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Introdugdo: Os miomas uterinos sdo tumores solidos benignos que acometem
principalmente mulheres em idade reprodutiva, sendo responsavel por um grande
numero de histerectomias realizadas anualmente em todo o mundo. Apesar de
amplamente estudados, possuem etiologia ainda desconhecida, a qual vem sendo
associada a fatores hormonais, estilo de vida, historico clinico e fatores de
crescimento, como o IGF-l. Estudos tém mostrado uma associagdo entre a
superexpressao dos receptores desse fator de crescimento (IGF-IR) com os miomas
uterinos. Objetivo: Avaliar a expressao de receptores IGF-l em miomas uterinos e no
miométrio adjacente. Pacientes e métodos: estudo transversal envolvendo 50
mulheres diagnosticadas com leiomiomatose uterina e que, em razéo disto, foram
submetidas ao procedimento de histerectomia total em um hospital publico de
referéncia na cidade de Teresina- Pl. Cortes histologicos de 4um foram usados na
técnica de imunoistoquimica utilizando-se anticorpos policlonais para o receptor IGF-
| e analisadas através do método “quickscore”, que tem como base a avaliacéo
semiquantitativa da intensidade de coloragao e da porcentagem de células coradas
positivamente nos tecidos. A analise estatistica dos dados foi realizada através do
teste de Wilcoxon e o nivel de significancia foi estabelecido em p<0,05. Resultados:
O score médio de células coradas no miométrio e no mioma, para receptores IGF-I,
foi de 11,36 + 5,61 e 7,60 * 4,46, respectivamente. Conclusao: observou-se uma
menor expressao do receptor IGF-I no tecido leiomiomatoso em comparagdo com o
tecido miometrial uterino n&do neoplasico, sendo essa diferenca estatisticamente
significante.

Palavras-chave: Mioma Uterino, Miométrio, Receptor IGF-I, Imunoistoquimica.
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Introduction: Uterine fibroids are benign solid tumors that affect mainly women of
reproductive age, being responsible for a large number of hysterectomies performed
annually worldwide. Although widely studied, their etiology is unknown. However, it has
been associated with hormonal factors, lifestyle, clinical history and growth factors,
such as IGF-Il. Studies have shown an association between overexpression of IGF-I|
receptors and uterine fibroids. Objective: To evaluate the expression of IGF-I
receptors in uterine fibroids and adjacent myometrium. Patients and methods: Cross-
sectional study involving 50 women diagnosed with uterine leiomyomatosis, who
underwent total hysterectomy at a public hospital in the city of Teresina, State of Piaui,
Brazil. Serial sections of 4 ym were used to perform immunohistochemistry using
polyclonal antibodies for IGF-I receptor and analyzed using the “quickscore method”,
which is based on the semi-quantitative evaluation of staining intensity and percentage
of positively stained cells in tissues. Statistical data analysis was performed using the
Wilcoxon test and the significance level was established at p <0.05. Results: The
mean quickscores for IGF-I receptors in the myometrium and fibroids were 11.36 +
5.61 and 7.60 £ 4.46, respectively. Conclusion: A lower expression of IGF-I receptor
was observed in fibroid tissues, when compared with myometrial samples, and that
difference was found to be statistically significant.

Keywords: Uterine Fibroid, Myometrium, IGF-I Receptor, Immunohistochemistry.
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O utero é um érgao fibromuscular piriforme pertencente ao aparelho reprodutor
feminino. Ele possui aproximadamente 7,5 cm de comprimento e 5cm de diametro
maximo, chegando a pesar entre 30g e 40g. Sua parede é formada por trés camadas
sobrepostas (perimétrio, miométrio e endomeétrio) e mede, aproximadamente, 2cm a
2,5 cm de espessura (MARTINI; TIMMONS; TALLITSCH, 2009; OLIVEIRA, 2009;).

