mifepristona 20 pmol/L

Veiculo (etanol 1 uL/mL)

Figura 4. Algoritmo dos grupos experimentais. Para ambos os tipos de tecido,
miomeétrio e leiomioma, os grupos foram assim definidos: Grupo 1: Tratamento
com estradiol 50 pmol/L. Grupo 2: Tratamento com estradiol 50 pmol/L e
mifepristona 20 pmol/L. Grupo 3: Tratamento com estradiol 50 pmol/L e
progesterona 30 pmol/L. Grupo 4: Tratamento com estradiol 50 pmol/L,
progesterona 30 umol/L e mifepristona 20 pmol/L. Grupo 5: Controle (veiculo

dos hormoénios — etanol 1pL/mL).
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As células em suspensdao, antes da semeadura, foram submetidas
a um teste de viabilidade por coloracdo com azul de Tripan e contagem em
hemocitdmetro. Em seguida, foram distribuidas em placas de plastico estéreis
do tipo multiwell (Nunclon, Nalge Nunc Intern., Denmark) numa concentracao
de 1x10* células/mL para as técnicas de contagem, extracdo de RNA e
imunocitoquimica, e numa concentracéo de 10? células/mL para a técnica de
MTT (dimettylthiazoldiphenyltetrazolium bromide). A coloragéo
imunocitoquimica era feita concomitantemente, utilizando-se anticorpo para a-
actina para confirmar a origem muscular lisa das células em cultura. As placas
contendo as células foram incubadas em estufa (NuAire Inc., Minesota, USA) a

37°C com atmosfera Umida e adicdo automatica de 5% de CO..

7. Imunocitoquimica

A analise imunocitoquimica foi realizada conforme o método
descrito por Loureiro e colaboradores (Loureiro et al., 2010). As laminulas de
vidro contendo as células foram fixadas com paraformaldeido 4% por 30
minutos e permeabilizadas com solucdo de Triton X-100 0,1%/PBS por 5
minutos em temperatura ambiente. Para o bloqueio de sitios inespecificos as
laminulas foram incubadas com albumina bovina sérica 5%/PBS durante duas
horas. As células foram entdo incubadas overnight com anticorpo primério anti-
a-actina (Santa Cruz Biotechnology, Inc. Santa Cruz CA, USA), diluido 1:50 em
TTBS (0,5M Tris Base, 9% NaCl, 0,5% Tween 20, pH 8,4). Apos, foram
incubadas com anticorpo secundario especifico conjugado com os fluoréforos
Cy3 (verde, sheep anti-rabbit; 1:5000) ou rodamina (vermelho, sheep anti-

mouse; 1:400) durante duas horas.
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Foram realizados controles negativos, sem a incubacdo com o
anticorpo primario, nos quais nao foi observada imunorreatividade. Os nucleos
foram corados com 0,25 ug/mL do corante 4',6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI). As laminas foram observadas em microscopio invertido e as imagens

foram capturadas através de camera digital acoplada.

8. Avaliacédo da proliferacao celular

Duas técnicas foram empregadas para avaliar a proliferacédo
celular: contagem em hemocitbmetro e MTT.

Para a contagem em hemocitdmetro, as células foram semeadas
em placas de 6 pocos numa densidade de 10 células/mL de meio de cultura e
incubadas com 2 mL de meio com 10% de SBF. Nos dias de avaliacdo, o meio
de cultura foi aspirado e foram feitas duas lavagens com 300 puL de PBS
(Tampéo Salina-Fosfato) para remocédo de células mortas. A seguir, foram
adicionados 300 pL de solucdo de Tripsina-EDTA 0,25% por poco e as placas
foram incubadas em estufa a 37°C por aproximadamente 5 minutos, tempo
necessario para ocorrer o descolamento das células da placa. As células ainda
aderidas foram removidas da placa com o uso de scraper, e a suspensao
celular obtida foi transferida para um microtubo, no qual eram acrescentados
600 pL de meio de cultura com 10% de SBF para inativar a atividade
proteolitica da tripsina, uma vez que o SBF contém al-anti-tripsina. Os tubos
foram submetidos a centrifugacao a 800 xg por 10 minutos, o sobrenadante era
descartado e o pellet de células ressuspendido em meio de cultura. Uma
aliquota da suspensao celular foi utilizada para a contagem das células pelo

método de exclusdo das células mortas com o corante azul de Tripan, em
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hemocitdmetro espelhado. A contagem de cada grupo foi feita em triplicata
(média da contagem de 3 pocos).

Para avaliacdo da proliferacdo celular pela técnica do MTT
(dimettylthiazoldiphenyltetrazolium bromide) as células foram semeadas em
placas multiwell de 96 pocos numa densidade de 10? células/mL de meio de
cultura, incubadas com 100uL de meio com 10% de SBF. Nos dias de
avaliacdo foram retirados 10uL do meio de cultura e adicionados 10uL de
solucéo de 5mg/mL de MTT (Sigma Chem. Co. St Louis, MO, USA) diluido em
PBS com pH de 7,2 e incubou-se por 4 horas a 37°C. O MTT € um sal
tetrazolium reduzido a formazan pelo sistema mitocondrial succinatotetrazoluim
redutase. A proliferacdo das células resulta em um aumento da atividade do
sistema mitocondrial que conduz a um aumento na quantidade de formazan
formado. A coloracdo produzida nessa reacao € medida por densidade 6ptica
sendo diretamente proporcional ao niumero de células viaveis na placa.

Apos as 4 horas de incubacédo, aspirou-se todo o meio da placa
ficando o formazam retido no fundo da placa. Adicionou-se 100uL de DMSO
por poco e a densidade Optica foi medida em uma leitora de ELISA no
comprimento de onda de 540 nm. A leitura do MTT para cada grupo foi feita em

sextuplicata (média da leitura de 6 pogos).

9. Avaliacéo da expressao génica por RT-PCR

Os niveis de RNAm do PRA e do PRB foram avaliados
indiretamente pela técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) a partir
da transcricédo reversa, RT-PCR. O principio desta técnica € a sintese de um

DNA complementar ao RNAm (cDNA), cujos fragmentos especificos
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homologos a sequéncia do RNAmM que codifica cada proteina em estudo

podem ser amplificados por PCR e semi-quantificados.

9.1. Extracao de RNA total

Apés as células receberem as diferentes condicbes de
tratamento, elas foram lavadas duas vezes com 1mL de PBS e lisadas
diretamente nas placas com solucdo de fenol e isotiocianato de guanidina
(Trizol, Gibco BRL, Gaithersburg, MD) usando 1 mL de trizol/10cm?. A solucao
contendo o lisado de células foi transferida para tubos de microcentrifuga e
incubada por 5 minutos a 15-30°C. Foram adicionados 0,2 mL de cloroférmio
por mL de trizol e as amostras agitadas vigorosamente por 15 segundos. A
seguir, foram incubadas por 2-3 minutos a 15-30°C e centrifugadas a 12.000 xg
por 15 minutos a 4°C. A amostra era separada em fase organica (fenol-
cloroférmio), interface e fase aquosa contendo o RNA. A fase aquosa era
transferida para tubos novos e identificados, onde o RNA foi precipitado com a
adicdo de alcool isopropilico (0,5 mL/mL de trizol). As amostras foram
armazenadas a -20°C por 24 horas ou incubadas a 15-30°C por 10 minutos e
centrifugadas a 12.000 xg por 10 minutos a 4°C. O RNA precipitado foi lavado
com etanol 75%, adicionando 1mL de etanol/mL de trizol. As amostras foram
agitadas no vortex e centrifugadas a 12.000 xg, 5 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi vertido e o precipitado seco a temperatura ambiente por 10
minutos. O RNA foi dissolvido em agua ultrapura tratada com DEPC
(diethylpyrocarbonate) e incubado por 10 minutos a 60°C. ApOs este
procedimento o RNA foi quantificado e as amostras armazenadas para

posterior sintese de cDNA.
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9.2. Quantificacdo do RNA

A quantificacdo da concentracdo de RNA de cada grupo de
tratamento das amostras foi realizada por meio do fluorimetro QuBit™
(Invitrogen®, EUA) segundo o protocolo especifico Qubit Quantitation Platform,
com reagentes do kit Quant-it™ (Invitrogen®, EUA), utilizando-se 1uL de RNA

para cada 199 pL de working solution em cada leitura.

