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RESUMO




Introdugao: Os miomas uterinos sdo os tumores pélvicos sélidos benignos mais
frequentes nas mulheres em idade reprodutiva. Atualmente, a presenca de miomas
uterinos constitui a principal indicagao de histerectomia devido a morbidade que
ocasionam sangramento intenso, compress&o nos orgaos adjacentes, dor e
infertilidade. Alguns estudos mostram que a expressao do receptor de vitamina D
(VDR) se correlaciona com a etiologia dos leiomiomas uterinos. Objetivo: Avaliar a
expressao do receptor da vitamina D no leiomioma uterino € no miométrio nao
neoplasico. Pacientes e Métodos: estudo transversal controlado, envolvendo 40
mulheres, atendidas no Setor de Ginecologia do Hospital Getulio Vargas que se
submeteram a cirurgia de histerectomia abdominal para comparar a expresséo
imunoistoquimica do VDR nas amostras teciduais de leiomioma uterino e tecido
miometrial ndo neoplasico. A expresséo do VDR foi valiada através da contagem das
células com nucleo corados em marrom de forma quantitativa, por meio de um
microscopio optico, acoplado a um computador com sistema de imagemlab, sendo o nivel de
confianga de 95% e o nivel de significancia estabelecido em p< 0,05. Resultados:
Observou-se células com nucleos corados pelo anti-VDR no miométrio e leiomioma
de 79,52% e 60,22%, respectivamente (p<0,0001). Conclusao: Observou-se niveis
reduzidos de receptor de vitamina D em miomas uterinos humanos em comparacao
com o miométrio ndo neoplascio, sendo esta diferencga estatisticamente significante
(p<0,0001).

Palavras chaves: Receptor da vitamina D. Mioma. Miométrio ndo neoplasico,
imunoistoquimica.
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Introduction: Uterine fibroids are the most common benign solid pelvic tumors in
women of reproductive age. Currently, the presence of uterine fibroids is the main
indication for hysterectomy due to morbidity that causes intense bleeding,
compression in adjacent organs, pain and infertility. Some studies have shown that
vitamin D receptor (VDR) expression correlates with the etiology of uterine
leiomyomas. Objective: To evaluate the expression of the vitamin D receptor in the
uterine leiomyoma and the non neoplastc myometrium. Patients and methods: A
cross-sectional, controlled study involving 40 women attended at the Gynecology
Sector of Hospital Getulio Vargas who underwent abdominal hysterectomy surgery.
We compared the immunohistochemical expression of VDR between tissue samples
from uterine leiomyoma and non neoplasctic, myometrial tissue. VDR expression
was assessed by counting the cells with positively stained nuclei quantitatively, by
means of an optical microscope, coupled to a computer with image system, with 95%
confidence level and p <0.05. Results: Were observed cells with nuclei stained by
anti-VDR in the myometrium and leiomyoma of 79.52% and 60.22%, respectively (p
<0.0001). Conclusion: Reduced vitamin D receptor levels were observed in human
uterine fibroids compared with non neoplasic myometrium, with this difference being
statistically significant (p <0.0001).

Key words: Vitamin D Receptor, Mioma, Non neoplasic myometrium,
Immunohistochemical.
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Avaliacdo da expressao do receptor da vitamina D no leiomioma uterino ¢ no miométrio normal

Os miomas uterinos, também conhecidos por leiomiomas ou fibromas
uterinos, sao os tumores pélvicos solidos benignos mais frequentes nas mulheres
em idade reprodutiva (WALLACH; VLAHOS, 2005). Sado geralmente detectados
entre 30 e 40 anos de idade, sendo relativamente raros em mulheres jovens e na
pos-menopausa. Eles sdo normalmente sintomaticos em 20% a 50% das mulheres
em idade reprodutiva (BOZZINI et al., 2004)

Tais fiboromas sdo formacgdes nodulares que se desenvolvem na camada
muscular lisa do utero e tem como constituintes 0 musculo liso e matriz extracelular
(colageno, proteoglicanos e fibronectina). Normalmente, estdo relacionados com
alteracdes biologicas de crescimento e desenvolvimento e geralmente influenciadas
pelos horménios sexuais, principalmente o estrogénio, além de outros fatores, como
mudancgas genéticas e fatores de crescimento (HERNANDEZ et al., 2013; PARKER,
2007)

A forma de apresentacao clinica dos tumores uterinos € variavel e depende,
principalmente, do tamanho, da localizagdo e do numero de ndédulos miomatosos
(KISILEVZKY, MARTINS, 2003). Atualmente, a presenga de miomas uterinos constitui
a principal indicagao de histerectomia, devido a morbidade. Sao responsaveis por
mais de 600.000 histerectomias e de cerca de 42.000 miomectomias por ano nos
Estados Unidos da América - EUA (FARIA; GODINHO; RODRIGUES, 2008).

Os miomas podem ser unicos ou multiplos, sendo classificados segundo a
sua localizagao anatémica (GANTE, 2017). A maioria surge no corpo do utero e uma
minoria ao nivel do colo uterino ou ligamento largo e podem ser classificados em
subserosos, intramurais ou submucosos. Os subserosos situam-se imediatamente
abaixo da serosa e podem estar ligados ao corpo uterino. Os intramurais encontram-
se predominantemente na espessura do miométrio, podendo distorcer a cavidade
uterina ou o contorno exterior do utero e os submucosos localizam-se imediatamente
abaixo do endométrio (FARIA; GODINHO; RODRIGUES, 2008) (FIGURA 1)

DISSERTACAO DE MESTRADO - Maria Simone Oliveira Lima
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FIGURA 1. Tipos de fibromas uterinos

Pedunculado =

/j\ Subseroso
~

Submucoso

Intramural

Vagina

Fonte: Adaptado da pagina do Stanford Children’s Health. Disponivel em:
https://www.stanfordchildrens.org/es/topic/default?id=fibroides-uterinos -85- Z
P03653> access on 25 Jan. 2019.