O miométrio constitui a camada muscular e é formado por fibras musculares
lisas fusiformes dispostas em trés planos sobrepostos. Durante o ciclo reprodutivo
feminino, gravidez e menopausa ele passa por modificagdes fisioldgicas naturais. No
entanto, alteragdes sdo observadas em condigdes patoldgicas tumorais, como por
exemplo, na presenca de leiomiossarcomas (neoplasia maligna rara) e leiomiomas
(CIARMELA et al., 2011).

Leiomiomas uterinos sdo tumores sélidos que se originam a partir de células
da camada tecidual muscular lisa (miométrio). Além disso, expressam uma grande
quantidade de proteinas da matriz extracelular, tais como fibronectina, colageno e
proteoglicanas. Foi descrito inicialmente pelo médico e patologista Matthew Baillie, em
1793. Também denominados de miomas ou fibroides, estes possuem origem
monoclonal (a partir de uma célula ancestral Unica) e sédo caracterizados como
benignos. Além disso, representam a neoplasia que mais comumente afeta mulheres
em idade reprodutiva. S&o a causa de aproximadamente 200.000 histerectomias
realizadas anualmente apenas nos Estados Unidos. (BORAHAY et al., 2015; GKIOKA
et al., 2015; PENG et al., 2009).

A nivel nacional, ha uma precariedade em relagdo ao relato de casos
diagnosticados. No Estado de Sao Paulo, foram registrados cerca de 10,5 mil casos
no ano de 2008. J4 em 2012, foi reportado um aumento de cerca de 15%, totalizando
uma média de 12 mil casos registrados (SECRETARIA DE SAUDE DO ESTADO DE
SAO PAULO, 2013).

Segundo dados do Hospital Getulio Vargas (Teresina — PI), entre os anos de
2016 e 2018, uma média de 149 pacientes/ano se submeteram a histerectomia
abdominal total por conta do diagndstico de leiomiomatose uterina (HOSPITAL
GETULIO VARGAS, 2019).

Os miomas uterinos representam a quinta maior causa de internacdes
ginecoldgicas nao relacionadas a gravidez. Apesar de possuirem uma alta incidéncia

(20% a 40% das mulheres em idade reprodutiva), ndo sdo sintomaticos em sua
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maioria, onde apenas cerca de 20% destas apresentam alguma sintomatologia, sendo
esta influenciada principalmente pelo tamanho, nimero e localizagcao dos tumores.
(FARIA; GODINHO; RODRIGUES, 2008; PENG et al., 2009).

Os leiomiomas podem ser classificados de acordo com sua localizagdo, como
pode ser observado na Figura 1. Os submucosos (incidéncia de 5%) localizam-se logo
abaixo do endométrio, ocasionalmente projetando-se na cavidade uterina, podendo
deslocar ou distorcer a camada endometrial; os subserosos (incidéncia de 20%)
localizam-se por baixo da membrana serosa uterina e os intramurais (incidéncia de
75%) estdo situados no miométrio. Dentre estes, os tumores submucosos sao
responsaveis pelo maior grau de sintomatologia (BRASILEIRO; LOPES J.; LOPES,
V., 2017; SOCIEDADE PORTUGUESA DE GINECOLOGIA, 2017).

Figura 1 - Sistema de classificacdo para miomas uterinos da Federagéao Internacional

de Ginecologia e Obstetricia.

6 Tipo Descricao

Pedunculado intracavitario

< 50% intramural

2 50% intramural

Intramural com contato endometrial
Intramural

Subseroso250% intramural
Subseroso<50% intramural

Subserosopedunculado

0o N O 00 A W N -~ O

Outros

Fonte: adaptado de Mas et al., 2017.