9.3. Sintese do cDNA

A sintese do cDNA foi feita a partir de 1lug de RNA total,
utilizando-se um oligonucleotideo (primer) complementar a cauda poli-A
caracteristica do RNAm, produzindo um cDNA mais puro, exclusivamente a
partir do RNAm. Considerando que a fracdo do RNAmM corresponde a
aproximadamente 2-3% do RNA total, estima-se que 1ug da origem a 20ng de
cDNA. O RNA foi inicialmente desnaturado a 65°C por 5 minutos juntamente
com o primer e os desoxinucleotideos trifosfatados (dNTPs). Em seguida
adicionou-se uma mistura contendo tampéao Tris-HCI 20mM pH 8,4 com KCI
50mM, cloreto de magnésio 25mM 10mM e ditiotreitol (DTT) 0,1M sendo
incubado por 2 minutos a 42° C. Em seguida foi feita incubacdo com a enzima
transcriptase reversa a 42°C por 50 minutos. Apds nova desnaturacdo a 70°C
por 15 minutos, a mistura foi incubada com a enzima Rnase H de E. coli por 20
minutos a 37°C para destruir o RNA néo transcrito. A reagdo de sintese do
cDNA totalizou um volume de 20uL que foi armazenado a -20°C até a

amplificacédo por PCR.
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9.4. PCR em Tempo Real

Trata-se de uma técnica bastante sensivel que utiliza um sistema
de deteccdo continua da cinética da reacdo de RT-PCR por fluorescéncia.
Entre as variages da técnica disponiveis, optamos pela utilizacdo do corante
fluorescente SYBR Green |. O reagente utilizado nas amplificacdes foi o
Platinum® SYBR® Green gPCR SuperMix-UDG (Invitrogen).

O corante SYBR Green | se liga a fita dupla de DNA com um
aumento de 800 a 1.000 vezes na fluorescéncia. Como o corante liga-se a
qualquer fita dupla de DNA, foram realizadas as chamadas curvas de
desnaturacao ou dissociacdo (melting-Tm), ou seja, curvas de fluorescéncia em
funcdo da temperatura. Com isso se obteve a especificidade do produto
amplificado, uma vez que a Tm é fortemente dependente da composicao dos
nucleotideos. Produtos de amplificacdo que ndo correspondem ao esperado
apresentam picos de desnaturacdo mais baixos. A figura 5 ilustra curvas de
dissociacao obtidas em reacdes de PCR em tempo real para o RNAm de PRB

e PRAB.
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Figura 5. Curvas de dissociacao dos produtos obtidos nas reacdes de PCR em
tempo real. As curvas correspondem aos produtos da amplificacdo das reacfes
para 0 RNAm de PRB e PRAB, respectivamente. As curvas foram construidas
com aumentos gradativos de 0,5°C, entre 60 e 99°C. A fluorescéncia foi lida

por 10s.

Curva de Padronizacao

Para cada gene em estudo foi realizada uma curva de
padronizacdo, através da qual foram calculados os valores (em ng) das
amostras. A curva de padronizacdo foi obtida através de reacdes de RT-PCR
feitas a partir de diluicdes seriadas de cDNA de células de mioma e miométrio
(de 0,0002 ng a 2 ng). Cada diluicdo do cDNA foi feita em duplicata, juntamente
com as amostras. As diluicbes foram escolhidas dentro de uma faixa que

incluisse o valor esperado para 0 RNAmM nas amostras. O momento em que
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ocorre 0 aumento exponencial da fluorescéncia é definido como o Cr, que é
inversamente proporcional ao logaritmo da quantidade de cDNA (ng). Portanto,
a curva de padronizacao é gerada utilizando-se os valores de Ct, num intervalo
de 95% de confianga, contra a intensidade da fluorescéncia do SYBR Green |,

correspondendo ao logaritmo das ng de cDNA.

Curva de Normalizacao

Para minimizar possiveis variacdes de massa entre as amostras,
nos procedimentos experimentais, um gene normalizador foi amplificado
simultaneamente ao gene de interesse. O gene normalizador ou constitutivo é
um gene expresso em niveis constantes entre os diferentes tecidos de um
organismo, em todos os estagios do desenvolvimento ndo sofrendo alteracdo
pelos tratamentos experimentais. Neste trabalho foi utilizado como gene
constitutivo o da 2—microglobulina (2-m), amplificado da mesma forma que o
gene de interesse (curva padrédo de 0,0002 a 2 ng de cDNA). Em cada reacao
realizada para a amplificacdo do gene de interesse foi feita a amplificacdo do
gene constitutivo, minimizando assim as variacbes de pipetagem. Os
resultados sao expressos como a relacao gene de interesse/f2-microglobulina,

em unidades arbitrarias.

Protocolo geral da RT-PCR em tempo real

As condicoes da reacdo de PCR para cada gene séo
padronizadas antes de proceder-se a quantificacdo das amostras. Foram
testadas a concentracao e temperatura de anelamento dos oligonucleotideos e

a duracao de cada etapa do ciclo. A concentracéo final dos oligonucleotideos
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em cada reacao foi de 100 nM, e os programas utilizados para amplificacdo de
cada gene estdo listados na tabela 1. A tabela 2 lista as caracteristicas dos
oligonucleotideos utilizados para amplificacdo dos genes em estudo.

O reagente Platinum® SYBR® Green gPCR SuperMix-UDG é
fornecido a uma concentracdo de 2X. A mix € otimizada para rea¢cdes com o
reagente SYBR Green, e contém: corante SYBR Green |; Platinum® Tag DNA
Polimerase; dNTPS; solucdo tampdo com concentracdes otimizadas de seus
componentes (Tris-HCI, KCI e MgCI2). Assim, as reacGes foram realizadas
adicionando-se, para cada amostra, 12,5 uL deste reagente, 0,25 uL da
solucéo de uso de cada oligonucleotideo (10 pyM), 2 yL da amostra e 10 yL de
agua, conforme padronizacdo, totalizando um volume final de 25 pL. As
amostras foram amplificadas no equipamento Step One Plus (Applied
Biosystems, USA).

As leituras de fluorescéncia emitidas por cada amostra nas
reacoes foram feitas ao final de cada ciclo. As reacGes foram realizadas com
40 ciclos, e a quantificacdo das amostras foi realizada durante o inicio do
aumento exponencial da fluorescéncia (Ct limiar), conforme descrito

anteriormente.
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Tabela 1. Programas utilizados nas

amplificagéo dos genes em estudo.

reacoes de PCR em

tempo real, para

Temperatura de

Gene Desnaturagcdo Anelamento Extenséo Ciclos Melting (valor
aproximado)
B2m - - - - 77°C
PRB 94°C 50s 59°C 40s 72°C 45s 40 80°C
PRAB* 94°C 45s 56°C 30s 72°C 45s 40 81°C

*PRAB — fragmento comum as duas isoformas do receptor de progesterona.
Por diferirem apenas na regido N-terminal da proteina PRB, n&o é possivel
avaliar a expressdo génica de PRA isoladamente. Assim, utiliza-se a
denominacdo PRAB, que indica a andlise da expressdo de ambos os mRNAs
codificadores de PRA e PRB.

Tabela 2. Caracteristicas dos oligonucleotideos utilizados nas reacfes de RT-

PCR em tempo real, para amplificacdo de fragmentos dos genes em estudo.

Gene Sequéncia sintetizada Fragmento Referéncia
B2m
sense 5’"CTATCCAGCGTACTCCAAAGY 168 pb http://frodo.wi.mit.edu/cgibin/
antisense  5”ACAAGTCTGAATGCTCCACT3’ primer3/primer3_www.cgi
PRB
sense 5GCCAGACCTCGGACACCTT3 77 pb (Sakaguchi et al., 2004
antisense  5'CAGGGCCGAGGGAAGAGTAGS’ (Sakaguchi et al., 2004))
PRAB
sense 5'AGAGCACTGGATGCTGTTGCT3’ 68 pb (Sakaguchi et al., 2004
antisense  5TGGCTTAGGGCTTGGCTTTS (Sakaguchi et al., 2004))
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10. Anélise estatistica

O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para avaliar a normalidade da
distribuicdo das variaveis analisadas. Os dados obtidos de proliferacdo celular
(contagem e MTT) foram representados como média + erro padrdo da média
por terem apresentado distribuicdo normal (n=5). Os dados obtidos de
expressao génica foram representados como mediana e intervalo maximo e
minimo, por ndo terem obtido distribuicdo normal. Devido ao reduzido tamanho
amostral (n=3), ndo foi possivel realizar andlise estatistica e os dados foram
apresentados apenas em carater descritivo.

Os dados de proliferacéo celular (contagem e MTT) foram avaliados
guantitativamente através do teste de Equacbes de Estimacdo Generalizadas
(Generalized Estimating Equations — GEE) e teste de Bonferroni post hoc. O
método das Equacbes de Estimacdo Generalizadas (Generalized Estimating
Equations — GEE) foi proposto por Zeger e Liang (Zeger & Liang, 1986) com o
objetivo de estimar parametros de regressao especialmente quando os dados
estdo correlacionados. O modelo GEE avalia a relacdo entre a variavel
resposta e as variaveis preditoras em um contexto populacional, e ndo somente
individual, sendo o método mais recomendado para se estudar a diferenca na
resposta meédia populacional entre grupos com diferentes fatores de risco
(Twisk, 2004).