Os leiomiomas podem provocar um impacto significativo na qualidade de vida
de mulheres em idade reprodutiva, dependendo de sua posicdo anatdbmica,
quantidade e tamanho, esses tumores podem ocasionar alguns sintomas como,
irregularidade menstrual em cerca de 30% dos casos, sendo a hemorragia o mais
frequente deles (BOCLIN; FAERSTEIN, 2013). Os quatro principais sintomas dos
leiomiomas que sado indicagdo apropriada para intervengdo sao o sangramento
intenso, a dor, a compressao nos o6rgaos adjacentes e a infertilidade (CUNHA, 2006;
SILVA et al., 2005)

Miomas subserosos tendem a causar sintomas compressivos e distorgao
anatémica de érgaos adjacentes, os intramurais causam sangramento e dismenorreia,
enquanto que os submucosos produzem sangramentos irregulares com maior
frequéncia (CORLETA, 2007). Além disso, observou-se que esses ultimos estdo mais
associados a disfuncéo reprodutiva causando infertilidade e desfechos gestacionais
adversos, como abortos espontaneos, anomalias fetais, partos prematuros e aumento
na indicagao de cesarianas. (BOCLIN, 2013; PRITTS; PARKER; OLIVE, 2009).

DISSERTACAO DE MESTRADO - Maria Simone Oliveira Lima
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A etiologia dos leiomiomas ainda ndo foi completamente esclarecida e mais
recentemente tem sido sugerido que a vitamina D pode desempenhar um papel
importante no desenvolvimento deles. Varias evidéncias experimentais in vitro e in
vivo apoiam esta visdo (HALDER, 2013).

Os leiomiomas s&o caracterizados por deposicdo excessiva de matriz
extracelular (ECM), bem como um aumento na proliferagdo celular (BAIRD, 2013).
Alteracdes neste processo de degradacgao e remodelagao podem contribuir na génese
do leiomioma. As principais enzimas envolvidas nessa degradagao sao as
metaloproteinases de matriz (MMPs), que sdo por sua vez sdo regulados por
inibidores teciduais de metaloproteinases (HALDER, 2013).

As metaloproteinases de matriz sdo uma familia de proteinases dependentes
de zinco estrutural e fisiologicamente relacionadas por sua capacidade de degradar
a matriz extracelular (CHIA; KUMARI; CASEY, 2014). Elas possuem envolvimento
no funcionamento normal de varios tecidos durante o crescimento, desenvolvimento
e envelhecimento. E importante destacar que a expressdo de MMP ¢é induzida por
uma série de fatores, incluindo citocinas inflamatérias, horménios, fatores de
crescimento e oncogéneses (STOELTZING et al., 2003; GIGANTI et al., 2016).

As MMPs causam a degradac&o da matriz extracelular e regulam a adesao de
células (AMALINEI et al., 2010). A MMP-9, em particular, degrada e destréi a matriz
adjacente e cria dano vascular na barreira endotelial tumoral, levando a diminuigao do
impedimento estérico, aumentando permeabilidade vascular e o extravasamento de
nutrientes (MARTIN; MATRISIAN, 2007). Estas alteragbes da matriz proporcionam
espaco para a neovascularizacdo das neoplasias uterinas e promovem o crescimento
tumoral (COSTA et al., 2016).

O metabolito ativo da vitamina D, reconhecido com um horménio esteroide, tem
sido demonstrado como inibidor da proliferacdo de células e produgdo de matriz
extracelular em culturas de tecido fibroide, reduzindo o volume de mioma. A vitamina
D exerce os seus efeitos através da ativacdo do seu receptor celular, receptor de
vitamina D (VDR), que por sua vez altera as taxas de transcrigdo dos genes alvo

responsaveis por varias respostas bioldgicas (HALDER, 2011; ZHANG, 2006).

A vitamina D proveniente de fontes alimentares ou da pele, entra nacirculacéo
e se liga a proteina ligadora de vitamina D (DBP), através da qual é transportada ao

figado, onde sofre sua primeira hidroxilagdo no carbono 25 pela agdo da enzima 25
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hidroxilase, resultando na formagao de 25-hidroxivitamina D (25(OH) D) ou Calcidiol
(SHIL, 2009). Forma mais abundante deste hormdénio no organismo que sera
secretada no plasma ( BONETI, 2013; CUPPARI,2009).

Para se tornar ativa, a 25(OH) D sofre hidroxilagdo mediada pela enzima 25-
hidroxivitamina D 1a-hidroxilase, expressada nos rins, formando a 1,25
hidroxivitamina D (1,25(OH)2D) ou calcitriol, que € a forma ativa da vitamina D no
organismo, cuja agao € responsavel pela regulacdo do metabolismo dos minerais
célcio e fosforo no intestino e nos ossos, além da regulagao das fungdes imunologicas
e do crescimento celular em varios tecidos alvos (BELLAN; PIRISI; SAINAGHI, 2017;
HATO CASTRO, 2016).

Com o entendimento de varios aspectos da fisiologia da vitamina D a partir de
estudos bioquimicos e moleculares, sua forma ativa, a 1a,25-diidroxivitamina D
(1,25(0OH)2D), € um hormoénio integrante de um fascinante eixo metabdlico: o sistema
endocrinolégico vitamina D que é formado pelas varias moléculas que compdem o
grupo vitamina D, dos quais, sua proteina carreadora (DBP, vitamin D binding
protein), seu receptor (VDR, vitamina D receptor) e pelas diversas enzimas que
participam da cascata de reagdes de ativagao e inativagao celular ( CASTRO,2011).