Nos casos sintomaticos, os miomas estdo associados a casos de hemorragia
uterina ou prolongamento do ciclo menstrual, o que pode levar a paciente a
desenvolver um quadro de anemia ferropénica; além disso, podem provocar fadiga,
dor pélvica, aumento do volume abdominal, relagdes sexuais desconfortaveis e
disfungdes na bexiga e no intestino. Na fung¢ao reprodutiva, estdo associados a
infertilidade, anomalias fetais, abortos espontaneos, partos prematuros e aumento da
indicagao de cesarianas (BOCLIN; FAERSTEIN, 2013; STEWART et al., 2017).
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Embora as causas exatas para a ocorréncia e o desenvolvimento de miomas
ainda nao sejam totalmente esclarecidas, existem certos mecanismos e fatores de
risco associados a estes tumores. Varios estudos relatam o papel fundamental dos
horménios esteroides sexuais femininos na etiologia dos miomas, ja que sua
ocorréncia é rara antes da menarca. Além disso, apresentam significativa regressao
durante a p6s-menopausa bem como durante o tratamento com analogos do horménio
liberador de gonadotrofina (GnRH). Estudos também demonstraram uma maior
concentragao de receptores de estrogénio e progesterona nos miomas, se comparada
ao miométrio adjacente (FLAKE; ANDERSEN; DIXON, 2003; MANTA et al., 2016;
PENG et al., 2009;).

Outros fatores predisponentes associados foram descritos, como por exemplo:
idade, menarca precoce, gravidez e paridade (declinio da incidéncia de acordo com o
numero de nascidos vivos), obesidade, dieta, falta de exercicio fisico e etnia (maior
incidéncia em mulheres com descendéncia africana) (MCWILLIAMS;
CHENNATHUKUZHI, 2017).

Proteinas, como os fatores de crescimento, também estdo associados com a
patogénese dos miomas uterinos. Estes sao polipeptidios secretados em espagos
extracelulares, por uma variedade de tipos celulares, e que atuam de maneira
autdcrina e/ou paracrina. Eles desempenham seu papel nas células alvo através da
ligagdo com receptores de membrana, resultando em subsequente ativagado e
modulagdo de multiplos sinais de transducgao relacionados a diferentes processos
celulares, tais como: angiogénese, proliferacdo, diferenciagao, inflamagéao, reparo e
sobrevivéncia celular (BORAHAY et al., 2015; CIARMELA et al., 2011; ISLAM et al.,
2016).

Varios fatores de crescimento relacionados a esta doencga tém sido descritos
na literatura, destacando-se: TGF- a (Transforming Growth Factor Alfa), TGF-B
(Transforming Growth Factor Beta), bFGF (Basic Fibroblast Growth Factor), EGF
(Epidermal Growth Factor), PDGF (Plated Derived Growth Factor), VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor), IGF-l and IGF-Il (Insulin-like Growth Gactor 1 e 2), aFGF
(Acid Fibroblast Growth Factor), HB-EGF (Heparina-Binding Growth Factor), activina-
a e miostatina. Acredita-se também que, além destes fatores de crescimento,
mutacdes genéticas somaticas também desempenham um papel na patogénese de
miomas uterinos (FARIA; GODINHO; RODRIGUES, 2008; ISLAM et al., 2016).
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Dentre estes fatores de crescimento, pode-se destacar o IGF-I (Fator de
Crescimento Semelhante a Insulina tipo 1). Ele foi descrito originalmente em 1957 por
Salmon e Daughaday e caracteriza-se por ser um polipeptidio de cadeia unica,
constituido por 70 aminoacidos, e codificado pelo seu respectivo gene localizado no
cromossomo 12. O IGF-I circulante no organismo € produzido principalmente pelo
figado, ocorrendo secundariamente em outros 6rgaos, como rins, ovarios, testiculos,
placenta, pele, pulmdes e pancreas (BONEFELD; MOLLER, 2011; BRAHMKHATRI;
PRASANNA; ATREYA, 2015; DELAFONTAINE; SONG; LI, 2004).