Em situacGes em que os sujeitos estudados sdo independentes, mas
a informacdo sobre uma variavel é coletada repetidas vezes ao longo do
tempo, estas observacdes s&o correlacionadas. E possivel também que os
sujeitos dividam caracteristicas em comum, e, portanto, ndo possam ser

considerados independentes. Neste caso pode haver uma estrutura natural de
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correlacdo entre os sujeitos. O primeiro caso € conhecido como medidas
repetidas, e o segundo caso, como dados agrupados (clustered data). A
correlacdo, nestes casos, pode ocorrer, ja que as observacdes feitas em um
mesmo individuo ou em um mesmo grupo tendem a ser mais semelhantes do
que as observacbes de individuos diferentes ou de diferentes grupos
(Agranonik, 2009).

No caso do presente estudo, foram utilizadas amostras de dois tipos
de tecido pareados (miométrio normal e leiomioma) provenientes de cinco
pacientes diferentes. No esquema experimental das culturas, miométrio e
leiomioma de cada paciente foram submetidos a cinco diferentes grupos de
tratamento hormonal, de forma que a combinacéo tecido-tratamento totalizou
10 grupos por individuo. Desta forma, fica claro que cada um dos grupos nao
pode ser tratado de forma independente, havendo correlacdo tanto entre os
dois tipos de tecido (provenientes da mesma paciente) e entre 0s tipos de
tratamento. Ainda, as informacfes sobre a proliferacdo celular (contagem de
células e MTT) foram coletadas duas vezes ao longo do esquema
experimental: ao fim do periodo de tratamento com mifepristona e apds um
periodo de recuperacdo de 48 horas sem o tratamento, caracterizando uma
relacdo de dependéncia entre as variaveis.

Os modelos tradicionais de regressao, como o General Linear Model
(GLM), tém uso limitado devido a suposicdo de independéncia entre o0s
sujeitos. Este modelo, se utilizado para dados correlacionados, pode levar a
inferéncias estatisticas incorretas devido a distorcdes nas estimativas dos
parametros e de seus erros padrdo. Uma alternativa seria a utilizacdo da

Andlise de Variancia (ANOVA) de medidas repetidas para avaliar mudancas
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em um desfecho continuo ao longo do tempo e comparar estas mudancas
entre grupos. Entretanto, além deste método ser utilizado somente para
desfechos com distribuicdo normal, ndo permite ajuste para exposi¢cdes que se
modifiguem ao longo do tempo, além de necessitar de balanceamento em
relacdo ao numero de repeticdes (Agranonik, 2009).

O GEE estima coeficientes de regressdo e erros padrdes com
distribuicbes amostrais normais e ndo normais. Pode ser utilizado para testar
efeitos principais e interacdes, permitindo avaliar variaveis independentes
categoricas ou continuas. Este método deve ser utilizado quando o objetivo da
analise estatistica € descrever a esperanca da variavel resposta em funcéo de
um conjunto de covariaveis considerando a correlacdo entre as observacfes
(Agranonik, 2009).

Além disso, foi utilizado o teste de Correlacdo de Pearson, para
verificar uma possivel correlacdo entre as variaveis contagem de células e
MTT.

Para todos os testes, as diferencas encontradas foram consideradas
significativas quando p<0,05. Todas as analises foram feitas utilizando-se o

processador de dados SPSS 18.0 (Statistical Package for the Social Sciences).
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RESULTADOS

1. Estabelecimento da cultura primaria de mioma e miométrio

Os meios de cultivo foram testados em 6 culturas até que fossem
identificadas as condigcdes que proporcionassem adesao, diferenciacédo e
proliferacdo adequadas das células, para ambos os tipos de tecido. A
semeadura das células foi testado com os meios DMEM (LGC Biotecnologia,
Cotia, SP, Brasil), F12 (LGC Biotecnologia, Cotia, SP, Brasil), DMEM+F12 1:1 e
soro bovino fetal (SBF) (Gibco Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) ou soro bovino
fetal desteroidado (SBF-DT). Todos os meios de cultura foram suplementados
com 1% de antibioticos (solucdo de penicilina/streptomicina 0,5 mg/mL) e
estradiol 10° M, exceto os testes feitos com SBF puro e desteroidado. A
adeséo das células foi avaliada nas primeiras 48 horas, e a diferenciacdo nas
48 horas subsequentes. A tabela 3 descreve as condi¢des de cultivo testadas e

a resposta observada para ambos os tipos de tecido.
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Tabela 3. Condicfes de cultivo testadas e respostas observadas para cada tipo

de tecido.
Teste Tecido Meio testado Resposta
1 Miométrio DMEM Adeséo celular inferior a 10%, sem diferenciagéo.
+ SBF-DT 10%
F12 Adeséo celular inferior a 30%, diferenciagédo
inferior a 50%.
+ SBF-DT 10%
DMEM/F12 1:1 Adesdo celular inferior a 10%, sem diferenciacao.
+ SBF-DT 10%
Leiomioma DMEM Adesdo celular inferior a 10%, sem diferenciacao.
+ SBF-DT 10%
F12 Adeséo celular inferior a 30%, diferenciagédo
inferior a 10%.
+ SBF-DT 10%
DMEM/F12 1:1 Adeséo celular inferior a 30%, sem diferenciacao.
+ SBF-DT 10%
2 Miométrio SBF Adeséo celular inferior a 10%, sem diferenciacao.
SBF-DT Adeséo celular inferior a 10%, sem diferenciacao.
Leiomioma SBF Adeséo celular inferior a 10%, sem diferenciacéo.
SBF-DT Adeséo celular inferior a 10%, sem diferenciacéo.
3 Miométrio DMEM Adeséo celular em torno de 50%, diferenciagéo
em torno de 10%.
+ SBF 10%
F12 Adeséo celular em torno de 90%, diferenciagéo
maior que 50%, caracteristica de células
+ SBF 10% musculares lisas.

DMEM/F12 1:1

+ SBF 10%

Adeséo celular em torno de 90%, diferenciagéo
maior que 50%, caracteristica de células
musculares lisas.
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Leiomioma DMEM Adeséo celular em torno de 50%, diferenciacéo
em torno de 10%.
+ SBF 10%
F12 Adeséao celular em torno de 90%, diferenciacéo
maior que 50%, caracteristica de células
+ SBF 10%

musculares lisas.

DMEM/F12 1:1

Adeséo celular em torno de 70%, diferenciacéo

em torno de 10%.
+ SBF 10%

4 Miométrio F12 Adesdo celular em torno de 90%,
diferenciacdo maior que 70%, caracteristica

[ , .
+ SBF 10% de células musculares lisas.

DMEM/F12 1:1 Adesdo celular em torno de 90%,
diferenciagdo maior que 70%, caracteristica

[ , .
+ SBF 10% de células musculares lisas.

Adesdo celular em torno de 90%,
diferenciacdo maior que 70%, caracteristica
de células musculares lisas.

Leiomioma F12

+ SBF 10%

DMEM/F12 1:1 Adeséo celular em torno de 70%, diferenciagéo

em torno de 30%.
+ SBF 10%

Foram realizadas duas culturas para o teste 1, utilizando-se os
meios de cultura: i) DMEM suplementado com SBF-DT 10%; ii) F12
suplementado com SBF-DT 10% e iii) DMEM/F12 1:1 suplementado com SBF-
DT 10%. Para o teste 2, também foram realizadas duas culturas utilizando-se
SBF e SBF-DT. Para o teste 3, foram realizadas duas culturas utilizando-se os
meios de cultura: i) DMEM suplementado com SBF 10%; ii) F12 suplementado
com SBF 10% e iii) DMEM/F12 1:1 suplementado com SBF 10%. Para o teste
4, em duas culturas, foram testados novamente os meios de cultura que no
teste 3 proporcionaram boas condicdes de adeséo e diferenciacdo: i) F12

suplementado com SBF 10% e ii) DMEM/F12 1:1 suplementado com SBF 10%.
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Todos os testes foram feitos nos dois tipos de tecido e as respostas
observadas estédo descritas na tabela 3.

A condicdo que proporcionou maior adesdo, diferenciacdo e
proliferacéo das células para ambos os tipos de tecido foi 0 meio de cultura F12
suplementado com 10% de SBF.