O receptor de vitamina D € um receptor hormonal intracelular e um membro da
familia de receptores nucleares. Estes estdo envolvidos em diversos eventos celulares
e sao a maior classe de reguladores transcricionais, podendo agir como monémeros
ou formando dimeros, (ROBINSONRECHAVI et al., 2003). Dentro desta superfamilia
estdo os receptores ativados por hormdnios esteroides e vitamina D, a exemplo do
VDR. (GRONEMEYER et al., 2004).

O VDR é sintetizado a partir de um gene localizado no cromossomo 12,
conhecido como gene VDR e que apresenta associagdo com a vitamina D. (PAFFONI,
2013; SABRY, 2012). O receptor da vitamina D pode se ligar a forma ativa da vitamina
D, 1,25dihidroxivitamina ou calcitriol e a certos homdlogos dela através de sitio de
ligagdo no seu LBD (JIANG, 2004; TOCCHINI-VALENTINI, 2001).

Quando ativado pelo seu ligante, o VDR transloca-se para o nucleo onde ira
interagir com as regides promotoras as quais apresenta afinidade (elementos
responsivos) no DNA, neste ponto ird atuar como fator de transcricdo génica,
modulando a expressdo de genes alvos e assim produzindo multiplos efeitos
biolégicos (ISSA et al., 1998; BAKER et al., 1988; RACZ; BARSON, 1999).

No nucleo das células-alvo, esse complexo se liga ao receptor de acido
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retindico, formando heterodimeros que atuam nos elementos-resposta da vitamina D
(VDRE), iniciando, assim, a cascata de interagcbes moleculares que modulam a
transcricdo de genes especificos (CASTRO, 2011; BARRAL; ARAUJO, 2007).
Forma-se, entdo, um complexo de transcricdo em conjunto coma RNA polimerase
(RNA pol.) e um coativador (CoA) capaz de induzir ou reprimir a transcricdo de genes
(BELLAN; PIRISI; SAINAGHI, 2017). FIGURA 2.

FIGURA 2. Possiveis efeitos da ativagao do Receptor de Vitamina D nos fendbmenos

celulares
VITAMINA D
RXR .
° Nucleo
)
L]
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Fonte: Préprio autor, 2017.

O VDR atua na modulacdo génica de diversas células, estimulando a
transcricdo ou inibindo-a através da sua ligagdo com os elementos de resposta a
vitamina D. (ISSA et al., 1998). A presenga do VDR em tecidos diversos sugere a
sua participagdo em processos fisioldgicos como atividades imunomoduladoras,
antiproliferativas, prodiferenciadoras e antineoplasicas (NEGPAL et al.,, 2005;
KOCHUPILLAI, 2008). Podendo conduzir agdes como, a inibigdo da proliferacéo
celular, indugao de diferenciacao e a apoptose celular, entre outras. Estes processos
em ultima instancia podem levar a uma protecao de células a partir de transformacao

maligna, bem como a inibicdo de crescimento celular (BRAKTA et al., 2015)
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A producéo local de 1,25 (OH) 2D depende de niveis precursores circulantes,
0 que pode explicar a associagcao da deficiéncia sérica de vitamina D com varias
doencas e suas diversas fung¢des confirmadas pela presenca de VDR em uma ampla
gama de tecidos humanos, incluindo pele, cérebro, pancreas, mama, bem como em
células Osseas, intestinais, células do sistema reprodutivo feminino (utero, ovario,
placenta), masculino (testiculo e préstata) e nas células do sistema imune também
(DUSSO, 2005; NORMAN, 2010).

Estudos sugerem existir uma associagao de polimorfismos do receptor nuclear
da vitamina D (VDR) ao progndstico de alguns tipos de neoplasias, como cancer de
mama, pulmé&o, tireoide, células renais (BOUILLON et al., 2006), bem como em
neoplasias benignas também como a leiomiomatose uterina. Estudos recentes
avaliaram a expressado do VDR tanto no miométrio quanto no endométrio do utero
humano, ao longo do ciclo menstrual, além dos tecidos de mioma uterino (SABRY,
2013; FENG, 2010).

Chakraborty et al. (2009) pesquisaram a associagao entre agdes da vitamina
D que sao mediadas via receptor de vitamina D (VDR) e os polimorfismos desse
gene com o risco e & progressdo do carcinoma de mama no norte da india. Os
resultados indicaram que o polimorfismo VDR poli-A esta significativamente associado
ao risco de cancer de mama, especialmente na doenca de inicio precoce. Outra
pesquisa recente estudou o polimorfismo do gene VDR como fator de mau progndstico
para o cancer papilar de tireoide e observaram que o alelo Fokl T do gene VDR e o
genotipo TT se correlacionaram com a agressividade do céncer, podendo assim, ser
util como um mau fator progndstico para avaliar o alto risco de cancer papilar de
tireoide (BEYSEL et al., 2018).

Feng et al. (2010) realizaram um estudo para determinar a expressao de VDR
em miomas uterinos. Foram avaliadas amostras teciduais de mioma intramural e
niométrio em diferentes sitios de 5 mulheres que realizaram histerectomia, onde
percebeu-se uma alta expressdo de receptor de vitamina D na parte central dos
fibromas quando comprada com o miométrio. Ja a expressao do VDR na margem do
fiboroma ndo foi diferente quando compradao ao miométrio central e adjacente.
Mostrando diferentes niveis de expressdo do VDR dependendo da localizagao e
sugerindo um papel da sinalizagao de vitamina D na biologia do fibroma.