Além do IGF-I, o IGF-Il (Fator de Crescimento Semelhante a Insulina tipo 2)
também compde a familia IGF. Juntamente com esses dois ligantes, também fazem
parte dessa familia seus respectivos receptores de membrana (IGF-IR e IGF-IIR —
Insulin-like Growth Factor Receptor 1 and 2/ receptores 1 e 2 dos fatores de
crescimento semelhantes a insulina) e suas 6 proteinas de ligagao (IGFBPs — Insulin-
like Growth Fator Binding Protein — proteinas de ligagao dos fatores de crescimento
semelhantes a insulina). Ambas as proteinas ligantes possuem semelhanga estrutural
a da insulina; o IGF-I compartilha 50% de homologia com a pro-insulina e mais de
60% de homologia com o IGF-II (Figura 2) (BLECHER et al., 2017; MARTIN-ESTAL;
DE LA GARZA; CORTAZAR, 2016).

Figura 2 - Representagcao dos aminoacidos homaélogos da familia IGF.

IGF-I

10 30 40 S0 60 70

1 20
GPETLCGAELVDALQFVCGDRGFYFNKPTGYGSSSRRAPQTGIVDECCFRSCDLRRLEMYCAPLKPAKSA

INSULINA

10 20 30 40 50

1
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Fonte: adaptado de Martin-estal; de la Garza; Cortazar, 2016.
* Os aminoacidos sublinhados de vermelho representam aqueles pertencentes ao IGF-Il e a pro-

insulina e insulina. Ja os sublinhados de preto representam aqueles homdlogos entre IGF-I e IGF-II.
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O IGF-I é um fator de crescimento fundamental para a manutencéo,
crescimento e desenvolvimento do organismo, desempenhando seu papel em
multiplos sistemas bioldgicos. Sua secregdo € estimulada pelo horménio de
crescimento (GH — Growth Hormone), sendo o eixo GH-IGF-I definido da seguinte
maneira: o hormoénio liberador de horménio de crescimento (GHRH — Growth
Hormone-Releasing Hormone) é produzido pelo hipotdlamo que, por sua vez, estimula
a glandula pituitaria a produzir o horménio de crescimento. Quando este € produzido
e secretado na corrente sanguinea, resulta na producado do IGF-I pelo figado. Em
contrapartida, o IGF-lI estimula a secrecdo de somatostatina pelas células do
hipotalamo, estdbmago, intestino e pancreas, inibindo a expressao génica do horménio
de crescimento, resultando em um feedback negativo (Figura 3) (BRAHMKHATRI;
PRASANNA; ATREYA, 2015; MARTIN-ESTAL; DE LA GARZA; CORTAZAR, 2016).

Figura 3 — Eixo GH-IGF-I e seu papel desempenhado no organismo.
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Fonte: adaptado de Aguirre et al., 2018.
Normalmente, o IGF-l circula em altas concentracbes plasmaticas

(aproximadamente 150-400ng/ml). Entretanto, sua concentragao livre corresponde a
menos de 1%, sendo sua forma ligada a proteinas sua configuragédo mais abundante.

Devido seu papel desempenhado em uma grande variedade de sistemas fisioldgicos,
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esse fator de crescimento apresenta um controle restrito, sendo, por sua vez, mediado
pelas IGFBPs. Essas proteinas apresentam, em geral, algumas fungbes comuns: a)
transporte de IGF-I circulante e controle do seu fluxo do espaco vascular para o tecido;
b) aumento da meia vida do IGF-lI e regulagdo da sua depuragdo metabdlica; c)
modulacao do IGF-I nos tecidos alvo, inibindo ou ativando suas a¢des especificas; d)
modulacdo e interacdo do IGF-I com seu respectivo receptor (BRAHMKHATRI;
PRASANNA; ATREYA, 2015; DE LA GARZA et al., 2017).

