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RESUMO

Introducdo: Miomas sdo tumores benignos extremamente comuns em
mulheres em idade reprodutiva. Constituem um importante problema de saude
publica, uma vez que atualmente o tratamento cirdrgico € o mais eficaz. Os
estrogenos parecem ter importante participacdo no desenvolvimento e crescimento
dos miomas. Dentre as hipdteses estudadas para explicar esta influéncia, destacam-
se 0 aumento da concentracdo de receptores de estrogénio no tecido miomatoso e a
habilidade deste de converter androgénios em estrogénio in situ, via aumento da
expressdo da aromatase. Métodos: Foi realizado um estudo caso-controle. Foram
obtidas amostras de miomas e miométrios normais de 14 pacientes em idade
reprodutiva que se submeteram a histerectomia por miomatose. Resultados: Foram
avaliadas amostras de leiomioma e miométrio normal de 12 pacientes. N&o foi
encontrada diferenca estatisticamente significativa entre a expressao protéica dos
receptores REa, REB e da aromatase (P= 0,239, P = 0,695 e P = 0,203,
respectivamente). Conclusdo: N&o foi encontrada diferenca estatisticamente
significativa na expressao protéica dos receptores de estrogeno alfa e beta e na
expressao protéica da aromatase. Os estudos realizados até 0 momento em relacao

a este assunto sdo controversos e 0 assunto esta longe de ser esclarecido.



ABSTRACT

Introduction : Leiomyomas are common benign tumors of the female reproductive
tract. They are a major public health problem since nowadays surgical treatment is
the most effective. Evidence suggests that estrogens regulate cell proliferation and
myoma growth. This estrogen-mediated effect might be due to different amounts of
estrogen receptors (ERa and ERMR) in normal and myoma tissues and overexpression
of aromatase P450 in myomas, which is responsible for conversion of androgens to
estrogens in situ. Methods : Case-control study. Samples were collected from 14
premenopausal women admitted for abdominal hysterectomy due to fibroids.
Results : We analyzed samples from myoma and normal myometrium from 12
patients. The protein expression of ERa, ERB and aromatase had no statistical
difference between leiomyoma and normal myometrium (P = 0.239, P = 0.695 and P
= 0.203, respectively). Conclusions : The protein expression of ERa, ERB and
aromatase was similar in leiomyoma and normal myometrium. Studies accomplished

so far reveal conflicting data and this subject still needs to be elucidated.



INTRODUCAO

Miomas ou leiomiomas uterinos sdo tumores monoclonais benignos derivados
de células do musculo liso do miométrio (Stewart, 2001). Ocorrem em cerca de 20 a
40 % das mulheres, embora estimativas de autopsias evidenciem incidéncia de até
77 % em pacientes na menacme (The Practice Committee of the American Society

for Reproductive Medicine, 2006; Cramer SF, Patel A, 1990).

Leiomiomas podem causar morbidade significativa devido a dor pélvica,
aumento da freqUéncia urinaria, constipacdo, menorragia, infertilidade e
complicacbes na gestacédo (Stewart, 2001). Além disso, sdo a principal causa de
laparotomia em mulheres americanas, acarretando cerca de 175.000 histerectomias
e 20.000 miomectomias anualmente (The Practice Committee of the American

Society for Reproductive Medicine, 2006).

Fatores responsaveis pela formacao e regulacédo do crescimento tumoral sao
pouco compreendidos. Assume-se que tenham origem multifatorial (Flake e cols.,
2003; Parker, 2007a). Nenhum gene especifico foi identificado como responsavel
pelo surgimento dos miomas. Estudos cromossbmicos, no entanto, mostram
aberracoes citogenéticas heterogéneas em cerca de 40% dos casos, sendo cinco as
mais freqlientes: translocacéo especifica entre os cromossomas 12 e 14, trissomia
do 12, delecdo do cromossoma 7 e rearranjo envolvendo o braco longo do
cromossoma 12 e o bragco curto do 6. Assim multiplos locus génicos parecem

envolvidos (Flake e cols., 2003; Parker, 2007a).

Fatores como idade (pacientes na menacme), paridade, obesidade e

etnicidade (risco 2-3 vezes maior em pacientes afro-americanas do que em
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caucasianas) tém sido associados a miomatose (Flake e cols., 2003; Ishikawa e

cols., 2009).

Estrogeno e progesterona parecem ter participacdo central no crescimento
dos leiomiomas (Flake e cols., 2003; Parker, 2007b; Marshall e cols., 1998). Miomas
sdo mais prevalentes durante os anos reprodutivos e regridem ap0s a menopausa
(Maruo e cols., 2004). Situacbes que aumentam a exposicdo a estroégenos, tais

como: obesidade e menarca precoce, aumentam sua incidéncia.

O uso de analogos do horménio liberador de gonadotrofina (GnRHa) gera um
estado de hipogonadismo hipogonadotréfico semelhante & menopausa, capaz de
reduzir o volume uterino e diminuir o tamanho de leiomiomas (Kobayashi e cols.,
1997; Bozzini e cols., 2003). Também parece suprimir 0 crescimento miomatoso por
interferir com a expressao de fatores do ciclo celular (Kobayashi e cols., 1997). Esta
droga tem sido usada como terapia medicamentosa pré-operatéria para diminuir o
tamanho dos miomas (Englund e cols., 1998; Maruo e cols., 2004). No entanto,
estes tratamentos ndo sdo adequados a longo prazo devido ao grande numero de
efeitos colaterais, como por exemplo, perda de massa 0ssea e sintomas climatéricos
(Rein e cols., 1995; Banu NS, Manyonda IT, 2005). Além disso, 6 meses apos
descontinuado o tratamento, o volume uterino tende a retornar ao tamanho pré-

tratamento (Friedman e cols., 1994).

A administracdo exogena de progesterona juntamente com analogos do
GnRH resulta em uma reducdo menor do volume dos miomas quando comparado

ao tratamento isolado com analogos (Rein e cols., 1995). Este dado sugere que a
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progesterona também exerce efeito na promoc¢do do crescimento dos miomas

(Parker, 2007b).