Um outro estudo mais recente realizado por Al- Hendy et al. (2015) avaliou o

papel da 1,25 (OH) 2D3 na expressao de receptores de esterdides sexuais em
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células de firomas uterinos humanos de 14 pacientes. Neste, as células foram
tratadas com 1,25 (OH) 2D3 e analisadas quanto a expressao e localizagdo das
receptores usando Western blot, imunoistoquimica, imunofluorescéncia e ensaios de
imunoprecipitacdo. Foi identificado uma correlacdo entre os niveis reduzidos de
receptor de vitamina D com o mioma, a expressao do VDR foi menor em 60% dos
casos (oito de 14) comparado ao miométrio adjacente.

A identificacdo da expressao do receptor de vitamina D na maioria das células
tém mostrado evidéncias de sua importancia como marcador celular que se
correlaciona com a presenca dos leiomiomas uterinos, porém as pesquisas
avaliando a influéncia deste biomarcador na leiomiomatose uterina sdo escassos, 0

que nos levou a concepgao do presente estudo.
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2. OBJETIVOS
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Objetivo Geral

Avaliar a expressao do receptor de vitamina D no leiomiomas uterino e no

miométrio ndo neoplasico.
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3. PACIENTES E METODOS
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3.1 Tipo de estudo e local da realizagcao

Trata-se de um estudo transversal controlado e analitico em mulheres
portadoras de leiomiomatose uterina sintomatica que se submeteram ao
procedimento a histerectomia abdominal na Clinica Ginecologica do Hospital Getulio
Vargas, no periodo de abril a dezembro de 2017.

3.2 Critérios de inclusao da amostra

Foram incluidos neste estudo mulheres em idade reprodutiva de 18 a 45
anos, portadoras de leiomiomatose uterina sintomatica e que realizaram a cirurgia

de histerectomia abdominal.

3.3. Critérios de nao-inclusiao da amostra

¢ Mulheres na pés menopausa,;

e Pacientes portadoras de doencas hepaticas, metabdlicas,
cardiovasculares e renais;

e Pacientes com relatos de outros tipos de malignidade;

e Mulheres que ja tenham realizado algum tratamento hormonal ou cirurgico

para o leiomioma,;

3.4. Calculo Amostral

A determinacdo do tamanho da amostra para o estudo foi obtido a partir da

féormula:

N'ﬁ*'f}'{zmg}z

pg ez, f rav-n-E

i

Onde:
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n = Numero de individuos na amostra

Z«lz = Valor critico que corresponde ao grau de confianga desejado.

p = Proporgéo de individuos que pertence a categoria que estamos interessados em
Estudar.

g = Proporc¢ao de individuos que ndo pertence a categoria que estamos interessados
em estudar (q =1 —p).

N= Tamanho da populagao

E = Margem de erro

O tamanho amostral foi calculado baseado na prevaléncia de 5,4%, com
nivel de confianga de 95% e erro amostral de 5% e o n foi estimado em 66
pacientes. (BORGFELDT; ANDOLF, 2000),

3.5. Métodos

3.5.1 Coleta de Material Tecidual

Foram coletadas amostras teciduais com cerca de um centimetro de didmetro
de leiomiomas uterino e de tecido miometrial, este em regido uterina livre de miomas
e distando no minimo cinco centimetros de qualquer mioma, por ocasido do

procedimento de histerectomia abdominal.

3.5.2 Meétodo histopatoldgico

As amostras teciduais foram fixadas pelo método classico descrito por
MASSON (1956) em formol tamponado (pH = 7,4), desidratadas em alcool etilico,
diafanizadas pelo xilol e impregnadas pela parafina numa estufa a temperatura de 59 °
C. Apos este processo, parte da amostra foi submetida a cortes seriados
consecutivos de quatro micrdmetros, mantidos em l|adminas e corados com
hematoxilina-eosina para confirmagao diagnostica de leiomiomatose uterina e tecido
miometrial normal. Os blocos de parafina ficaram entdao armazenados para posterior
avaliagao imunoistoquimica. Todas as laminas foram analisadas por um patologista

experiente da Universidade Federal do Piaui.

3.5.3 Meétodo Imunoistoquimico
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Foi utilizado um anticorpo anti-Vitamin D3 Receptor, policlonal de coelho para
o biomarcador Receptor de vitamina D na diluicdo de 1:25 com soroalbumina bovina
(BSA).

Os cortes foram desparafinados em banho de xilol a 110° C e, banhos
subsequentes a temperatura ambiente. Apds esse processo, os cortes foram
colocados em alcool etilico nas concentragbes 100, 80 e 50 por cento
consecutivamente e lavados em agua corrente e destilados. A Atividade da peroxidase
endoégena foi bloqueada em trés banhos de H202 a 10 volumes, durante trés minutos,
seguida de lavagem em solugao salina tamponada com fosfato (PBS), pH 7,4 a 7,6.

Para recuperagéo antigénica foi utilizada panela a vapor T-fall, com o objetivo
de desmascarar antigenos. As laminas foram colocadas em tampao citrato de sddio
pH 6,0 durante 30 minutos a 95 °C e, apds tempo para resfriamento de 20 minutos,
foram lavadas em agua corrente e colocadas em tampdo PBS. A seguir foram
incubadas com anticorpo primario especifico “overnight” a 4° C.