Dentre as 6 proteinas de ligagdo dos fatores de crescimento semelhantes a
insulina, a IGFBP-3, que também é produzida pelo figado, é responsavel pela ligagao
a aproximadamente 90% do IGF-I circulante, resultando na formag¢ao de um complexo
ternario constituido por uma molécula de IGF-I, uma proteina IGFBP-3 e uma
subunidade proteica acido-labio (ALS). Este complexo estabelece um reservatorio de
IGF-I no plasma sanguineo, estendendo assim a sua meia vida. Como observado na
figura abaixo (Figura 4), apés a dissociacao do complexo ternario, o complexo IGFBP-
IGF-lI é retirado da circulagdo, atravessando o endotélio para interagir com os
receptores de membrana celular no tecido alvo, na sua forma livre, apds a acao de
proteases (BRAHMKHATRI; PRASANNA; ATREYA, 2015; DE LA GARZA et al., 2017;
MARTINELLI JUNIOR; CUSTODIO; AGUIAR-OLIVEIRA, 2008).

Figura 4 - Dissociagao do complexo ternario IGFBP/IGF-I/ALS.
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Fonte: adaptado de Brahmkhatri; Prasanna; Atreya, 2015.
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O receptor 1 do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-IR) € um
receptor celular de membrana; ele possui conformagao tetramérica, composta por
duas subunidades a (135kD) e duas subunidades 8 (90kD). Estruturalmente, através
da ligagéo por uma ponte dissulfidrica, cada subunidade a se liga a uma subunidade
B, formando um a- B hemi-receptor. Para a formagao de um receptor completo, as
unidades a dos hemi-receptores se ligam entre si, também por meio da ligacao de
uma ponte dissulfidrica (MARTINELLI JUNIOR; CUSTODIO; AGUIAR-OLIVEIRA,
2008).

Ele apresenta estrutura similar (60% de homologia) ao receptor de insulina (IR),
podendo haver ligagbes cruzadas entre suas proteinas ligantes, porém, com uma
menor afinidade, se comparado ao seu ligante apropriado. Além disso, pode haver
também a formacgao de receptores hibridos em tipos celulares que expressam ambos
os receptores (hemi-IGF-IR e hemi-IR), onde sua quantidade varia de tecido para
tecido. No entanto, nesses casos, o0 receptor apresenta uma afinidade de ligagéo
maior (de 15 a 50 vezes) ao IGF-l, se comparado a insulina, funcionando
principalmente como um IGF-IR (BRAHMKHATRI; PRASANNA; ATREYA, 2015;
MARTINELLI JUNIOR; CUSTODIO; AGUIAR-OLIVEIRA, 2008).

As subunidades a constituem o sitio de ligagédo do IGF-| e estdo localizadas na
parte externa da membrana celular. Ja as subunidades ( configuram-se como
proteinas transmembranas, apresentando uma parte extracelular, uma
transmembrana e outra intracelular. Além disso, as subunidades possuem um sitio
acoplador de ATP e apresentam atividade tirosina-quinase intrinseca (porgéo
intracelular) (CHAVES et al., 2004).

Como observado na Figura 5, a ligagao do IGF-I com seu receptor promove
auto fosforilagao e atividade tirosina quinase. Uma vez ativado, esse receptor recruta
e fosforila substratos, como o IRS e o Shc, que, por sua vez, leva a ligagdo de
moléculas, tais como Grb2 e Pl 3-kinase. Essas ligagdes induzem uma transducgao de
sinal através das cascatas de sinalizacdo MAPK e PI3K, resultando na indugao de

diversos processos celulares (GIRNITA et al., 2014).
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Figura 5 - Cascata de sinalizagao do receptor IGF-I.
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Fonte: adaptado de Girnita et al., 2014.