O desenvolvimento e crescimento dos miomas resultam de uma complexa
interacdo entre hormonios esterodides, fatores de crescimento, citocinas e mutacdes
somaticas (Sozen I, Arici A, 2006; Villanova e cols., 2006; Hermon e cols., 2008). Os
estrogenos desempenham funcdes fundamentais no desenvolvimento de diversos
tecidos, devido a ligagcdo com receptores nucleares protéicos especificos. Tanto o
tecido miometrial normal quanto os leiomiomas estdo igualmente expostos a
concentracdo plasmatica de estrogenos (Sumitani e cols., 2000). Existem algumas
teorias para explicar a influéncia do estrogénio no crescimento aumentado dos
miomas (Sumitani e cols., 2000; Englund e cols., 1998). Uma possibilidade seria o
aumento da concentracdo de receptores de estrogénio encontrada nos leiomiomas
(Englund e cols., 1998). Outra possibilidade estudada € a habilidade do leiomioma
de converter androgénios em estrogénio in situ, através do aumento da expressao

da aromatase (Sumitani e cols., 2000).

Estrogenos sado conhecidos como potentes agentes mitogénicos e regulam a
proliferacdo celular no utero e mama, entre outros 6rgdos-alvo (Kovacs e cols.,
2001). O efeito do estrogeno no crescimento e desenvolvimento dos miomas é
mediado por dois receptores, receptor de estrogeno alfa (REa) e receptor de
estrogeno beta (REB) (Bakas e cols., 2008). O papel de cada um destes receptores
e sua interacdo tem sido objeto de intensa investigacdo, muitas vezes com dados
conflitantes (Brandon e cols.,1995; Asada e cols., 2008; Lessl e cols., 1997; Jakimiuk

e cols., 2004).
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A aromatase € uma enzima cuja funcdo é promover a biossintese dos
estrogénios no organismo humano. Alguns estudos tém demonstrado niveis
aumentados desta enzima em miomas quando comparado com o tecido miometrial
normal (Folkerd e cols., 1984; Bulun e cols., 1994), suscitando a tese de que o
estrogeno produzido localmente no tumor seja um fator que contribua para o
crescimento deste (Sumitani e cols., 2000). Recentemente, inibidores da aromatase,
tais como acetato de leuprorelina, anastrozol e letrozole, tém sido testados a fim de
diminuir o tamanho dos miomas e de tratar sangramento uterino (Shozu e cols.,

2003; Kaunitz, 2007; Gurates e cols., 2008; Hilario e cols., 2009).



REVISAO DA LITERATURA

1 Estrogénio e seus receptores: alfa (  a) e beta (B)

O estrogénio € um hormonio esteroide. Possui caracteristicas lipofilicas e tem
baixo peso molecular, sendo, portanto, capaz de atravessar facilmente a membrana
celular sem a necessidade de utilizar sistemas de transporte especializados

(Osterlund MK, Hurd YL, 2001).

Trés formas estrogénicas estdo presentes em quantidades significativas no
plasma da mulher: B-estradiol, estrona e estriol, sendo o B-estradiol o principal

estrogénio secretado pelos ovarios.

A partir de observacbes clinicas, o estrogénio tem sido tradicionalmente
considerado um promotor do crescimento dos miomas (Flake e cols., 2003). Por
outro lado, poderia também ser responsavel pelo aparecimento de neoplasias, uma
vez que o aumento da proliferacdo celular resultante da ligacdo do estradiol ao seu
receptor faz com que as células se dividam mais rapidamente, aumentando assim a
probabilidade de ocorréncia de erros e de mutacdes desencadeando o crescimento

descontrolado das células (Henderson BE, Feigelson HS, 2000).

Inicialmente, apenas um receptor de estrogénio era conhecido (REa, 66kDa).
Em estudo publicado em 1996, Kuiper e cols. evidenciam a existéncia de outro
receptor, denominado receptor de estrogeno beta, isolado inicialmente a partir da
prostata de ratos. O REB, com peso molecular de 54 kDa, ¢ 95 % homodlogo na
sequéncia de aminoacidos ao REa em seu dominio de ligagdo ao DNA e 55 %

homologo no dominio de ligagdo hormonal. A interacdo com o ligante é praticamente
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a mesma nos dois subtipos do receptor, porém esta interacdo difere por dois

residuos de aminoacidos.

Os receptores de estrégeno (RE) pertencem a superfamilia de receptores
nucleares, 0s quais sao intracelulares e possuem varias propriedades em comum,
como a localizacéo nuclear e a ligacédo a sequéncia especifica de DNA (Matthews J,
Gustafsson JA, 2003). Sao fatores de transcricdo ativados por horménios e regulam
a expressao génica atraveés da ligagdo com elementos responsivos a esteroides
(ERE) (Benassayag e cols., 1999). Apos a formacdo do complexo estrogénio —
receptor e ligagdo ao DNA ocorre a ativacdo da transcricdo de genes especificos
com a consequente sintese de proteinas (enzimas, receptores e fatores de
secrecdo) que originam a resposta hormonal reguladora da funcédo, crescimento e

diferenciacao das células-alvo (Weigel NL, Rowan BG, 2001).

Os dois subtipos de receptores de estrogénio, REa e REP, apresentam
padrées de expressao diferentes nos diversos tecidos do corpo humano (Kuiper e
cols., 1996; Mosselman e cols., 1996). Analises indicam que o REP possui alta
expressao na prostata e ovario (Mosselman e cols., 1996; Kuiper e cols., 1997) e
expressdo moderada nos testiculos e utero, tecidos estes, que também expressam

REa (Kuiper e cols., 1997).

Ambos receptores de estrogénio codificam isoformas variantes (Matthews J,
Gustafsson JA, 2003; Zhao e cols., 2008). O mecanismo gendémico, determinado
pela ligacdo com receptores nucleares especificos, resulta em efeitos estrogénicos
ou antiestrogénicos (Nillson e cols., 1998). A concentracdo dos receptores nos

tecidos determina sua resposta ao horménio (Dornstauder e cols., 2001). De acordo
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com Hall e McDonnell (Hall, 1999), o papel do REB seria modular a atividade
transcricional do REa. Desta forma, a expressao relativa das duas isoformas seria o
fator determinante das respostas celulares a agonistas e antagonistas. Outro estudo
sugere que os dois receptores podem apresentar efeitos opostos in vitro, com o RE

tendo papel de modulador dos efeitos do REa no utero (Weihua e cols., 2000).