Apods a incubagao, as laminas foram submetidas a trés lavagens em PBS,
secadas e incubadas com “Em Vision TM System (DAKO, Cddigo K 1672) "por 1
hora a 37° C. Mais uma vez as laminas foram lavadas em agua corrente, agua
destilada e contra coradas com hematoxilinas de Mayer por 30 segundos. Os cortes
foram embebidos de alcool a 100% e xilol para desidratagdo e em seguida

colocadas em laminulas e resina Entellan.

3.5.4 Método Quantitativo

A expressao dos biomarcadores foi avaliada por dois observadores que
estavam cegos em relagdo a identificagdo das amostras. Estes observadores
contaram as células com nucleo corados positivamente (sob aumento de 400 x), de
forma quantitativa, usando um microscopio éptico conectado a uma videocamara.

Para quantificagdo dos biomarcadores nucleares, foram contadas 500 células
em cada lamina, calculando-se a percentagem de células coradas obtida a partir da
razao entre o numero de células com nucleos corados e o total de células
multiplicada por 100, como na formula abaixo:

Porcentagem de células coradas = células com nucleos corados x 100
Total de células
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3.5.5 Meétodo Estatistico

O resultado dos dois grupos foram analisados a partir das médias e erro
padrao, sendo utilizado o teste t student. A significancia estatistica foi estabelecido
em p < 0,05 (KUTNER, et al. 2004).

Foi utilizado o programa R para todas as analises( library epitools).

3.6. Aspectos Legais e Eticos

O estudo foi encaminhado ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Universidade Federal do Piaui obedecendo a resolucdo 466/2012 do Conselho
Nacional de Saude, sendo aprovado com o numero CAAE 65345917.9.0000.5214.
Todas as pacientes assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido, prévio

ao estudo.
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4. RESULTADOS
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O estudo incluiu 47 mulheres, porém devido as perdas de amostras e
atendendo aos critérios de exclusao, a analise envolveu 40 pacientes, das quais foram
analisadas 40 amostras de miomas e 40 de miométrio ndo neoplasico. A média de
idade foi de 40,7 anos variando de 30 a 45 anos. Quanto a paridade, 35 pacientes
tiveram filhos e 5 ndo tiveram nenhuma gestagao. Em relagcéo a etnia, 27 pacientes
eram afro- brasileiras e 13 eram brancas. A média do IMC foi 26,26 variando de 21,3
a 32,9, de modo que 17 (42,5%) pacientes estavam com o peso adequado (19 a 24,9),
17(42,5%) com sobrepeso (25 a 29,9) e 6 (15%) encontravam-se obesas. A média
de tamanho dos miomas foi de 7,61cm variando de 1,3 a 83,1cm. A média do
volume uterino foi de 370,2cm?3 variando de 76,8 a 1438,0cm?®. (TABELA 1).

TABELA 1. Caracteristicas das pacientes

N %
Idade
30 - 39 14 35
40 - 45 26 65
Paridade
Sim 35 87,5
Nao 5 12,5
Etnia
Branca 13 33
Afro-brasileira 27 67
indice de massa corporea
Eutrdfica 17 42,5
Pré-obesa 17 42,5
Obesa 6 15
Tamanho do mioma (cm)
Menor que 5¢cm 22 55
De 5cma 10 cm 15 37
Maior que 10 cm 3 8
Volume uterino (cm?)
Menor que 160 6 15
De 161 a 500 28 70
Maior que 500 6 15

Fonte: Prépria autora
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Quanto a expressao do receptor de vitamina D (VDR) no mioma e no miométrio
adjacente, haviam células positivas em todas as amostras incluidas (FIGURA 3). A
média da expressao do VDR no miométrio foi de 79,52% e em leiomiomas de 60,22%
(P < 0,0001), como descrito na tabela 2 e representados na FIGURA 4.

FIGURA 3: Expressao do VDR em células do mioma e miométrio ndo neoplasico.

Células com nucleo corados positivamente para VDR vistas usando um microscépio éptico no mioma
uterino (A) e miométrio normal adjacente (B). (Aumento de 400x).

TABELA 2. Porcentagem média de nucleos corados com anti-Vitamina D Receptor
no Mioma e miométrio ndo neoplasico.

Grupo N Média Erro Padrao Mediana Minimo Maximo p-valor*
Controle (I') 40 79,52 4,32 79,91 70,00 89,00  0,0001
Estudo (1I?) 40 60,22 7,24 58,55 50,00 75,00

Fonte: Prépria autora

1-Miométrio 2- Mioma
*p-valor do teste T para igualdade de médias
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FIGURA 4: Boxplots da porcentagem de células coradas expressando VDR no
mioma e no Miométrio nao neoplasico.
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70%
1

60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Porcentagem das celulas coradas
expressando VDR

* 0 <0,0001

1 MIOMA [] MIOMETRIO

Fonte: Prépria autora

Os niveis de expressdao da proteina VDR foi analisada por imunoistoquimica em miomas e
miométrio ndo neoplasico (N=40). Todas as amostras de mioma apresentaram niveis reduzidos de
VDR quando comparado ao miométrio. Os valores normalizados representam a variagdo dos
niveis de expressdo de VDR com mediana que foram usados para gerar o gréafico. O teste t de
Student foi usado para calcular o nivel de significancia (p < 0,0001) com nivel de confianga ( IC) de
95%.
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5. DISCUSSAO
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Neste estudo avaliamos a expressao do biomarcador, Receptor de Vitamina D
em miomas uterinos humanos e comparamos essa expressao com a apresentada no
miométrio ndo neoplasico. Analisamos um total de 40 miomas uterinos e seu
miométrio e encontramos expressao deste biomarcador em todas as amostras
teciduais tanto do mioma quanto do miométrio (FIGURA 3). Foi possivel observar
que em todas as pacientes o nivel de expressdo do receptor da vitamina D foi
inferior no mioma quando comparado ao miométrio adjacente e que o percentual
médio de expressao do VDR foi significativamente diferente entre mioma e miométrio
estudados (p<0,0001), como mostra a FIGURA 4.