Para a realizacdo dos experimentos de proliferacdo, foi
necessario padronizar o tempo do esquema experimental. Inicialmente, apds a
dissociacdo, as células foram semeadas em garrafas de 150 cm® A
proliferacéo celular foi acompanhada diariamente, até que a monocamada de
células atingisse aproximadamente 80% de confluéncia. Foi observado que, em
meédia, as culturas atingiam a subconfluéncia em torno de 7 dias apés a
dissociacdo e a semeadura. Neste dia, considerado o dia 8, as garrafas foram
tripsinizadas e a suspensao celular obtida foi distribuida em placas para a

realizacdo dos experimentos de proliferacdo e extracdo de RNA (Figura 7).
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Figura 6. Esquema temporal das culturas em garrafas de 150 cm? (em dias).
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As células foram semeadas na densidade de 10* células por poco
para os experimentos de proliferacdo e extracdo de RNA, em placas de 6
pocos, e na densidade de 10? para os experimentos de MTT, em placas de 96
pocos. Inicialmente, as células foram tratadas somente com a combinacdo
hormonal correspondente a cada grupo, sem o tratamento com mifepristona,
durante as primeiras 72 horas apdés a semeadura (dia zero), para permitir a
adeséo e diferenciacao das células. Nos dias 3 e 5, foram feitos os tratamentos
correspondentes a cada grupo, sendo tratados com mifepristona os grupos 2 e
4, totalizando 96 horas de tratamento. No dia 7 foram feitos os experimentos de
proliferacdo (contagem e MTT) e extracdo de RNA, para avaliar o efeito do
tratamento com mifepristona sobre esses parametros. No mesmo dia, outro
grupo de células permaneceu em cultura, recebendo tratamento hormonal
correspondente a cada grupo, porém sem o tratamento com mifepristona. Este
grupo de células foi avaliado quanto a proliferacdo no dia 9, para verificar o

efeito da supressao do tratamento com mifepristona apés 48 horas (Figura 7).
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| domeiode 7 &%E:*P | meiode § E%E*F | Contagem I MTT

1E, -Eo
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Figura 7. Esquema temporal das culturas em placas multiwell, para os

experimentos de proliferacédo e extracdo de RNA (em dias).
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2. Caracterizacao dos tecidos

Macroscopicamente, os leiomiomas coletados como amostra do
presente estudo apresentaram-se como Unicos ou multiplos e de tamanho
variavel. Eram tumores redondos ou ovais, com ou sem |6bulos. Os ndédulos
eram circunscritos, apresentavam superficie de corte esbranquicada e
fasciculada com consisténcia firme. A periferia dos leiomiomas geralmente
apresentava uma condensacdo de tecido conjuntivo, formando uma capsula
com pouca vascularizacdo. Em seccdo eram observadas predominantemente
fibras musculares lisas, dispostas em feixes em diferentes dire¢des, permeadas
por variavel quantidade de colageno e vasos sanguineos. Os tumores eram
facilmente enucleaveis do miométrio circunjacente, o qual apresentava
caracteristicas macroscopicas bem distintas: coloracdo rdsea, consisténcia
frouxa, auséncia de capsula e maior vascularizacdo, fibras em feixes que
geralmente se apresentavam na mesma direcao.

ApoOs a dissociacdo do tecido, ao serem atingidas as condi¢cdes
ideais de cultivo, as células foram observadas ao microscopio Optico a cada 24
horas. Observou-se que, microscopicamente, as células dos dois tipos de
tecido assemelham-se e apresentam caracteristicas tipicas de células
musculares lisas: células fusiformes, alongadas, medindo entre 50 e 100um,
mononucleadas, com nucleos uniformes de bordas regulares. Sete dias apos a
semeadura, as células ja apresentavam diferenciacdo e subconfluéncia em

garrafas de cultura (Figura 8).

60



Figura 8. Células de cultura priméaria de miométrio normal (A) e leiomioma (B)

em monocamada, apés 7 dias de cultivo. Aumento 40 x.

As células de miométrio e leiomioma foram acompanhadas
durante 15 dias, com trocas de meio de cultura a cada 48 horas. Observou-se
gue ao fim do periodo as células de miométrio formaram feixes na mesma
direcdo (Figura 9), enquanto as células de leiomioma formaram feixes difusos
(Figura 10).

Todas as culturas foram positivas para a proteina a-actina pela

técnica de imunocitoquimica de fluorescéncia (Figura 11).
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Figura 9. Células de cultura primaria de miométrio em monocamada apés 5

dias de cultivo (A), 10 dias de cultivo (B) e 15 dias de cultivo (C).
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Figura 10. Células de cultura primaria de leiomioma em monocamada ap0s 5

dias de cultivo (A), 10 dias de cultivo (B) e 15 dias de cultivo (C).
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DAPI * /DAPI

DAPI a-actina + rodamina a-actina/DAPI

--

Figura 11. Imunocitoquimica de fluorescéncia. Células de cultura primaria de

miométrio normal (A) tratadas com anticorpo primario anti a-actina e anticorpo
secundario especifico marcado com o fluoréforo Cy3 (verde). Células de cultura
primaria de leiomioma (B) tratadas com anticorpo primario anti a-actina e
anticorpo secundario especifico marcado com o fluoréforo rodamina

(vermelho). Os nucleos foram corados com DAPI (azul).
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3. Avaliacéo da proliferacéo celular

Em culturas de amostras de tecidos obtidas de 5 pacientes, a
proliferacédo celular dos diferentes grupos foi avaliada quantitativamente através
das técnicas de contagem de células e MTT, em dois tempos durante o periodo
de tratamento (tempos 7 e 9), nos quais as células receberam os tratamentos

descritos na tabela 4.

Tabela 4. Descricdo do esquema de tratamento dos grupos.

Grupo Tempo 7 Tempo 9

: : : 2 dias adicionais de tratamento
Estradiol 7 dias de tratamento com estradiol :
com estradiol

3 dias de tratamento com estradiol +

Estradiol + ) ) 2 dias adicionais de tratamento
. ] 4 dias de tratamento com estradiol e _ -
Mifepristona - com estradiol, sem mifepristona
mifepristona
Estradiol + 7 dias de tratamento com estradiol e 2 dias adicionais de tratamento
Progesterona progesterona com estradiol e progesterona
) 3 dias de tratamento com estradiol e ] o
Estradiol + ) 2 dias adicionais de tratamento
progesterona + 4 dias de tratamento .
Progesterona + ) com estradiol e progesterona,
_ ) com estradiol, progesterona e o
Mifepristona sem mifepristona

mifepristona

: : 2 dias adicionais em meio
Controle 7 dias em meio controle
controle

Os resultados da proliferacdo celular obtidos por contagem de
células nos tempos 7 e 9 para ambos os tipos de tecido estdo descritos na
tabela 5, e os resultados obtidos através do MTT nos tempos 7 e 9 para ambos

os tipos de tecido estédo descritos na tabela 6.
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Tabela 5. Analise da proliferacéo celular de miométrio e leiomioma avaliada por

contagem de células nos tempos 7 e 9. Dados apresentados como média *

erro padrao.

Miomeétrio Leiomioma
Grupo Contagem, Contagem, Contagem, Contagem,
tempo 7 tempo 9 tempo 7 tempo 9
Estradiol 74,29 £ 4,61 86,95 + 3,94 89,95 + 6,80 114,05 + 7,68
Estradiol+
: : 63,59 + 6,28 76,99 £ 5,61 70,08 £ 5,92 76,70 £ 5,13
Mifepristona
Estradiol +
106,10 + 6,04 130,30 £ 7,06 126,05 £ 9,21 147,95 + 11,66
Progesterona
Estradiol+
Progesterona 80,00 + 8,95 101,03 + 12,88 76,40 + 6,81 85,38 £ 6,70
+Mifepristona
Controle 48,85 + 2,30 56,53 + 3,70 48,30 + 4,44 51,98 + 4,63
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Tabela 6. Analise da proliferacéao celular de miométrio e leiomioma avaliada por

MTT nos tempos 7 e 9. Dados apresentados como média + erro padrao.

Miométrio Leiomioma
Grupo
MTT, tempo 7 MTT, tempo 9 MTT, tempo 7 MTT, tempo 9
Estradiol 0,325 £ 0,040 0,399 £ 0,040 0,415 + 0,044 0,533+ 0,054
Estradiol +
: : 0,275 £ 0,053 0,330 £ 0,049 0,333 £ 0,035 0,381 £ 0,037
Mifepristona
Estradiol +
0,455 + 0,017 0,549 + 0,033 0,664 + 0,061 0,798 + 0,071
Progesterona
Estradiol +
Progesterona 0,299 £ 0,029 0,367 £ 0,039 0,366 + 0,033 0,418 £ 0,031
+Mifepristona
Controle 0,231+ 0,034 0,286 + 0,047 0,213 + 0,027 0,252 + 0,042
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Para todos os grupos, observou-se um aumento significativo na
proliferacdo celular no tempo 9 em relacdo ao tempo 7 pelos dois métodos
utilizados (tabelas 5 e 6). Os resultados para os dois tipos de tecido podem ser

observados nas figuras 12 a 15.