Yu et al. (2008) realizaram um estudo com 17 receptores de fatores de
crescimento que apresentam atividade tirosina quinase (RTKs). Nele foi avaliada e
comparada a atividade desses receptores em miomas e no miométrio. Os resultados
indicaram que os receptores IGF-l apresentaram fosforilagdo aumentada em miomas,
se comparadas as amostras miometriais. Também demonstraram que a supra
regulacdo do IGF-I e/ou do seu receptor pode aumentar o crescimento e/ou
sobrevivéncia dos miomas como consequéncia dos seus efeitos anti-apoptéticos e
mitogénicos. Além disso, indicam que a ativagado das cascatas de sinalizagao desse
receptor (Shc, Grb2, MAPK) sdo importantes para a mediagédo do crescimento desses
tumores.

Burroughs et al. (2002) reportaram que estudos anteriores mostraram que o
tecido que constitui os leiomiomas ligam-se mais a IGF-l se comparados ao tecido
miometrial normal, o que sugere uma superexpressao de receptores IGF-I, podendo
ser algo comum relacionado a origem destes tumores.

Outros estudos também elucidaram o papel fundamental do receptor IGF-I para

a etiologia dos miomas uterinos. Gkioka et al. (2015) relataram que esse receptor foi
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detectado no miométrio, no epitélio e no estroma uterino, apresentando niveis
significativamente mais elevados na membrana celular de miomas, se comparado ao
miométrio. A superexpressao destes receptores nas células aumenta o seu potencial
tumorigénico e as protege da morte celular programada. Portanto, acredita-se que os
receptores IGF-I podem desempenhar o seu papel na origem dos miomas pela super
ativacao da sinalizacao do IGF-I induzida pela superexpressao do seu receptor, pela
grande quantidade da proteina ligante ou pela superativagdo dos seus sinais de
transducéo e cascatas de sinalizagao.

Os analogos do horménio liberador de gonadotrofina (GnRH) sdo considerados
o principal tratamento clinico dos miomas uterinos. Seu uso parte do pressuposto de
que a etiologia desses tumores esta diretamente relacionada a presenga dos
hormonios esteroides sexuais femininos, sendo seu principal efeito a mimetizagao da
menopausa (BRASIL, 2017). Assim, Di Lieto et al., (2003) realizaram um estudo
(usando a técnica de imunoistoquimica) para avaliar a associagao de receptores IGF-
[, volume uterino e o tratamento com analogos de GnRh. Como resultado, confirmou-
se que a administracédo desse farmaco esta associada a redugcao do volume uterino e
juntamente a isso, sugere-se que o decaimento do volume esta associado a redugao
dos niveis de receptores IGF-I em células leiomiomatosas.

Outros trabalhos também utilizaram a técnica de imunoistoquimica para realizar
a avaliagao e quantificacdo de fatores de crescimento e seus receptores em miomas
uterinos e no miométrio adjacente. Dixon; He; Haseman (2000) utilizaram amostras
teciduais de sete mulheres para o seu trabalho e, dentre os receptores estudados,
estava o IGF-IR. Esse receptor apresentou sua expressdo na membrana
citoplasmatica e no citoplasma de células miometriais, leiomiomatosas e em vasos
sanguineos. Como resultado, concluiu uma maior expressdo de IGF-IR no tecido
leiomiomatoso, se comparada ao miométrio.

A expresséao de receptores IGF-I tem se mostrado como um marcador celular
importante relacionado a presenca de leiomiomas uterinos. No entanto, até onde
investigamos, a literatura apresenta poucos trabalhos que avaliam a influéncia desse
biomarcador na leiomiomatose uterina, o que nos levou a concepgao do presente

estudo.
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2. OBJETIVO
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Comparar a expressao de receptores IGF-I no leiomioma uterino € no miométrio

adjacente.
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3. PACIENTES E METODOS
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3.1. Tipo de estudo e local de realizagao

Trata-se de um estudo transversal, realizado com mulheres portadoras de
leiomiomatose uterina sintomatica que se submeteram ao procedimento de
histerectomia abdominal total na Clinica Ginecolégica do Hospital Getulio Vargas,

Teresina- Pl, no periodo de abril a dezembro de 2017.