Cinco variantes de REB foram identificadas através de amplificacdo por PCR
de cDNA testicular e da linha celular MDA-MB 435 (Moore e cols., 1998). Apos a
identificacdo das variantes, avaliaram sua presenca em varios 0rgaos humanos. Em
tecido uterino foi detectada a expressdo de hERB1, hERB2, hERB4 e hERB5. A

expressao de hERB3, entretanto, restringiu-se ao tecido testicular.

2 Expresséo de RE a e REB em leiomiomas e miométrio normal

O desenvolvimento de leiomiomas uterinos € estrogénio-dependente, sendo
que estes expressam ambos o0s receptores de estrogénio; entretanto, a base
molecular desta dependéncia ndo € totalmente conhecida (Bakas e cols., 2008).
Existem controveérsias a respeito do nivel de expressdo de RNAmM de REa e RE em
miomas e miométrio normal. Alguns estudos encontraram aumento dos niveis em
leiomiomas em relacdo ao miométrio adjacente, enquanto outros estudos nao
encontraram diferenca entre os tecidos (Benassayag e cols., 1999; Nisolle e cols.,

1999; Lessl e cols., 1997; Jakimiuk e cols., 2004).

A expressdo génica e protéica do receptor de estrogénio em miomas e

miométrio normal em pacientes na menacme submetidas a histerectomia ou
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miomectomia ja foi determinada (Brandon e cols., 1995). Na época deste estudo, 0
RE ainda ndo havia sido descrito. Os resultados indicavam que tanto a transcricéo
do gene do receptor de estrégeno quanto a traducao da proteina estdo aumentadas
em miomas em relacdo ao miomeétrio normal adjacente. Houve grande variagcdo nos
niveis de RE entre as amostras de leiomioma e miométrio de diferentes pacientes,
indicando a importancia de fazer a comparacédo entre tecido normal e tumoral da

mesma paciente.

Englund e cols. (1998) estudaram mudancas na expressdo de receptores de
estrogeno e progesterona em miomas e miométrio normal durante o ciclo menstrual
e durante o tratamento com GnRHa. As pacientes néo tratadas com GnRHa foram
subclassificadas em grupo proliferativo e grupo secretor, de acordo com a fase do
ciclo menstrual. A taxa de RE no tecido miomatoso foi maior do que no miométrio
nos trés grupos estudados. Houve variacdo na quantidade de RE detectada em
miomas e miomeétrio, sendo menor na fase secretora quando comparada com a fase
proliferativa e com o grupo tratado com GnRHa. O estudo descreve, também,
variacdo importante nos niveis de receptores de estrOgeno e progesterona entre

diferentes tumores provenientes de uma mesma paciente.

Através de um estudo imunohistoquimico, a atividade proliferativa de
receptores de estrogénio e progesterona em leiomiomas e miométrio normal durante
o ciclo menstrual e em pacientes em uso de GnRHa foi avaliada (Nisolle e cols.,
1999). Os leiomiomas apresentaram mais RE do que o miométrio normal em ambas
as fases do ciclo menstrual. Contudo, a quantidade de RE encontrada foi

significativamente maior apenas na fase proliferativa. Tumores tratados com GnRHa
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apresentaram diminuicdo na atividade proliferativa quando comparados com miomas
nao expostos a medicacdo, 0 que sugere acdo do estrégeno no crescimento dos
mesmos. De acordo com 0s autores, 0s receptores de progesterona também estédo
mais expressos em tecido tumoral, indicando influéncia da mesma na patologia da

miomatose uterina.

Matsuzaki e cols. (1999), avaliando a expressao de REa e REB em células
musculares lisas do miométrio encontrou expressdo de REa mais proeminente do
que a do REB. Nao foi encontrada diferenca na localizacdo dos receptores e

intensidade da sua expresséao ao longo do ciclo menstrual.

Em pacientes pré e pds-menopausicas submetidas a histerectomia, os niveis
protéicos de REa encontrados em amostras de leiomiomas foram duas vezes 0s
encontrados em amostras de miométrio (Kovacs e cols., 2001). Nao houve variacao
na expressao do REa nos tecidos estudados entre as fases do ciclo menstrual e na
menopausa. Os niveis de REP estavam aumentados em miomas durante a fase
proliferativa do ciclo menstrual e, de forma mais intensa, durante a menopausa. O
estudo conclui que, na menopausa, parece haver uma mudanca na expressado dos
receptores em miomas — aumento da expressao do receptor beta em relacéo ao alfa
— 0 que poderia explicar a regressdo dos miomas encontrada ja no inicio da

menopausa.

Estudo avaliando a expressdo de REa e REB em miomas e miométrio
adjacente de 35 pacientes submetidas a histerectomia durante a fase folicular do
ciclo menstrual, demonstrou um nivel de expressdo aumentado de RNAm de ambos

0s receptores em miomas quando comparado com miométrio (Bakas e cols., 2008).
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Além disso, conclui que a razdo entre os receptores (REa/REB) mais do que a
expressdo individual destes determina o tipo e a afinidade de ligacdo ao DNA,

ocasionando o crescimento dos leiomiomas.

Em pesquisa comparando REa e REB em miométrio e leiomiomas
provenientes de mesmas pacientes (Benassayag e cols., 1999) evidenciaram
aumento de RNAmM de REa (3 a 8 vezes) em trés miomas, enquanto em outras duas
pacientes os resultados foram semelhantes. A expressao de REB também foi maior
em miomas (1,5 a 4 vezes) quando correlacionado com miométrio adjacente, exceto

€em um Ccaso.