Miometrio - Contagens
180
160
- 140 **
£ 1 "
3 120
2 I
: 100 ** J_
i *%
% 80 - 5
© *%
L 60 -
ol
2 40 - _
20 - —
O .
Estradiol E.strac.liol + Estradiol + Estradiol + Controle W Tempo 7
Mifepristona Progesterona Progesterona
+ Mifepristona HTempo 9

Figura 12. Anadlise da proliferacdo celular de miométrio por contagem de
células nos tempos 7 e 9. Dados apresentados como média * erro padrao (**
representa diferenca significativa entre as contagens no tempo 7 e no tempo 9,

Teste de GEE, p<0,01).
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Miométrio - MTT
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Figura 13. Analise da proliferacédo celular de miométrio por MTT nos tempos 7

e 9. Dados apresentados como média + erro padrdo (** representa diferenca

significativa entre o MTT no tempo 7 e no tempo 9, Teste de GEE, p<0,01).
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Leiomioma - Contagens
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+ Mifepristona W Tempo 3

Figura 14. Andlise da proliferacdo celular de leiomioma por contagem de
células nos tempos 7 e 9. Dados apresentados como média + erro padrao (**
representa diferenca significativa entre as contagens no tempo 7 e no tempo 9,

Teste de GEE, p<0,01).
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Leiomioma - MTT
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Figura 15. Analise da proliferagéo celular de leiomioma por MTT nos tempos 7
e 9. Dados apresentados como média + erro padrdo (** representa diferenca

significativa entre o MTT no tempo 7 e no tempo 9, Teste de GEE, p<0,01).

Em cada um dos dias de avaliacdo, e para os dois tipos de tecido
estudados, foram observadas diferencas significativas na proliferagcdo celular
entre o0s grupos, pelos dois métodos utilizados. Estas diferencas estédo
representadas por letras mindsculas nas tabelas 5 e 6 e serdo descritas
detalhadamente a seguir.

Considerando a analise da proliferacéo celular pela contagem de
células no tempo 7, os grupos de leiomioma tratados com estradiol, estradiol
e mifepristona e estradiol e progesterona tiveram maior proliferacdo do que
0S mesmos grupos de miométrio. Em relagdo aos grupos tratados com
estradiol, progesterona e mifepristona e controle, ndo foram observadas

diferencas significativas entre os dois tipos de tecido (Figura 16).
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Contagem, tempo 7
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Figura 16. Analise da proliferacédo celular através de contagem de células em
mioma e miométrio no tempo 7. Dados apresentados como média * erro
padrdo (** representa diferenca significativa entre miométrio e leiomioma, Teste

de GEE, p<0,01).

Considerando a andlise da proliferacdo celular através da
contagem de células no tempo 9, os grupos de leiomioma tratados com
estradiol e estradiol e progesterona tiveram maior proliferacdo do que os
mesmos grupos de miométrio. No grupo tratado com estradiol, progesterona
e mifepristona, o oposto foi observado: maior proliferacdo do miométrio em
relacdo ao leiomima. Em relacdo aos grupos tratado com estradiol e
mifepristona e controle, ndo foram observadas diferencas significativas entre

os dois tipos de tecido (Figura 17).
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Contagem, tempo 9
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Figura 17. Analise da proliferacédo celular através de contagem de células em
mioma e miométrio no tempo 9. Dados apresentados como média * erro
padrdo (* e ** representam diferenca significativa entre miométrio e leiomioma,

Teste de GEE, *p<0,05; **p<0,01).

Considerando a analise da proliferacédo celular através do MTT no
tempo 7, os grupos de leiomioma tratados com estradiol, estradiol e
progesterona, e estradiol, progesterona e mifepristona tiveram maior
proliferacdo do que os mesmos grupos de miométrio. Em relagcdo aos grupos
tratado com estradiol e mifepristona e controle, ndo foram observadas

diferencas significativas entre os dois tipos de tecido (Figura 18).
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MTT, tempo 7
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Figura 18. Andlise da proliferacdo celular atraves de MTT em mioma e
miométrio no tempo 7. Dados apresentados como média + erro padrdao (**
representa diferenga significativa entre miométrio e leiomioma, Teste de GEE,

p<0,01).

Considerando a analise da proliferacédo celular através do MTT no
tempo 9, os grupos de leiomioma tratados com estradiol, estradiol e
progesterona, e estradiol, progesterona e mifepristona tiveram maior
proliferacdo do que os mesmos grupos de miométrio. Em relacdo ao grupo
tratado com estradiol e mifepristona, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os dois tipos de tecido. No grupo controle, o miométrio

apresentou maior proliferacdo que o leiomioma (Figura 19).
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MTT, tempo 9
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Figura 19. Andlise da proliferacdo celular atravées de MTT em mioma e
miométrio no tempo 9. Dados apresentados como média + erro padrdao (**
representa diferenca significativa entre miométrio e leiomioma, Teste de GEE,

p<0,01).
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Foi testado se havia correlacdo entre as variaveis contagem e

MTT, em cada tempo, para os diferentes grupos de tratamento e tecidos.

Em relacdo ao miométrio no tempo 7, foram observadas

correlacdes fortes e significativas em todos os grupos, com excecao do grupo

tratado com estradiol e progesterona (Figura 20).
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Figura 20. Correlagdo de Pearson da proliferacdo celular avaliada através de

contagem de células e MTT no tempo 7 em miométrio.
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correlacdes fortes e significativas em todos os grupos (Figura 21).

Em relagdo ao leiomioma no tempo 7, foram observadas
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Figura 21. Correlacdo de Pearson da proliferacao celular avaliada através de

contagem de células e MTT no tempo 7 em leiomioma.
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Em relacdo ao miométrio no tempo 9, foram observadas

correlacbes fortes e significativas em todos 0s grupos, com excecado dos

grupos tratados com estradiol e mifepristona e controle (Figura 22).
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Figura 22. Correlacdo de Pearson da proliferacdo celular avaliada através de

contagem de células e MTT no tempo 9 em miométrio.
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Em relagdo ao leiomioma no tempo 7, foram observadas

correlacdes fortes e significativas em todos os grupos (Figura 23).
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Figura 23. Correlacdo de Pearson da proliferacdo celular avaliada através de

contagem de células e MTT no tempo 9 em leiomioma.

79



A analise da proliferacdo celular por contagem de células no
tempo 7, apés o periodo de tratamento dos grupos com mifepristona, mostrou
que as células de leiomioma apresentaram um aumento de proliferacdo maior
do que as células de miométrio quando expostas aos tratamentos com
estradiol (36%), estradiol e mifepristona (17%) e estradiol e progesterona
(47%) (Figura 24).

Para o0s grupos tratados com estradiol e estradiol e
progesterona, observou-se que a acao anti-proliferativa da mifepristona foi
proporcionalmente mais efetiva nas células de leiomioma (Figura 24).

Nos grupos tratados com estradiol, o tratamento com
mifepristona nas células de miométrio inibiu em 23% a proliferacdo celular em
relacdo ao grupo nao tratado com mifepristona, e nas células de leiomioma a
inibicdo foi de 42% em relacdo ao grupo ndo tratado com mifepristona.

Nos grupos tratados com estradiol e progesterona, o tratamento
com mifepristona nas células de miométrio inibiu em 56% a proliferacdo celular
em relacdo ao grupo nao tratado com mifepristona, e nas células de leiomioma

a inibicao foi de 105% em relacédo ao grupo nao tratado com mifepristona.

80



Contagem, tempo 7
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Figura 24. Andlise da proliferacdo celular através de contagem de células em
mioma e miométrio no tempo 7. Dados apresentados como percentual em
relacdo ao grupo controle (** representa diferenga significativa entre miométrio

e leiomioma, Teste de GEE, p<0,01).

A andlise da proliferacdo celular por contagem de células no
tempo 9, periodo de recuperacdo dos grupos anteriormente tratados com
mifepristona (48 horas sem tratamento), mostrou que as células de leiomioma
apresentaram um aumento de proliferacdo maior do que as células de
miométrio apenas quando expostas aos tratamentos com estradiol e estradiol
e progesterona, ou seja, N0s grupos que nao receberam tratamento prévio

com mifepristona (Figura 25).
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Nos grupos tratados com estradiol, a inibicdo da proliferacédo
celular das células de miométrio que receberam o tratamento com mifepristona
foi de 21% em relacdo ao grupo nao tratado com mifepristona, e a inibicdo da
proliferacéo das células de leiomioma tratadas com mifepristona foi de 67% em
relacdo ao grupo nao tratado com mifepristona.

Nos grupos tratados com estradiol e progesterona, a inibicdo da
proliferacdo celular das células de miométrio que receberam o tratamento com
mifepristona foi de 58% em relacdo ao grupo ndo tratado com mifepristona, e a
inibicdo da proliferacao das células de leiomioma tratadas com mifepristona foi
de 111% em relacdo ao grupo néo tratado com mifepristona.

Para ambos os tratamentos hormonais, observou-se que a
recuperacdo proporcional da proliferacdo celular apdés a interrupcdo do
tratamento hormonal foi maior nas células de miométrio do que nas de

leiomioma (Figura 25).
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Contagem, tempo 9
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Figura 25. Andlise da proliferacao celular através de contagem de células em
mioma e miométrio no tempo 9. Dados apresentados como percentual em
relacdo ao grupo controle (* e ** representam diferenca significativa entre

miométrio e leiomioma, Teste de GEE, *p<0,05; **p<0,01).