3.2. Critérios de inclusao

Foram incluidas no estudo mulheres com idade acima de 18 anos,
diagnosticadas com leiomiomatose uterina e que foram submetidas ao procedimento

de histerectomia abdominal total.

3.3. Critérios de nao-inclusao

e Mulheres na pos-menopausa.
e Pacientes portadoras de alguma neoplasia uterina maligna.
e Pacientes que ja tenham realizado algum tratamento hormonal ou cirurgico

para miomas uterinos.

3.4. Calculo amostral

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

formula:
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Onde:

n = Numero de individuos da amostra.

Za/2 = Valor critico que corresponde ao grau de confianga desejado.

p = Proporgdo de individuos que pertencem a categoria que estamos
interessados em estudar.

g = Proporcao de individuos que nao pertencem a categoria que estamos
interessados em estudar (Q =1 - p).

N = Tamanho da populacéo.

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%, onde o n foi estimado em 66 pacientes
(BORGFELDT; ANDOLF, 2000).

3.5. Métodos

3.5.1. Coleta de material biolégico

Foram coletadas amostras teciduais de leiomioma uterino e de tecido
miometrial (distando no minimo cinco centimetros de qualquer mioma), ambas com
cerca de, pelo menos, um centimetro de didmetro. Logo apds a coleta, as amostras
foram armazenadas em frascos com formol tamponado 10% devidamente
identificados e, entdo, transportadas Servigo de Anatomia Patolégica vinculado ao

Hospital Getulio Vargas, para o processamento e confecgédo de blocos de parafina.

3.5.2. Método histolégico

Os blocos de parafina foram confeccionados seguindo o procedimento
operacional padrao estabelecido pelo laboratério.

Os fragmentos de tecido foram colocados individualmente em cassetes de
plastico, sendo devidamente identificados com o numero de registro de cada paciente.
Antes de serem levadas ao equipamento, as amostras foram imersas em formol por

no minimo 4h.



39

O equipamento utilizado foi o processador automatico de tecidos Lupetec
(modelo PT05), responsavel pelo preparo tecidual antes da inclusao destes em blocos
de parafina. O processamento total durou cerca de 12 horas e baseia-se na imersao
dos cassetes em “banhos quimicos”. O protocolo estabelecido utiliza um total de 12
banhos, o qual segue a seguinte ordem de imersao: formol (1° e 2°), alcool (3° ao 7°),
xilol (8° ao 10°) e parafina aquecida a 69 °C (11° e 12°); cada uma destas etapas
apresentou duragao de cerca de 1 hora.

ApOs as 12 horas de processamento, os cassetes foram retirados do
equipamento e levados para uma estufa, onde é feita a inclusdo de parafina para a
confeccdo final dos blocos. Uma vez prontos, os blocos de parafina foram
armazenados para, posteriormente, serem levados ao microtomo para realizagao de

cortes histolégicos e preparo das laminas utilizadas na técnica de imunoistoquimica.

3.5.3. Método imunoistoquimico

A analise imunoistoquimica foi realizada no laboratorio de biologia reprodutiva
pertencente ao departamento de ginecologia e obstetricia da McMaster University em
Hamilton, Canada através de uma bolsa de estudos concedida pelo “Global Affairs
Canada International Scholarships Program” (Anexo A) sob supervisdo do Prof. Dr.
Lauren (Warren) Foster.

Os cortes histologicos foram confeccionados com o uso de um micrétomo
(Leica) ajustado para 4 ym de espessura e, posteriormente, levados ao banho maria
(com temperatura variando entre 40 °C e 60 °C). Logo em seguida, os cortes foram
colocados sobre laminas de vidro (Gold Seal) devidamente identificadas e
previamente tratadas com APTS (3-Aminopropyltriethoxysilane - Sigma-Aldrich,
cbdigo 919-30-2). As laminas, ja com o material histolégico, foram colocadas em um
aquecedor para secagem e, entdo, armazenados em local apropriado.