A expressdio de REa e REB em culturas de células endoteliais
microvasculares e de células musculares lisas de miométrio e leiomioma foi
caracterizada pela primeira vez em 2002 (Gargett e cols., 2002). Todas as amostras
pareadas de tecido tumoral e miometrial expressaram REP nas células endoteliais
microvasculares; entretanto, a expressdao de REa foi variavel entre os pares
avaliados (em alguns nao foi detectada expressao protéica através da técnica de
Western blot). Em relacdo as células musculares lisas, todos 0s pares expressaram
REa (RNAm e proteina), mas ndo houve expressao de RER. O nivel de expresséo
de REa foi variavel entre os pares. De forma contraditéria a estes dados, Valladares
e cols. (2006), avaliando por imunohistoquimica a localizacdo celular e subcelular
dos receptores de estrogeno em leiomiomas, concluiram que células musculares
lisas uterinas expressam ambos os subtipos de RE, enquanto células endoteliais e
células do tecido conjuntivo de leiomiomas e miométrio normal expressam apenas

RER.
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Em artigo publicado em 2002, Sakaguchi e cols. avaliaram a expressdo dos
receptores de estréogeno alfa e beta em miométrio de pacientes pré e pos-
menopausicas. Foram encontrados niveis de RNAm do REB 10 a 200 vezes
menores do que os niveis de REa em ambos os grupos de pacientes. No miométrio
pré-menopausico, o padrdo de expressdo de RNAmM do REPB durante o ciclo
menstrual foi semelhante ao do REa. Comparando os dois grupos, RNAm do RE
do miométrio pés-menopausico foi significativamente maior, enquanto o nivel de
expressdo de RNAmM do REa foi menor. Em analise imunohistoquimica, ambos os

receptores foram detectados no ndcleo de células musculares lisas uterinas.

Contrariando alguns resultados acima descritos outros trabalhos néo
encontraram diferenca ao avaliarem receptores de estrogénio em miomas e
miométrio normal correspondente. Vollenhoven e cols (1994) elaboraram estudo
cujo objetivo era investigar a expressao de RNAmM de receptores de estrogeno e
receptores de progesterona (RP) e a sua capacidade de ligagdo em miomas e
miométrio provenientes de pacientes expostas e ndo expostas a tratamento com
GnRHa. Vinte pacientes ndo expostas a tratamento hormonal e 10 pacientes com
uso previo de pelo menos 3 meses de GnRHa foram arroladas no trabalho. A ligacéo
de RE e de RP foi duas e trés vezes maior, respectivamente, em miomas do que em
miométrio nos dois grupos estudados. A quantidade de RNAm de RE e RP foi
semelhante em miomas e miométrio das pacientes nao tratadas. Também néo
houve diferenca na expressdo de RNAm de RE e RP em miomas expostos ou ndo a
GnRHa. A partir destes dados, concluem que receptores de estrogeno e
progesterona possam contribuir com o crescimento dos miomas através de uma

maior afinidade de ligacdo aos receptores encontrada neste tecido. Além disso, o
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tratamento com GnRHa talvez exerca seu efeito através da diminuicdo dos niveis
circulantes de estradiol e ndo tenha relacio com mudancas na quantidade de

receptores.

Lessl e cols. (1997) avaliaram RNAmM de receptores de estrogeno e
progesterona de miomas e miométrio por RT-PCR. Em 18 amostras coletadas, o
conteudo de RNAm dos dois tipos de receptores nao diferiu nos tecidos avaliados e
foi semelhante nas duas fases do ciclo menstrual. Os achados foram confirmados

atraves da avaliacdo de proteina destes receptores por imunohistoquimica.

Jakimiuk e cols. (2004) ndo evidenciaram diferenca entre a expressao de
RNAmM de REa e REB em leiomiomas uterinos e miométrio adjacente. Ambos
receptores foram encontrados em todos os tecidos investigados e a expressao de
REa em miomas e miométrio foi maior do que a expressao de REB. Em leiomiomas,
foi encontrada correlagcdo entre a expressdo de REa e RE[, enquanto nao foi
observada tal relacdo no miométrio. Em relacdo as fases do ciclo menstrual, ndo
houve diferenca nos grupos investigados. Discutindo as razdes de tais achados, 0s
autores relatam que cerca de 50% das pacientes encontravam-se na
perimenopausa, apresentando niveis de FSH maiores de 20 mUI/mL. Durante a
perimenopausa 0s niveis de FSH sérico tendem a aumentar, mas a producao de
estradiol ndo parece ser afetada significativamente. Entretanto, os autores sugerem

que talvez os niveis aumentados de FSH possam influenciar a expressao dos REs.

Em estudo controlado com 30 pacientes a fim de investigar o papel do REB
no crescimento dos leiomiomas, amostras de tecido tumoral e miométrio foram

coletados durante a fase proliferativa do ciclo menstrual (Roan e cols., 2005). As
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expressdes de RNAmM de ERPB e de ERa e de proteina de ambos foram analisadas
por RT-PCR e imunohistoquimica, respectivamente. Foi encontrada expressdo maior
de REa nos tecidos. Em 90% dos nodulos avaliados ndo houve diferenca entre os
niveis de RNAmM de REa e REB em miomas e miométrio adjacentes. Contudo, a
razdo REB/REa foi menor no tecido miomatoso. Os autores propdem que a relagéao
entre 0s receptores, em detrimento aos seus valores individuais, determina o

desenvolvimento tumoral.

Zhao e cols. (2008) investigaram a expresséao de isoformas a e 3 do receptor
de estrogénio e de IGF-1 em miomas. Foram analisados niveis de REa, RE[ e IGF-
1 em miomas e miométrio adjacente de 21 pacientes através de RT-PCR
quantitativo. Todos os tecidos apresentaram aumento de expressdo de REa. O
estudo ndo encontrou diferenca dos niveis de RNAmMm de REa e REB entre
leiomiomas e miométrio normal. Foi encontrada correlagdo positiva entre RNAm de
REa e RNAmM de IGF-1. Também houve correlacdo positiva entre RNAmM de REB e
RNAmM de IGF-1, mas néao foi significativa. O estudo conclui que o estrogénio pode
regular positivamente o IGF-1 através do REa e que o RE( talvez tenha participacéo

na via de sinalizacao deste.