O mioma uterino € um tumor mesenquimatoso, benigno e monoclonal, com
origem nas células musculares lisas do miométrio. Sua verdadeira incidéncia é
desconhecida dado que muitas mulheres sao assintomaticas. Estima-se, no entanto,
que a sua incidéncia varie entre 5 e 80% dependendo da idade e da ragca, com uma
prevaléncia de 20-40% nas mulheres em idade reprodutiva e de 70- 80% aos 50
anos. (FLAKE; ANDERSEN; DIXON, 2008; MINISTERIO DA SAUDE, 2012).

Um grande estudo transversal foi realizado envolvendo 21.746 mulheres entre
15 e 49 anos de sete paises — Brasil, Canada, Franca, Alemanha, Italia, Coréia do
Sul, Reino Unido- e entre 18 e 49 anos dos Estados Unidos. Os autores encontraram
prevaléncia de 7% de mioma relatado pelas mulheres brasileiras (ZIMMERMANN,
2012). Segundo a literatura a incidéncia dos miomas € 2 a 3 vezes superior na raga
negra, sendo mais vezes sintomaticos, maiores e multiplos (WALLACH; VLAHOS,
2004). No presente estudo, todas as mulheres avaliadas encontravam-se em idade
reprodutiva, portanto com taxas hormonais em alta e 67% eram afrodescendentes,
apresentando assim, caracteristicas favoraveis a etiologia dos tumores uterinos como
mostram as pesquisas.

Na etiologia dos miomas, além dos fatores genéticos, de crescimento e
hormonais envolvidos, outros fatores também estdo sendo considerados favoraveis
como idade, historia familiar, obesidade, hipertensdo arterial, nuliparidade e
alimentagao (carnes vermelhas, alcool, cafeina (DONNEZ; DOLMANS, 2016; NAIR;
AL-HENDY, 2011). A obesidade esta associada ao aumento da secregdo de
adipocinas que influenciam significativamente o crescimento e a proliferacdo de
estroma tumoral e células malignas. As adipocinas, como o fator de necrose tumoral
a (TNF-a), sao produzidas no tecido adiposo e a produgdo aumentada e sustentada

de citocinas esta associada alteragdes no crescimento e diferenciagéo celular (NAIR,
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2011). Nossos resultados mostram que 57,5% encontravam-se acima do peso e que
cinco delas eram nuliparas.

A identificagao da expressao do receptor de vitamina D na maioria das células
e 0 reconhecimento que algumas células apresentam capacidade para produzir
formas ativas da vitamina D tém mostrado evidéncias da influéncia desta vitamina na
patogenia de fibromas uterinos (PAFFONI, 2013; HALDER; GOODWIN; AL-HENDY,
2010)

Al Handy et al. (2015) pesquisaram o papel da 1,25 (OH) 2D3 na expressao
de receptores de esteroides sexuais em células de leiomiomas uterinos humanos e
perceberam que a desregulagdo dos hormdnios esteroides e seus receptores &
pensado como um fator primordial para o crescimento do mioma uterinos, uma vez
que ele tem acgao de inibir o VDR, enquanto que 1,25 (OH) 2D3 atua como um
agente antiestrogénico nessas células. Neste estudo as células de leiomiomas foram
tratadas com 1,25 (OH) 2D3 e analisadas quanto a expressao e localizagdo dos
receptores e observou-se que o tratamento com 1,25 (OH) 2D3 diminuiu
significativamente os niveis de receptores estrogénicos (p <0,05). Em contraste, a
1,25 (OH) 2D3 induziu seu proprio VDR. Sugerindo que a 1,25 (OH) 2D3 funciona
como um antagonista dos receptores de horménios, com fung¢des antiestrogénica e
antiprogesterdnica.

Essa influéncia antiestrogénica da vitamina D foi estudada também por Halder
et al. (2011), quando examinaram, in vitro, o efeito da 1,25-dihidroxivitamina D3 na
expressao de proteina relacionada a fibrose em células de leiomioma uterino
humano induzida por TGF-3. As células do mioma foram tratadas com TGF-3 comou
sem vitamina D e identificou-se que o TGF-3 induziu fibronectina e expressao de
proteina de colageno tipo 1 em células de mioma e esse efeito foi suprimido pela
vitamina D, sendo esta considerada um fator antifibrético na terapéutica miomas
uterinos benignos.

Paffoni et al. (2013), estudaram os niveis séricos de vitamina D em mulheres
com mioma e revelaram que a concentracdo de vitamina D foi significativamente
mais baixa em mulheres com mioma quando comparada com o grupo controle
(18,0ng/ml e 11,1ng/ml respectivamente, p< 0,010, OR= 2,2). Resultados
semelhantes foram encontrados por Baird et al. (2013), que avaliaram vitamina D e o
risco de miomas uterinos, onde encontram que mulheres com vitamina D suficiente

tiveram uma estimativa de 32% de reducado de miomas em comparagao com aqueles
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com insuficiéncia de vitamina D (OR = 0,68).

Em um outro estudo realizado por Sabry et al. (2013) foi investigado se os
baixos niveis séricos de vitamina D estao correlacionados com o aumento do risco e
a ocorréncia de miomas uterinos e encontraram que niveis séricos reduzidos de 25-
(OH) vitamina D foram significativamente associados com a ocorréncia de miomas
(p<0,01). Também foi observada uma correlacdo inversa estatisticamente
significante entre os niveis séricos de 25- (OH) vitamina D e o volume total do mioma
(p < 0,002) dentro da coorte de casos.