A analise da proliferacdo celular por MTT nos tempos 7 e 9
mostrou um padrdo semelhante aos resultados obtidos através da contagem de

células. Os dados estéo representados na tabela 6.
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4. Andlise da expressao génica dos receptores de progesterona

Os resultados da expressdo de RNAmM dos receptores de
progesterona foram obtidos por reacdo de PCR em tempo real a partir de
transcricdo reversa. Os genes em estudo e 0 gene constitutivo da B2-
microglobulina foram quantificados em ng e os resultados expressos como
mediana e valor maximo e minimo, em unidades arbitrarias como a relacdo
PRAB/B2-microglobulina, PRB/B2-microglobulina e relacdo PRAB:PRB. O
termo PRAB se refere a analise do RNAmM de ambos receptores, PRA e PRB,
através do fragmento comum das isoformas, devido a impossibilidade de se
analisar os niveis de RNAm do PRA isoladamente. Os resultados sao

apresentados nas tabelas 7 e 8.

Tabela 7. Analise da expressdo génica de receptores de progesterona em
miométrio através de PCR em tempo real. Dados apresentados como mediana

e valor maximo e minimo (n=3).

Miomeétrio
PRAB:BMG PRB:BMG PRA:PRB
Estradiol 1,3224 (0,28-5,52) 2,7708 (1,11-21,99) 0,2517 (0,25-0,48)

Estradiol + Mifepristona 0,6603 (0,52-1,37) 2,8722 (0,97-838,11) 0,4768 (0,00-0,54)

Estradiol + Progesterona  1,1877 (0,11-21,12) 1,4701 (1,23-52,03) 0,4060 (0,08-0,97)

Estradiol + Progesterona

+ Mifepristona 1,0836 (0,78-1,39) 2,7162 (1,79-3,65) 0,4087 (0,38-0,44)

Controle 0,9178 (0,36-2,02) 0,9551 (0,19-1,77) 1,14 (0,96-1,92)
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Tabela 8. Analise da expressdo génica de receptores de progesterona em

leiomioma através de PCR em tempo real. Dados apresentados como mediana

e valor maximo e minimo (n=3).

Leiomioma

Estradiol

Estradiol + Mifepristona

Estradiol + Progesterona

Estradiol + Progesterona
+ Mifepristona

Controle

PRAB:BMG

0,4786 (0,35-1,21)

0,6299 (0,29-93,10)

0,6845 (0,68-080)

0,5171 (0,22-13,34)

1,4186 (0,31-4,79)

PRB:BMG

0,3369 (0,03-1,92)

1,7453 (1,46-493,61)

0,64 (0,08-0,75)

2,3681 (0,24-121,43)

27,0331 (0,38-29,85)

PRA:PRB

3,5776 (0,25-11,69)

0,1959 (0,19-0,36)

1,0659 (1,06-8,57)

0,1098 (0,09-2,17)

0,1771 (0,05-0,92)
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A figura 26 representa a expresséo do RNAm do PRAB em

miométrio. Os dados sao apresentados como mediana e valor maximo e

minimo.

25,007

20,007
<

a 15,007
o
=
[11]
]

¥ 10,007
o

5,00

= — =
0,007
I I I I I
Estradiol Estradiol + Estradiol + Estradiol + Controle
Mifepristona Progesterona Progesterona +
Mifepristona

Figura 26. Expressao génica de PRAB em miométrio. Dados apresentados

como mediana e valor maximo e minimo.
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A figura 27 representa a expressdo do RNAmM do PRB em

miométrio. Os dados sao apresentados como mediana e valor maximo e

minimo.
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Figura 27. Expressdo génica de PRB em miométrio. Dados apresentados

como mediana e valor maximo e minimo.
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A figura 28 representa a relacdo entre a expressdo do RNAm do
PRAB e do PRB em miométrio. Os dados séo apresentados como mediana e

valor maximo e minimo.
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Figura 28. Relagdo entre a expressdo génica de PRAB e PRB em miomeétrio.

Dados apresentados como mediana e valor maximo e minimo.
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A figura 29 representa a expressao do RNAmM do PRAB no em

leiomioma. Os dados sdo apresentados como mediana e valor maximo e

minimo.
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Figura 29. Expressédo génica de PRAB em leiomioma. Dados apresentados

como mediana e valor maximo e minimo.
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A figura 30 representa a expressdo do RNAmM do PRB em

leiomioma. Os dados sdo apresentados como mediana e valor maximo e

minimo.
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Figura 30. Expressdo génica de PRB em leiomioma. Dados apresentados

como mediana e valor maximo e minimo.
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A figura 31 representa a relacdo entre a expressdo do RNAm do
PRAB e do PRB em leiomioma. Os dados sdo apresentados como mediana e

valor maximo e minimo.
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Figura 31. Relag&o entre a expressédo génica de PRAB e PRB em leiomioma.

Dados apresentados como mediana e valor maximo e minimo.
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DISCUSSAO

Leiomiomas uterinos continuam sendo os tumores ginecoldgicos
mais frequentes e a principal indicacdo para histerectomia, sendo esta, até o
momento, o0 Unico tratamento definitivo. Apesar da etiologia dos leiomiomas
ainda néo ter sido bem esclarecida, estudos tém evidenciado a dependéncia
hormonal do crescimento destes tumores (Ishikawa et al., 2010; Rein, 2000a;

Walker & Stewart, 2005).

Culturas primarias de leiomioma e miométrio normal adjacente
podem constituir um bom modelo para o estudo da proliferacdo celular, por
fornecerem dados representativos da variabilidade tumoral individual e da
resposta a diferentes tratamentos hormonais e anti-hormonais. No presente
estudo, foi estabelecido um modelo de cultura primaria de células de leiomioma
e miomeétrio humanos. A visualizagdo no microscopio optico permitiu identificar
caracteristicas tipicas de células musculares lisas, conforme ja descrito por

outros autores (Kawaguchi et al., 1985; Konishi et al., 1983) (Figuras 8-10).
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Através da técnica de imunocitoquimica de fluorescéncia utilizando-se o
anticorpo primario anti a-actina, proteina que compde o citoesqueleto de
células musculares lisas, foi possivel confirmar que as células em cultivo eram
provenientes de miométrio e de leiomioma (Figura 11). A a-actina tem sido
utilizada como marcador de musculo liso em diversos estudos em culturas de
células de leiomioma e miométrio (Ishikawa et al., 2010; Shushan et al., 2007;

Shushan et al., 2004; Shveiky et al., 2009).

A avaliacdo da proliferacdo celular mostrou que as células de
todos os grupos mantiveram a proliferacdo e a viabilidade até o fim dos
experimentos, no tempo 9 (Figuras 12-15). Os dois métodos utilizados,
contagem em hemocitometro e MTT, avaliam de maneiras diferentes a
proliferacdo celular. A contagem em hemocitdmetro € um método direto e
manual, no qual as células sao avaliadas visualmente apds tripsinizacao, sendo
o0 método padréo de avaliacdo de muitos tipos celulares (Knoll & Rowell, 1996).
A técnica do MTT, por sua vez, € um método indireto baseado no metabolismo
celular e que avalia a atividade mitocondrial das células, de forma que o
produto da reacdo de reducao (azul de Formazan) é proporcional a respiracdo
celular e, indiretamente, ao nimero de células viaveis em cultura. A limitacdo
desta técnica em avaliar o niumero de células € que em situacfes de alteracao
metabdlica celular podem haver variagbes na atividade mitocondrial, e
consequentemente na formacdo do azul de Formazan, sem que haja
modificacdo na quantidade de células viaveis. Portanto, este método deve ser
utilizado com cautela, especialmente quando for o Unico método aplicado para

avaliar a proliferacdo celular (Cory et al., 1991).
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No presente estudo, foram observadas correlagcbes fortes e
positivas entre as analises através das técnicas de contagem e MTT, para a
maioria dos grupos (Figuras 20-23), o que indica que o0 ensaio de MTT também
pode ser um bom método para avaliar a proliferacdo celular neste modelo de

cultura de células.

A importancia dos esteroides ovarianos no desenvolvimento dos
leiomiomas est4 bem estabelecida, no entanto, as contribui¢cdes relativas e
funcBes dos estrégenos e da progesterona na patogénese dos leiomiomas
ainda é controversa. Estudos em tecido e in vivo oferecem limitacfes quanto a
possibilidade de se avaliar os efeitos de cada hormonio isoladamente, sendo
que a principal controvérsia diz respeito aos efeitos mitogénicos dos
estrogenos. Alguns autores observaram que o tratamento com 17[3-estradiol
isoladamente nao exerce efeitos mitogénicos em leiomioma humano in vitro
(Ishikawa et al., 2010; Severino et al., 1996). No presente estudo, foi observado
aumento na proliferagdo celular nos grupos tratados somente com estradiol,
para ambos os tipos de tecido, em relagdo ao grupo controle. O tratamento
com progesterona associada ao estradiol aumentou significativamente a
resposta proliferativa nas células provenientes de ambos tecidos, em relacéo

ao tratamento apenas com estradiol e ao controle (tabelas 5 e 6).