3 Aromatase

Estrogénios séo sintetizados em varios tecidos humanos por intermédio da
aromatase, enzima pertencente a superfamilia do citocromo P450 a qual é
codificada pelo gene CYP19, localizado no cromossomo 15¢21.2 (Bulun e cols.,

1997; Bulun e cols., 2003).
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O complexo enziméatico encontra-se localizado no reticulo endoplasmatico de
células produtoras de estrégeno, sendo composto por dois polipeptideos: o primeiro,
chamado de aromatase citocromo P450 (CYP450AROM), responsavel pela
aromatizacao oxidativa dos androgénios a estrogénios; e a outra, uma flavoproteina
NADPH-citocromo P450 redutase, que transfere equivalentes redutores para

CYP450AROM (Bulun e cols., 1994).

s

A regido codificante € constituida por aproximadamente 30 kb e a regiao
reguladora é constituida por 93 kb (Bulun e cols., 2004). O CYP19 é composto por
10 exons. O cDNA do gene da aromatase contém 3,4 kb e codifica um polipeptideo
de 503 aminoacidos com um peso molecular de 55 kDa: a CYP450AROM. A
transcricdo da aromatase é altamente regulada e complexa tendo sido identificados

varios promotores especificos de cada tecido (Simpson e cols., 2002).

A aromatizacdo processa-se em trés passos oxidativos sucessivos, que
resultam na conversao da androstenediona e da testosterona em estrona e estradiol
respectivamente (Fishman J, Hahn EF, 1987). A presenca da aromatase foi descrita
em leiomiomas uterinos e sugere-se que sua atividade possa contribuir para o

desenvolvimento desses tumores (Folkerd e cols., 1984).

A prevaléncia de miomas é maior em mulheres afro-americanas quando
comparadas com caucasianas ou outras ragas. Estudam-se, atualmente, os motivos
desta diferenca. Ishikawa e cols. (2009) encontraram niveis de RNAm de aromatase
em miomas maiores do que em miométrio normal. Em pacientes afro-americanas o
aumento foi de 83 vezes, enquanto em caucasianas e japonesas, foi de 38 e 33

vezes, respectivamente. Em contraste com estes dados, a expressao de RNAm de
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REa, REB e RP em leiomiomas foi pouco menos de trés vezes maior do que no

miomeétrio adjacente em todos 0s grupos.

Bulun e cols. (1994) encontraram maior expressao de aromatase em cultura
de células de miomas do que no miométrio adjacente. Em contrapartida, néo foi
encontrada expressdo desta enzima em miométrios provenientes de Uteros sem
miomatose. Os autores levantam a suposicdo de que 0s miomas podem
desenvolver-se preferencialmente em tecidos miometriais capazes de expressar
aromatase ou que produtos secretados pelo tumor possam aumentar a transcricao

da enzima em miomas e miométrio adjacente.

Atraves de técnica semiquantitativa de RT-PCR e de Western blot, Sumitani e
cols. (2000) encontraram expressdao aumentada de aromatase P450 em tecido
miomatoso em relacdo a endomeétrio e miométrio adjacente. Neste estudo, foi
também confirmado através de culturas celulares, que a enzima era funcional e que
seu local mais importante de expressdo ocorre nas células musculares lisas. De
acordo com os resultados do estudo, células miomatosas em cultura tém a
habilidade de sintetizar estrogeno para promover seu proprio crescimento e
proliferacdo. O estrogeno sintetizado no citoplasma pode ligar-se diretamente ao seu
receptor intracelular, sem atingir o plasma. Portanto, o estrégeno sintetizado in situ
poderia contribuir para o crescimento tumoral através de mecanismo

intracrino/autocrino.

De acordo com Shozu e cols. (2001), o uso de agonistas de GnRH reduz a
expressao de aromatase P450 em leiomiomas causando supressdo do estrogeno

produzido in situ, constituindo-se um mecanismo adicional dos efeitos do agonista
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de GnRH no retardo de crescimento das células miomatosas. Foram comparadas
pacientes submetidas a histerectomia que haviam usado acetato de leuprorelina pre-
operatorio (injecdo subcutanea de 1,88 mg a cada 4 semanas por 12-24 semanas)
com pacientes sem uso da medicacdo. Em pacientes que ndo estavam em uso
hormonal houve expressdo 20 vezes maior de aromatase em leiomiomas do que no
miométrio homélogo. O uso hormonal reduziu significativamente a expressao de
aromatase em miomas e miométrio a aproximadamente um décimo da expressao
encontrada no miométrio de pacientes nao tratadas. Apds o tratamento, ndo houve
mais diferenca nos niveis de expressao entre leiomioma e miométrio correspondente
nas amostras estudadas. A supressdo de aromatase também foi demonstrada em
nivel protéico através de andlise por Western blot. Amostras de mioma foram obtidas
de pacientes dos dois grupos e foram tratadas com estrogeno para determinar a
atividade da aromatase. Nao foi encontrada alteracéo na atividade da enzima apoés o
tratamento de ambos o0s grupos. A partir destes dados, os autores referem que a
supressdo da aromatase em células miomatosas durante o tratamento hormonal
ocorre provavelmente por acdo direta nas células e nao pela deprivacdo de

estrogeno circulante no plasma, gerada pelo uso da medicacéo.

Varelas e cols. (2007) elaboraram estudo para avaliar o efeito de anastrazol
em leiomiomas uterinos sintomaticos. O anastrozol € um inibidor da aromatase nao
esterdide de terceira geracdo utilizado para tratamento de cancer de mama
avancado em pacientes menopausicas. As pacientes utilizaram anastrozol 1mg por
dia por 3 ciclos menstruais de 28 dias. O volume médio dos miomas decresceu de
forma significativa apds o uso da medicacao (p < 0,001) em pacientes com mais de

40 anos, resultando em uma reducdo meédia de 55,74 % no volume original dos
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miomas. Nao houve diferenca significativa no tamanho dos tumores em pacientes
com menos de 40 anos. De 39 pacientes tratadas, 2 apresentaram aumento no
volume dos miomas e uma nao apresentou alteracdo. O uso do anastrozol resultou
em reducao de 29,85% do volume uterino, em média (83,02 mL, DP 98,72, IC 95 %
53,01-126,66). O estudo reportou também aumento de 11,3 % do hematdcrito no
final do tratamento e auséncia de efeitos adversos graves. Entretanto, a manutencéo
dos resultados encontrados apos o descontinuo do uso dos inibidores da aromatase

ainda necessita avaliacao.

No Brasil, Hilario e cols. (2009) avaliaram o uso de inibidores da aromatase
para tratamento de leiomiomas. As pacientes receberam medicacao para 90 dias de
tratamento (1 mg de anastrozol por dia). A reducdo do volume uterino foi avaliada
por ecografia. Com o uso da medicacdo houve uma reducdo média de 9,3 % no
volume uterino, sem haver mudancas significativas nos niveis séricos de estradiol,
FSH, androstenediona e testosterona. Também foi evidenciada melhora da

disfuncéo menstrual e da dismenorréia (p = 0,001).