A vitamina D é um hormonio esteroide que tem um papel bem documentado na
homeostase do calcio e mineralizacdo 6ssea. Evidéncia coletiva de estudos pre-
clinicos e epidemiolégicos indica que o status da vitamina D também esta
inversamente associado ao risco de varios canceres e mortalidade por cancer
(GIOVANNUCCI, 2005; PILZ et al., 2009). Ela atua através de vias genémicas e nao
genbOmicas inibindo a proliferagdo celular, ativam vias apoptoticas, inibem a
angiogénese e exercem efeitos pro-diferenciacionais em uma grande variedade de
canceres. A via gendmica é mediada pelo VDR, um membro da superfamilia de
receptor de hormoénios esteroide presente em varios tecidos (DEEB; TRUMP;
JOHNSON, 2007). O VDR é expresso por tipos de células normais e neoplasicas e é
localizado principalmente no nucleo (BEER; MYRTHUE, 2004).

Os efeitos anticancerigenos da vitamina D sdo mediados principalmente pelo
seu metabolito ativo (calcitriol), através da sinalizagdo do receptor da vitamina D
(MALINI et al., 2011). Outros estudos epidemiolégicos mostram uma associagao
entre o baixo nivel circulante de 25 (OH) D, um biomarcador de exposigao a vitamina
D e aumento do risco de ampla variedade de cancer, incluindo cancer de coldn, reto,
da mama, da prostata e cancer de pulmao (BERTONE-JOHNSON, 2005; AHONEN,
2000)

Malini et al. (2011) analisaram a associagdo entre a expressao nuclear de
receptor de Vitamina D com a sobrevivéncia melhorada no cancer de pulméo,
usando analise imunoistoquimica. Avaliaram a expressao do VDR, separadamente
no nucleo e no citoplasma, em amostras de cancer de pulmdo em pacientes com
carcinoma de células ndo-tumorais sem terapia prévia e investigou a associagéo
entre a expressao do VDR e a sobrevida global. A expressao de VDR nuclear alta foi
associada com melhor sistema operacional apdés ajuste para idade, género,

estadiamento, tabagismo e histologia (RO= 0,36). Os resultados sugerem que o
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status de VDR nuclear pode ser um marcador de prognoéstico em cancer de pulmé&o.

Em um estudo realizado por Halder et al. (2013) corroboram nossos
resultados, eles avaliaram o risco associado dos niveis reduzidos de proteina VDR
com tumores uterino benignos e determinaram a fungao biolégica do 1,25 (OH) 2D3
na regulacado de proteinas associadas a matriz extracelular, que s&o fundamentais
na formagdo do fibroma e identificaram que mais de 60% dos tumores uterinos
analisados mostraram reducado niveis de VDR em comparagcdo com o miométrio
adjacente, neste estudo os niveis reduzidos de VDR nos miomas uterinos foram
estatisticamente significativos (p<0,0002) em comparagdo com 0s niveis no
miométrio adjacente, resultados semelhante ao nosso.

Esses estudos apontam que a perda de funcdes da vitamina D, devido a
reducao dos niveis de vitamina D3 e/ou expressdo reduzida do VDR, podem estar
associado com o crescimento e desenvolvimento de diversos tipos de cancer. E
nossos resultados reforcam a hipotese de que a baixa expressdo do VDR pode sim
estar associado com o crescimento e desenvolvimento dos miomas, apresentando —
se com um importante biomarcador nessa patologia. Contudo, mais estudos sao
necessarios para avaliar a real importancia da expressao do receptor da vitamina D

na etiopatogenia dos leiomiomas uterinos.
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6. CONCLUSAO
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Em conclusdo, observamos expressao reduzida de receptor de vitamina D em

miomas uterinos humanos em comparagdo com o miométrio ndo neoplasico, sendo

esta diferenga estatisticamente significante.
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APENDICE A- Instrumentos de coleta de dados.

(FICHA DE IDENTIFICAGAO)
N ° PRONTUARIO

IDENTIFICAGAO
Data de nascimento: Idade:_Profissao:

HISTORIA CLINICA

Numero de gestagédo: 0( ) 1( ) 2( ) 3ou+( )

2.Tamanho dos miomas (US)

©0

10.

. Volume uterino (US)
4. Intensidade da sintomatologia (Anamnese) Sangramento: leve ( )
moderado ( ) severo( )Dor: leve ( ) moderada ( ) severa ( )

Hemoglobina (g%) : <7 (); 7a9(); >9( )

. Doengas Associadas: Sim () Nao ()

( ) Doenca Renal () Doengas Hepaticas ( ) Doengas Cardiovasculares ( )Hipertensao

Arterial Sistémica ( ) Obesidade ( ) outras:

. Uso de Medicamentos: Sim () Nao ()
Quais?

. Uso de Suplementos Nutricionais: Sim () Nao ()
Quais?

. Etnia: Branco () Nao branco ()

. Peso atual:__ Altura: IMC:
Renda familiar, R$
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ANEXO A - Parecer de aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Piaui.