Para elucidar as fungcbes dos esteroides ovarianos sobre o0s
leiomiomas uterinos, Ishikawa e colaboradores (2010) estabeleceram um
modelo xenografico a partir de culturas de miométrio e leiomioma humanos
implantados na capsula renal de camundongos imunodeprimidos. Apdés o
implante, os leiomiomas aumentaram de tamanho em resposta ao tratamento

com estradiol e progesterona, pelo aumento da proliferacédo celular e aumento
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de volume de componentes extracelulares. O crescimento induzido pelos
horménios foi inibido pelo tratamento com mifepristona, de forma que o volume
dos tumores foi igual entre os grupos: tratado com estradiol, progesterona e
mifepristona, tratado somente com estradiol ou somente com progesterona e
controle. Tal observacéo levou a conclusédo de que os dois hormonios, estradiol
e progesterona, sdo essenciais para o crescimento dos leiomiomas. No grupo
tratado somente com estradiol ndo foi verificado aumento no tamanho do
tumor, mesmo com a administracdo de uma dose hormonal suprafisiolégica.
Além disso, o volume dos tumores diminuiu significativamente quando foi
interrompido o tratamento com estradiol e/ou progesterona (Ishikawa et al.,
2010). Foi identificada expressédo de ERa em todos os tumores analisados. Em
contraste, a expressdo de PRs soO foi detectada nos grupos tratados com
estradiol, e ndo nos grupos controle e tratado somente com progesterona, o
qgue confirma que o tratamento com estradiol é essencial para a acdo da
progesterona, modulando a expressdo dos PRs. No entanto, neste estudo, foi
observado que o estradiol por si s6 ndo é um mitdbgeno para células de
leiomioma in vitro; sua importancia no crescimento destes tumores seria
somente regular a expressao dos PRs (Ishikawa et al., 2010). Outros estudos
prévios demonstraram que células de leiomiomas sofrem alteracbes de
expressdo génica in vitro e podem perder a expressdo de ERa e PRs

rapidamente (Severino et al., 1996).

De forma semelhante ao presente estudo, outros estudos
utilizando culturas de células e modelos animais foram capazes de demonstrar
efeitos mitogénicos dos estrégenos em células de leiomiomas (Andersen et al.,

1995; Barbarisi et al.,, 2001; Park et al., 2008; Porter et al., 1995). Alguns
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autores identificaram concentragdes significativamente mais elevadas de
estrogenos (Otubu et al., 1982) e também maior concentracéo de receptores de
estrogenos em tecido de leiomioma em relacdo ao miométrio normal (Rein et
al., 1990). Além disso, alguns autores ja identificaram expressao elevada em
leiomiomas de genes regulados por estrogenos, todos relacionados com
aumento da proliferacdo celular, como IGF-I e IGF-IR, conexina 43, EGF e
PDGF, além dos PRs (Andersen et al., 1995; Kovacs et al.,, 2001). Um
mecanismo proposto para a acao mitogénica dos estrégenos em leiomiomas €
através da ativacdo da via das MAP-kinases, com consequente fosforilacdo de
proteinas intracelulares como a GAP (growth associated protein), PI-3-K

(fosfatidilinositol 3-kinase) e PLC (fosfolipase C) (Barbarisi et al., 2001).

Muitas evidéncias in vivo e in vitro sugerem um papel critico da
progesterona no desenvolvimento de leiomiomas, como 0 aumento da
proliferacdo dos tumores na fase secretéria do ciclo (Kawaguchi et al., 1989) e
apos a administracdo de acetato de medroxiprogesterona, um progestageno
sintético (Tiltman, 1985). De fato, h4 um consenso entre a maioria dos autores
de que a progesterona € o principal estimulo hormonal para a proliferacdo de
leiomiomas, apesar de os mecanismos moleculares ainda ndo serem bem
esclarecidos. Foi sugerido que a progesterona induziria um aumento na
expressdo da proteina Bcl-2 (anti-apoptética) (Maruo et al., 2004) e uma
diminuicdo na expressao da proteina TNF-a (pro-apoptotica) (Kurachi et al.,

2001).

Nos grupos tratados com estradiol e estradiol e progesterona
observou-se que as células de leiomioma proliferaram significativamente mais

do que as de miométrio (Figuras 16-19). No modelo estabelecido por Ishikawa
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e colaboradores (2010) as culturas de miométrio ndo mostraram crescimento
em resposta aos tratamentos hormonais, indicando a existéncia de um
mecanismo antiproliferativo intrinseco no miométrio normal (Ishikawa et al.,
2010). Shimomura e colaboradores (1998) demonstraram que a marcagao do
PCNA (antigeno nuclear de proliferacdo celular) € significativamente maior em
leiomiomas em relacdo ao miométrio adjacente (Shimomura et al., 1998). O
gue alguns autores sugerem € que a tumorigénese dos leiomiomas envolve
mutacBes somaticas no miométrio normal, que levam a um fenétipo alterado,
mais responsivo a estimulos hormonais e fatores de crescimento, e
consequentemente, maior atividade mitética, estimulada principalmente pela

progesterona (Rein et al., 1995; Sozen & Arici, 2002).

Evidéncias do envolvimento da progesterona na patogénese de
leiomiomas trazem a possibilidade de novos alvos terapéuticos, de forma que o
tratamento anti-hormonal pode ser uma alternativa ndo-cirdrgica, conservadora
e de menor custo. Alguns estudos e ja foram realizados para avaliar a
efetividade deste tipo de tratamento (Schlaff et al., 1989; Shozu et al., 2001).
Ensaios clinicos tém demonstrado que o0 antagonista dos receptores de
progesterona RU486, ou mifepristona, € efetivo no tratamento de leiomiomas,
causando diminuicdo dos sintomas e reducdo no tamanho dos tumores

(Bagaria et al., 2009; Fiscella et al., 2006; Murphy et al., 1993a).

No presente estudo, a proliferagcdo celular de leiomiomas e
miométrio normal adjacente foi avaliada em dois momentos: apés um periodo
de tratamento com mifepristona (tempo 7) e apdés um periodo de recuperacao

do tratamento (tempo 9).
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No tempo 7, observou-se que a mifepristona teve efeito
antiproliferativo nos dois tecidos quando combinada ao estradiol. O efeito foi
proporcionalmente maior nas células de leiomioma (42%) do que nas células
de miométrio (23%), em relacdo ao mesmo tecido tratado apenas com
estradiol. Quando combinada ao tratamento com estradiol e progesterona, a
mifepristona também teve efeito anti-proliferativo proporcionalmente maior nas
células de leiomioma (105%) do que nas células de miométrio (56%), em
relacdo ao mesmo tecido tratado apenas com estradiol e progesterona (Figura

24).

Bagaria e colaboradores (2009) (Bagaria et al., 2009) realizaram
um ensaio clinico randomizado, duplo-cego, controlado por placebo em 40
pacientes com leiomiomas sintomaticos, no qual as pacientes receberam 10
mg de mifepristona diariamente durante trés meses. No grupo tratado, mas néo
no grupo placebo, foi observada uma reducédo no volume uterino e no volume

dos leiomiomas de cerca de 30%.

Em um ensaio clinico utilizando analogos do GnRH foi
demonstrado que o efeito deste tratamento é maior na reducédo do volume do
miométrio normal (42,7%) do que no volume dos leiomiomas (30,4%) (Schlaff
et al.,, 1989). Os resultados do presente estudo indicam que o efeito anti-
proliferativo da mifepristona pode ser mais pronunciado em leiomiomas do que
em miométrio. Bagaria e colaboradores verificaram que o tratamento com
mifepristona foi mais efetivo em reduzir o volume dos leiomiomas (32%) do que
o volume do miométrio normal (26%), sugerindo que o tratamento com
mifepristona reduz o volume uterino total predominantemente através da

reducdo do volume dos tumores (Bagaria et al., 2009). Em outros estudos,
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utilizando doses variaveis entre 5-25 mg por periodos entre 3 e 12 meses,
também foi observada reducdo no volume uterino total de até 53% (Eisinger et
al., 2005; Eisinger et al., 2003; Fiscella et al., 2006; Reinsch et al., 1994; Yang

et al., 1996)

Existem poucos estudos sobre os efeitos da mifepristona in vitro.
Li e colaboradores (2004) verificaram que a mifepristona inibiu de forma dose-
dependente a adesdo e a migracdo de células da linhagem MKN-45 de
adenocarcinoma gastrico. A dose méaxima testada foi de 20 pmol/L e o periodo
de tratamento foi de 96 horas, protocolo semelhante ao do presente estudo. Os
autores sugerem que a mifepristona é capaz de inibir a adeséo e a migracdo de
células tumorais e também a angiogénese, tendo potencial terapéutico para
varios tipos de tumores (Li et al., 2004). Steinauer e colaboradores sustentam
que existem evidéncias de que a mifepristona diminui diretamente o nimero de
receptores de progesterona em leiomiomas e miométrio normal, e contribui
para manter a concentracdo hormonal similar a fase folicular inicial, inibindo o
crescimento dos leiomiomas induzido pelos esteroides. A mifepristona também
pode exercer um efeito vascular direto de alterar o fluxo sanguineo para os

leiomiomas (Steinauer et al., 2004).