JUSTIFICATIVA

A fisiopatologia dos miomas uterinos nao esta bem estabelecida. Supde-se
que tenham origem multifatorial. Diante do impacto socio-econémico causado por
esta doenca, varios estudos dedicam-se a investigacao dos fatores que promovem o
crescimento dos leiomiomas visando a um melhor entendimento deste processo
biologico. Entretanto, os resultados sdo muitas vezes conflitantes. Desta forma, ha
necessidade de avaliar os mecanismos implicados na associacdo do estrogénio ao

crescimento dos leiomiomas.



OBJETIVO

Avaliar a expressao protéica das isoformas do receptor de estrogénio-a e
receptor de estrogénio-p, assim como da enzima aromatase em miométrio normal e

mioma uterino provenientes de mulheres na menacme.
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Abstract

Background : Leiomyomas are the most common tumors of the female reproductive
tract and a major public health problem. The mechanism of tumorigenesis is
unknown, but evidence suggests that estrogens, which are potent mitogens, regulate
cell proliferation and myoma growth. This estrogen-mediated effect might be due to
different amounts of estrogen receptors (ERa and ERR) in normal and myoma
tissues and overexpression of aromatase P450 in myomas, which is responsible for
conversion of androgens to estrogens in situ. Purpose : Assess protein expression of
estrogen receptors (ERa and ERB) and aromatase in leiomyomas and normal
adjacent myometrium of premenopausal women. Methods : Samples were collected
from 14 premenopausal women admitted for abdominal hysterectomy due to fibroids.
Results : The protein expression of ERa, ERB and aromatase was similar in
leiomyoma and normal myometrium (P = 0.239, P = 0.695 and P = 0.203,
respectively). Conclusions : Our data does not support the theory that
overexpression of ERa, ERB and aromatase in myomas are the cause of tumor

growth.
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Leiomyoma, myometrium, ERa, ER[B, aromatase.
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INTRODUCTION

Uterine leiomyomas are the result of clonal proliferation of uterine smooth
muscle cells (Stewart, 2001). Leiomyomas are the most common tumors of the
female reproductive tract, affecting approximately 20 % to 40 % of women of
reproductive age (The Practice Committee of the American Society for Reproductive
Medicine, 2006). They are a common indication for hysterectomy due to local
pressure effects and bleeding, although it is estimated that less than 50 % produce

symptoms (Bakas et al., 2008).

The exact etiology of leiomyomas is unknown, but their development is
considered to be estrogen dependent (Bakas et al., 2008). Uterine leiomyomas are
more prevalent through the reproductive years and tend to regress after
oophorectomy, after the menopause and during gonadotropin-releasing hormone
agonist therapy (Marshall et al., 1998; Villanova et al., 2006). In addition, several
other hormone-associated risk factors for myomatosis have been identified, such as
early menarche, obesity and unopposed estrogen exposure (Al-Hendy A, Salama

SA, 2006).

Estrogens are potent mitogens and regulate cell proliferation in breast, uterus
and other target organs (Kovacs et al., 2001). Both leiomyoma and normal miometrial
tissue are equally exposed to serum estrogen (Sumitani et al., 2000). Therefore,
some theories were raised in order to explain how estrogens exert influence on
leiomyoma growth. Some studies found a higher content of estrogen receptors in
leiomyomas than in homologous myometrium (Brandon et al., 1995; Englund et al.,

1998). Other possibility is that leiomyomas have been shown to convert androgens to
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estrogen in situ, through the increase of aromatase expression (Sumitani et al.,

2000).

Estrogens act in the uterus mainly through two estrogen receptors (ER), ERa
and ER[ (Bakas et al., 2008). The role of these receptors and their interaction has
been investigated, with conflicting data regarding the amount of ER isoforms found in
leiomyomas compared with normal myometrial tissue (Brandon et al., 1995; Englund

et al., 1998; Lessl et al., 1997; Jakimiuk et al., 2004).

The synthesis of estrogens is catalyzed by the enzyme aromatase, which is
expressed in a number of tissue sites in the human, including uterine leiomyomas
(Bulun et al., 1994). Some studies have demonstrated higher levels of aromatase
activity in leiomyomas when compared with normal myometrial tissue (Folkerd et al.,
1984; Bulun et al., 1994). This suggests that leiomyoma cells synthesize estrogen in
situ what would promote its growth (Sumitani et al., 2000). Recently, aromatase
inhibitors have been tested as an alternative treatment of uterine leiomyomas (Hilario

et al., 2009).

The aim of this study was to evaluate protein expression of estrogen receptors
(ERa and ERpB) and aromatase in leiomyomas and normal adjacent myometrium of

premenopausal women.

METHODS

Study design
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A case-control study was performed.

Patient selection and tissue collection

Samples were obtained from 14 premenopausal women admitted for
abdominal hysterectomy due to fibroids from May 2008 through January 2010 at the
Department of Gynecology and Obstetrics of Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA). Inclusion criteria were hysterectomy due to menorrhagia, compressive
symptoms and rapid tumor growth. Exclusion criteria were adenomyosis, malignancy
or use of hormonal therapy in the previous 3 months before surgery. Body weight,

height, and body mass index (BMI) were measured.

The fragments of leiomyoma and adjacent myometrial tissue collected were
immediately frozen in liquid nitrogen and stored at -80C for subsequent extraction of
total RNA and proteins. The diagnosis of leiomyoma was confirmed by

histopathologic examination.

This study was submitted to and approved by the Research Ethics Committee
of the Research and Post-Graduation Group of the Hospital de Clinicas de Porto

Alegre (GPPG 08142).