UFPI - UNIVERSIDADE
FEDERAL DO PIAUI - CAMPUS me’ )
UNIVERSITARIO MINISTRO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEF

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagio da expressdo de biomarcadores no leiomioma utering & no miométrio normal

Pesquisador: Pedro Vitor Lopes Costa

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 65345917.9.0000.5214

Instituigio Proponente: Universidade Federal do Piaui - UFPI
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nimera do Parecer: 2.061.409

Aprezentagio do Projeto:

Trata-ze de um estudo transversal, controlado e analitico que contara com a participardo de mulheres
portadoras de leiomiomatose uterinaa sintomatica que se submeterdo ao procedimento cirdrgico de
histerectomia abdominal na Clinica Ginecoldgica do Hospital Getilio Vargas, TerssinaPl,no periodo de Abril
de 2017 a Dezembro de 2017. Serdo coletadas amostras tecidugis com cerca de um centimetro de didmetro
de leiomioma uterino & de tecido miometrial, este em regido uterina livre de miomas £ distando no minimo
0= miomas uterinos, também conhecidos por igiomiomas ou fibromas uvterinos, sdo os tumores
pélvicozsolidos benignos mais freqientes nas mulheres em idade reprodutiva. S3o fregientemente
detectados entre 30 e 40 anos de idade, sendo

relativamente raros em mulheres jovens e na pos-menopausa.
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ANEXO B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
MINISTERIO DA EDUCAGAO UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
PRO-REITORIA DE ENSINO DE POS-GRADUAGAO CENTRO DE CIENCIAS E SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS E SAUDE

Titulo do Projeto: Avaliar a expresséo do receptor de biomarcadores no
leiomioma uterino e no miométrio normal adjacente, que sera defendido como tese
no programa de pos-graduagédo em Ciéncias e Saude.

Pesquisador responsavel: Prof. Dr. Pedro Vitor Lopes Costa
Telefone para contato: (86) 3221-3040 Ramal: 233

Vocé estd sendo convidado (a) para participar, como voluntario, nesta
pesquisa. Este documento Ihe dara informagdes sobre o projeto. Esta pesquisa esta
sendo conduzida pela professor Dr. Pedro Vitor Lopes Costa do Programa de Pds-
graduagcdo em Ciéncias e Saude/UFPI, e pela pesquisadora participante: Maria
Simone Oliveira Lima. Apds os esclarecimentos, se consentir participar do estudo,
assine ao final deste documento. Em caso de recusa vocé nao sera penalizado (a),
podendo ainda desistir a qualquer momento em que desejar.

O estudo pretende avaliar a expressdo do receptor de biomarcadores no
leiomioma uterino e no miométrio normal adjacente. A coleta de dados sera feita no
setor de ginecologia do Hospital Getulio Vargas em Teresina, Piaui, serdo coletadas
informagdes de prontuarios, bem como amostras teciduais do tecido miometrial para
analise em laboratério.

O estudo de biomarcadores no leiomioma e no tecido miometrial normal
podera permitir um melhor entendimento da etiopatogenia e fisiopatologia da
leiomiomatose uterina, podendo ser util no acompanhamento do tratamento dessa
patologia, bem como, na elaborac&do de estratégias terapéuticas para o tratamento
desses tumores. Serdo colhidas informacdes sobre a histéria clinica da paciente
através do prontuario, bem como sera retirada uma amostra do mioma e do
miométrio durante o procedimento.

Os riscos da pesquisa sdo minimos, visto que as amostras para a pesquisa
serao extraidas durante o procedimento cirurgico de histerectomia abdominal por

indicagdo médica. Podera ocorrer hemorragia, bem como infecgédo do trato urinario,
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riscos que poderao ser contornados pela equipe assistencial que a acompanhara no
poOs-operatorio, através de medicagéo apropriada e reposigdo sanguinea conforme
indicacdo médica.

Esta pesquisa é isenta de custo para a participante, bem como também nao
implicara em nenhuma remuneracdo. Se a senhora concordar em participar do
estudo, seu nome e identidade serdo mantidos em sigilo, a pesquisa interessam os
dados obtidos, sem identificacdo individual, preservando a privacidade. A
participacdo sera voluntaria e vocé pode ficar, a vontade, para pedir outros
esclarecimentos ao comité de Etica em Pesquisa para tirar qualquer duvida no
endereco citado abaixo. A senhora devera assinar este documento em duas (02) vias,

sendo uma para o participante e a outro devendo ficar com pesquisador.

Endereco CEP

Comité de Etica em Pesquisa - UFPI. Campus Universitario Ministro Petrénio
Portella - Bairro Ininga.

Pré Reitoria de Pesquisa - PROPESQ. CEP: 64.049-550 - Teresina - PI.
Telefone: 86 3237-2332

E-mail: cep.ufpi@ufpi.edu.br

Assinatura do responsavel

Pesquisador (a) responsavel

Teresina (Pl), / /
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ANEXO C- Comprovante de aceite do Artigo Cientifico de Revisdo, na Revista da
associagao Médica Brasileira (RAMB).

Mensagem onginal

Assunto:Revista da Associagdo Médica Brasileira - Decision on Manuscript ID
RAMB-2017-0389 R 1
Data:03/12/2017 17:28
De:Carlos Serrano Jr <onbehalfof@manuscriptcentral.com=>
Para:pvicosta@ig.com.br
Responder para:editor@amb_org.br

83-Dec-2817
Dear Dr. Lopes-Costa:

It is a pleasure to accept your manuscript entitled “"EFEITOS DA VITAMINA
D NO LEIOMIOMA UTERINO" in its current form for publication in the
Revista da Associacdo Médica Brasileira. The comments of the
reviewer(s) who reviewed your manuscript are included at the foot of
this letter.

Thank you for your fine contribution. On behalf of the Editors of the
Revista da Associagdo Médica Brasileira, we look forward to your
continued contributions to the Journal.

Sincerely,
Dr. Carlos Serrano Jr
Editor-in-Chief, Revista da Associacdo Médica Brasileira

sditorfamb.org. br
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