No tempo 9, observou-se que a recuperagdo proporcional da
proliferacdo celular apds a interrupcdo do tratamento hormonal foi maior nas
células de miométrio do que nas de leiomioma, tanto nos grupos tratados com
estradiol quanto nos grupos tratados com estradiol e progesterona (Figura 25).
No entanto, neste protocolo de tratamento, a mifepristona nao foi capaz de
inibir completamente a proliferacdo celular, visto que o0s grupos tratados

mostraram aumento de proliferacdo do tempo 7 até o tempo 9 (tabelas 5 e 6).
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Os ensaios clinicos publicados até o momento ndo esclarecem os
efeitos da mifepristona sobre o volume dos leiomiomas e do miométrio normal
apos cessado o tratamento, visto que ndo ha seguimento a longo prazo.
Nossos resultados sugerem que as ceélulas de leiomiomas podem ser mais
sensiveis ao tratamento com mifepristona in vitro, visto que a capacidade de
recuperacdo da proliferacdo das mesmas foi menor do que das células de
miométrio normal. Uma questéo a ser elucidada é se este efeito se observa in

Vivo.

No presente estudo, foi avaliada a expressdao do RNAm dos
receptores de progesterona A e B em culturas de miométrio e leiomioma, apos
o periodo de tratamento dos grupos com os diferentes tratamentos hormonais
em associagao ou ndo com a mifepristona (tempo 7).

Em duas culturas, nao foi possivel obter RNAmM de boa qualidade
para a reacao de RT-PCR, de forma que o tamanho amostral reduzido (n=3)
prejudicou o poder da andlise estatistica para comparacdo da expressao entre
0s tecidos e 0s grupos.

No entanto, foi identificada a expressao das duas isoformas dos
receptores de progesterona nas culturas de miométrio e leiomioma, em todos
0s grupos de tratamento. De fato, a resposta proliferativa observada nos
grupos tratados com progesterona indica que o0s tecidos expressam 0S
receptores especificos para este hormoénio. O fato de todos os grupos
expressarem 0s PRs justifica-se pelo periodo de tratamento prévio com
estradiol, antes da semeadura em placas para a definicdo dos grupos

experimentais. Conforme ja foi descrito por diversos autores, a expressédo do
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gene dos receptores de progesterona é induzida por estrogenos (Hodges et al.,
2002; Sadovsky et al., 1993).

Diversos autores tém analisado a expressdo dos PRs em
miométrio e leiomioma, e o0s resultados observados ainda permanecem
controversos. Brandon e colaboradores demonstraram aumento do conteudo
de RNAmM de PRs em leiomiomas em relacdo ao miométrio normal, associado a
um aumento no antigeno de proliferacdo Ki-67, sugerindo associacao da via de
sinalizacao da progesterona com o aumento da proliferacéo celular (Brandon et
al., 1993b). Fujimoto e colaboradores identificaram maior expressdo de RNAmM
de PRB em leiomiomas, sugerindo um fenétipo ativado para a proliferacao
celular (Fujimoto et al., 1998). Viville e colaboradores ndo encontraram
diferenca de expressdo das duas isoformas em tecido de leiomioma e
miométrio (Viville et al.,, 1997a). Resultados recentes do nosso grupo de
pesquisa mostraram que a expressao génica dos PRs nao foi diferente entre
amostras de tecido de leiomioma e miométrio (Lora et al., 2012).

Todavia, a expressdo de RNAmM de PRs em tecido pode diferir
significativamente de modelos in vitro. Severino e colaboradores analisaram a
expressao génica e proteica de receptores de progesterona em culturas de
miomeétrio e leiomioma tratadas com estradiol e progesterona, e verificaram que
24 horas apés a semeadura das células houve perda da expressdo de PRs e
ERs. Os autores sugerem que estes resultados podem ser causados pela
heterogeneidade genética encontrada em leiomiomas (Severino et al., 1996).
No presente estudo, observamos que mesmo apos 15 dias em cultura (dia da
extracdo de RNA), as células de miométrio e leiomioma expressaram RNAm de

PRs.
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Jiang e colaboradores (2002) avaliaram a expressao de ERs e
PRs em culturas de endométrio tratadas com mifepristona, e verificaram que
houve uma diminuicdo da expressdo de ambos os tipos de receptores em
relacdo ao grupo ndo tratado. Este estudo avaliou somente a expressao
proteica dos receptores, mas os resultados possivelmente refletem a expressao
génica. Os autores sugerem que este seja um dos mecanismos de acdo da
mifepristona, inibindo a acdo dos horménios através da contrarregulacdo dos
receptores de estrégenos e progesterona (Jiang et al., 2002).

O presente estudo tem como perspectivas a analise da expressao
génica e proteica dos receptores de progesterona em um tamanho amostral
suficiente para que sejam detectadas possiveis diferencas de expressao entre
0s grupos de tratamento, com o objetivo de verificar um possivel mecanismo de

acao da mifepristona em miométrio e leiomiomas.
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CONCLUSOES

Este trabalho estabeleceu um novo modelo experimental para o
estudo da fisiologia de células de leiomioma e miométrio, a partir de culturas de
células primarias dos tumores e do tecido normal adjacente. O modelo
experimental é adequado para o estudo da proliferacéo celular sob diferentes
tratamentos hormonais.

O ensaio de MTT pode ser um bom método para avaliar a
proliferacéao celular neste modelo de cultura de células.

Foi demonstrado que o 17B-estradiol isoladamente exerce efeito
proliferativo em células de leiomioma e miométrio in vitro, e que a associagao
da progesterona ao 17B-estradiol potencializa o efeito proliferativo.

O tratamento com mifepristona exerceu efeito anti-proliferativo em

células de leiomioma e miométrio, de forma mais pronunciada nos grupos em
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que a progesterona estava associada ao estradiol em relacdo ao tratamento
somente com estradiol.

Células de leiomioma in vitro proliferam menos quando tratadas
com mifepristona do que células de miométrio.

Células de miométrio e leiomioma expressam receptores de
progesterona in vitro sob os diferentes tratamentos hormonais avaliados. E
necessario ampliar o tamanho amostral para que possam ser avaliados
guantitativamente os efeitos dos tratamentos hormonais e da mifepristona

sobre a expressao génica e proteica dos receptores de progesterona.
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ANEXOS

ANEXO 1 Termo de Consentimento Livre e esclarecido

Projeto: EFEITO DA MIFEPRISTONA NA PROLIFERACAO CELULAR E EXPRESSAO
GENICA E PROTEICA DAS ISOFORMAS A E B DO RECEPTOR DE PROGESTERONA EM
MIOMETRIO E LEIOMIOMA

Pesquisadores responsaveis: Aline Amaral, ima S. B. Silva, Helena Corleta

Telefones para contato: (051) 3308-3559, 3311-5699

Prezada paciente,

Estamos conduzindo um estudo para identificar caracteristicas genéticas que possam estar
associadas ao surgimento e crescimento de leiomiomas uterinos, popularmente conhecidos
como miomas. Estes tumores benignos s@o bastante frequentes em mulheres em idade
reprodutiva. Como a Sra. tem o diagnéstico de leiomioma uterino e foi recomendada cirurgia
para retirada do mesmo, gostariamos de convida-la para participar do estudo. Caso aceite, sua
participagdo no estudo consistira em permitir que um pequeno fragmento do tumor e do tecido
adjacente normal que o envolve sejam encaminhados para estudo genético. O restante do
tumor sera destinado ao exame histopatolégico normal.

Se a Sra. concordar, armazenaremos as amostras por até 5 anos para que outras
caracteristicas possam ser analisadas no futuro, em outros trabalhos de nosso grupo (nesse
caso, estes trabalhos serdo também apresentados ao Comité de Etica em Pesquisa e, se
possivel, sera solicitado novo Termo de Consentimento como este). No futuro, essas
caracteristicas poderdo auxiliar no desenvolvimento de novos tratamentos, no entanto, os
resultados deste estudo néo trardo beneficios diretos para a senhora.

A Sra. é livre para decidir por participar ou ndo do estudo, e sua recusa ndo implicara em
nenhum prejuizo em seu atendimento neste Hospital. Todas as informacdes obtidas estardo a
sua disposicao se assim desejar. Todos os resultados referentes a pesquisa serdo utilizados
para fins exclusivos de pesquisa, sendo resguardada sua total confidencialidade.

Eu, , fui informada dos
objetivos e da justificativa da pesquisa de forma clara e detalhada, bem como do procedimento
de coleta de sangue a que serei submetida e das determina¢cBes de caracteristicas genéticas
que serdo feitas. Recebi também a garantia de resposta a diavidas ou esclarecimentos
relacionados & pesquisa e da seguranca da confidencialidade dos dados obtidos.

Porto Alegre, de 201

Paciente ou responsavel:

Pesquisador:
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