Western blots

To obtain tissue lysate, 500 mg samples of leiomyoma and normal adjacent
miometrium tissue were individually homogenized in 500 pL of 10 mM Tris pH 7.4, 1

mM EDTA pH 7.4, 1 mM PMSF, 100 mM NaF, 10 mM Na4P,07, 2mM NazVO, and
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1% Triton X-100. The samples were shaken overnight at 4°C and then centrifuged at
12,000 x g for 30 min at 4°C. Tissue lysates were applied to a 10% SDS-PAGE and
transferred to a nitrocellulose membrane by electroblotting. The membrane was
washed with blocking solution (TTBS) containing 15 mM NaCl, 5 mM EDTA, 50 mM
TRIS, 0.5 % Tween 20, pH 7.4 plus 2.5 % BSA, and incubated with specific mouse
anti-ERa (66 kDa, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany), rabbit anti-ER[3
(56 kDa, Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany) and mouse anti-
aromatase (55 kDa, AbD Serotec, Oxford, UK) diluted in TTBS with 2.5 % BSA and
0.1 % azide (Branchini et al., 2009; Schneider et al., 2009). The bands were detected
by a chemoluminescence reaction (ECL) with film (CL-Exposure, Pierce) exposure
for 15-60 s. The OD (optical densitometry) of the bands obtained by
chemoluminescence was measured by densitometric analysis with an image-
processing system (ImageMaster VDS, Pharmacia Biotech). Mouse anti-B-tubulin (50
kDa Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany) was used to normalize the

ERa, ERB and aromatase protein amounts.

Statistical analysis

For each sample, data obtained from protein expression were expressed as
mean * standard error of mean (SEM) when normally distributed or as median and
interquartile range when supposition of normality of the data was rejected. The
results were evaluated quantitatively by tests: Student t and Wilcoxon T. The sample
size was calculated from a previous study (Cericatto et al., 2005), in order to detect a

difference of 0.5 between the means of arbitrary units of protein expression of ERaq,
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ERB and aromatase, for a sample power 90 % and a significance level of 0.05. All
tests were performed using the SPSS 15.0 data processor (Statistical Packages for

Social Sciences, USA).

RESULTS

Twelve samples of leiomyomas paired with adjacent normal myometrium were
analyzed for protein expression of ERa, ERB and aromatase. Samples from 2
patients had insufficient protein quantity in order to perform the Western blot
technique. Quantitative results are shown as the ratio of the target protein versus -

tubulin in arbitrary units (AU).

Patients’ mean age was 46.8 + 5.1 years and BMI was 28.3 + 4.8 kg/m?. Ten

of our patients were of Caucasian descent and 2 were of African descent.

The protein expression of ERa was similar in leiomyoma [0.782 (0.468 -
1.727)] and normal myometrium [1.137 (0.559 — 2.456)] (Wilcoxon T test P = 0.239)

(figure 1).

The protein expression of ER[B is shown in figure 2 as mean + SEM. There
was no statistical difference between normal miometrium (0.560 +0.125) and

leiomyoma (0.583 + 0.158) (Student's' t test for paired samples P = 0.695).

The analysis of cytochrome p450 aromatase also showed no statistical
difference in protein levels of myoma (3.964 + 0.929) and adjacent miometrium

(2.678 £ 0.463) (Student's' t test for paired samples P = 0.203) (figure 3).
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DISCUSSION

The mechanisms underlying the proliferative effects of estrogen on leiomyoma
growth are not completely understood. Although several studies analyzing the
estrogenic effect on leiomyomatosis have implicated both estrogen receptor types
(quantity, distribution and interactions with each other) on fibroid development, there

are conflicting data about their exact role in the process.

Before ERB was discovered as a distinct receptor, Brandon et al. (1995) and
Englund et al. (1998) showed increased expression of ER in leiomyomas when
compared to normal myometrium. After the finding of a novel ER receptor, other
researchers (Benassayag et al., 1999; Kovacs et al., 2001; Bakas et al., 2008) have
found increased expression of both receptors in leiomyomas when compared with

normal myometrium.

In the present study, protein expression of ERa, ERB and aromatase in
leiomyomas compared to normal adjacent myometrial tissue were analyzed. These
results, however, revealed no difference in protein expression of ERa, ERB and

aromatase between normal myometrium and leiomyoma.

In 1994, Bulun and coworkers demonstrated that aromatase mRNA was
detectable by quantitative reverse transcriptase polymerase chain reaction in
leiomyomata and in normal-appearing myometrial tissues biopsied at 2 cm from a
leiomyoma, aromatase mMRNA was not detectable in myometrial tissues from

disease-free uteri. The presence of aromatase in uterus with myoma could contribute
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of in situ estrogen production, namely estrogen synthesized in leiomyoma cells. In
our study we found similar aromatase protein expression in leiomyoma and

myometrium, and we have no data on disease free uteri.

It has been previously demonstrated that ERa and ERB mRNA expression in
uterine leiomyomas and adjacent myometrium did not differ (Jakimiuk et al., 2004).
However, mRNA levels do not precisely reflect the protein expression of the
receptors and their actual status. Possibly, the crosstalk between both receptors and

not quantity changes of ER are responsible for fibroid growth (Jakimiuk et al., 2004).

Similar data has been presented by Lessl et al. (1997), when ER protein
expression was analyzed immunohistochemically. Our results showed no significant

differences in the average amount of protein present in tumor and normal tissues.

Aromatase activity was shown to be present in human uterine leiomyomas
and it has been suggested that it may contribute to the development of these tumors
(Bulun et al., 1994). Sumitani et al. (2000) and Ishikawa et al. (2009) found higher

levels of aromatase in leiomyoma when compared with adjacent myometrium.

It seems that there is a marked variation in receptor levels in different tumors
even if collected from the same patient, which emphasizes the need to use the
patient as its own control (Englund et al., 1998). In our study, we analyzed myomas
from twelve patients and used their normal adjacent myometrium as controls. We did
not find significant difference in protein expression of aromatase between myomas

and normal myometrium.
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The presence of aromatase transcripts in myometrium adjacent to myomas
and the absence of this transcript in myometrium from uteri without leiomyomas may
lead us to speculate that leiomyomas may preferentially develop in myometrial

tissues capable of expressing aromatase (Bulun et al., 1994).

CONCLUSIONS

This study evaluated protein expression of ERa, ERB and aromatase in
uterine leiomyomas compared to adjacent myometrium. In our study, there was no
statistical difference in protein expression of both estrogen receptor isoforms
between these tissues. The exact way in which estrogen exerts its effects on tumor
proliferation remains unclear. It is possible that a crosstalk between both receptors
and not quantitative changes in ER is the responsible for fibroid growth. Regarding
aromatase, our results are more difficult to explain. Our data does not support the
theory that higher levels of aromatase expressed in leiomyomas are somehow
responsible for its growth. Although the growth of leiomyomas is believed to be
dependent on estrogen, this and other in vitro studies in human tissues show
conflicting results. This suggests that estrogens may exert their growth-stimulatory
effects on leiomyomas only intermediated by other elements, such as cytokines and
growth or apoptosis factors. In conclusion, the effect of estrogen on the growth and

development of fibroids is complex and far from being completely understood.
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LEGENDS

Figure 1. Analysis of ERa protein in leiomyoma and myometrium. (A) Auto-
radiography of the representative Western blot for ERa (66 kDa) in samples of
myometrium (N) and uterine leiomyoma (T) normalized with the band corresponding
to B-Tubulin (50 kDa). (B) Graph representing the quantification of the bands
expressed as a ratio ERa/B-Tubulin (median and interquartile range 25-75), in

arbitrary units. * P =0.239

Figure 2. Analysis of ERB protein in leiomyoma and myometrium. (A) Auto-
radiography of the representative Western blot of ER[ protein (56 kDa) in samples of
myometrium (N) and uterine leiomyoma (T) normalized with the band corresponding
to B-Tubulin (50 kDa). (B) Graph representing the quantification of the bands

expressed as a ratio ERB/B-Tubulin (mean + SEM) arbitrary units.* P= 0.695

Figure 3. Analysis of aromatase protein in leiomyoma and myometrium. (A) Auto-
radiography of the representative Western blot of aromatase protein (55 kDa) in
samples of myometrium (N) and uterine leiomyoma (T) normalized with the band
corresponding to B-Tubulin (50 kDa). (B) Graph representing the quantification of the
bands expressed as a ratio aromatase/p-Tubulin (mean = SEM) arbitrary units.* P=

0.203



CONSIDERACOES GERAIS

Leiomiomas uterinos sdo tumores benignos frequentes em pacientes em
idade reprodutiva, causando grande morbidade e gerando altos custos, uma vez que
o tratamento definitivo geralmente envolve procedimentos cirlrgicos. A origem
destes tumores é multifatorial e os fatores responsaveis pelo crescimento dos
tumores em relacdo ao miométrio sdo motivo de inUmeras pesquisas. O papel
hormonal no crescimento dos miomas é embasado em evidéncias clinicas. No
presente estudo, investigamos o papel do estrogénio na proliferacdo dos miomas.
N&o foi encontrada diferenca estatisticamente significativa na expressao protéica
dos receptores de estrogeno alfa e beta e na expresséo protéica da aromatase. Os
estudos realizados até o momento em relacdo a este assunto sao controversos e o

assunto esta longe de ser esclarecido.
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ANEXOS

Anexo 1 - Protocolo de estudo de técnicas de Wester n blot na avaliacdo de

Miomas e do Miométrio Normal

Caso Ne°:
Registro Prontuario:
Iniciais do Nome:
Data do Procedimento Cirdrgico:
Idade:
Peso:
Altura:
Idade da Menarca (primeira menstruagao):
Paridade: G ___ P _C__ Ab__
Primeira gestacdo no termo aos ____ anos
Data de término da ultima gestacao: /[
Método Anticoncepcional atual:
Datas de inicio dos 3 ultimos ciclos menstruais e duracao do fluxo:
1- _ /__ 1200, fluxo de __ dias;
2- | 1200, fluxo de __ dias;
3- [ 1200, fluxo de __ dias.
Fase do ciclo em que foi realizada a cirurgia:
1- () Fase folicular inicial;
2- () Fase folicular tardia;
3- () Fase lutea inicial;
4
5- () Uso de método anticonceptivo hormonal.

() Fase lutea tardia;



Anexo 2 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecid o

Titulo do estudo: “Expressao Protéica das isoformas dos receptores de estrogénio
a e B e da aromatase em miométrio normal e mioma uterino”.

Prezada Sra.:

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 sdo bastante
frequentes em mulheres em idade reprodutiva. A expressao modificada de alguns
genes pode alterar o tecido normal do Utero e levar a formagédo de tumores como 0s
leiomiomas uterinos. Como a Sra. tem o diagndéstico de leiomioma uterino e foi
recomendada cirurgia para retirada do mesmo, gostariamos de convida-la para
participar do estudo. Caso aceite, sua participacado no estudo consistira em informar
dados sobre sua historia ginecoldgica e obstétrica, uma coleta sanguinea no dia da
sua cirurgia e a permitir gue um pequeno fragmento do seu tumor (10 mm x5 mm) e
do tecido adjacente normal (10 mm x 5 mm) que o envolve, sejam encaminhados
para estudo genético. O restante do tumor serd destinado ao exame histopatologico
normal.

Quanto a coleta sanguinea, a Sra. sera submetida a coleta de 10 mL de sangue
venoso, no dia da cirurgia, com o objetivo de realizar dosagens hormonais. Os riscos
envolvidos com essa coleta sdo minimos, sendo a ocorréncia de pequenos
hematomas a alteragdo mais comum.

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 nao
implicara em nenhum prejuizo em seu atendimento neste Hospital. Todas as
informacdes obtidas estardo a sua disposi¢cao se assim desejar. Todos os resultados
referentes a pesquisa serdo utilizados para fins exclusivos de pesquisa, sendo
resguardada sua total confidencialidade.

Os pesquisadores responsaveis por este Projeto sdo o Prof Dr. Edison Capp (51
99144166), a Profa. Dra. Helena von Eye Corleta, a Profa. Dra. llma Simoni Brum da
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Silva (51 33163671 ou 51 99969044), e Anelise Olmos Grings (51 93667212). Caso
a Sra. tenha qualquer duvida sobre o projeto podera nos contatar nos telefones
indicados acima. Tendo este projeto sido revisado e aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa desta Instituicao.

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 determinacfes de caracteristicas
genéticas que serdo feitas. Recebi também a garantia de resposta a duvidas ou
esclarecimentos relacionados a pesquisa e da seguranca da confidencialidade dos
dados obtidos.

Local e data

Paciente ou responsavel

Pesquisador