Para a desparafinagdo dos cortes histolégicos, foram utilizados trés banhos
consecutivos de xilol a temperatura ambiente, com duragdo de 5 minutos cada. Em
seguida, para o processo de reidratagdo, os cortes foram colocados em banhos de
alcool etilico nas concentragbes de 100% (2x), 90% e 70%, respectivamente, por
cerca de 5 minutos cada. Posteriormente, os mesmos foram imersos em agua

destilada por 5 minutos.
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ApOs esse processo, foi realizada a recuperagao antigénica. As laminas foram
imersas em um tampéao de citrato (Sigma-Aldrich, cédigo C9999) com pH 6.0 e levadas
a um forno micro-ondas até atingir o ponto de fervura, por cerca de 3 minutos. Em
seguida, foram deixadas em temperatura ambiente por 30 minutos para resfriamento
e, entdo, submetidas ao processo de lavagem em solugédo tampao fosfato-salino, pH
7.3 —7.5 (PBS — Bioshop, cédigo PBS405.1) por 5 minutos em um agitador de baixa
velocidade.

Para o bloqueio da atividade da peroxidase enddgena, as laminas foram
colocadas em uma solugdo composta por perdxido de hidrogénio 30% (Fisher
Chemical, codigo CAS 7722-84-1) e alcool metilico, por 30 minutos, em um agitador
de baixa velocidade e, entdo, foram lavadas com PBS por 5 minutos.

Em seguida, para evitar a marcac¢ao de fundo inespecifica, adicionou-se soro
normal de cabra 10% (Merck, cédigo S26-100ML) as laminas para incubacéo em
camara escura por 30 minutos em temperatura ambiente. Apds esse processo, as
amostras foram retiradas e lavadas com PBS por 5 minuto e, entdo, adicionou-se o
anticorpo primario especifico, cuja incubagao se deu pelo periodo de uma noite inteira
(“overnight’), a 4 °C, também em camara escura. Foi utilizado um anticorpo policlonal
para o receptor IGF-| (Rabbit anti-human IGF1R alpha Polyclonal Antibody — Thermo
Fisher Scientific, codigo PA5-14677) na diluicdo 1:50 em soro de cabra normal 10%.

No dia seguinte, apds a incubagéao, as laminas foram lavadas em PBS por 5
minutos e, entdo, encubadas novamente em camara escura com o anticorpo
secundario (Pierce® Goat Anti-Rabbit IGG (H + L) Peroxidase Conjugated - Thermo
Fisher Scientific, codigo 31466) na diluicdo 1:500 em soro de cabra normal 10% por 1
hora em temperatura ambiente.

Apd6s a incubacdo do anticorpo secundario, as amostras foram lavadas
novamente com PBS por 10 minutos e, entdo, preparadas para a rea¢ao de coloracao
utiizando uma solugdo com o cromégeno DAB (3,3' Diaminobenzidina
tetrahidrocloreto - Sigma-Aldrich, cédigo D5637-10G) juntamente com PBS e peréxido
de hidrogénio, tendo sido incubados por cerca de 2 minutos e 30 segundos. Em
seguida, as laminas foram lavadas com agua destilada e contra coradas com
hematoxilina de Mayer por 1 minuto.

Para finalizar, os cortes passaram pelo processo de desidratagdo, sendo

embebidos em banhos consecutivos de alcool etilico nas concentragbes de 70%, 90%
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e 100% respectivamente, por aproximadamente 15 segundos, e trés banhos de xilol,
por cerca de 5 minutos cada. Em seguida as laminas foram montadas utilizando-se
algumas gotas de Permaunt® (Fisher Chemical™ Permount™ Mounting Medium,
cédigo SP15-500) e laminulas de vidro.

Para o controle negativo, cada lamina recebeu uma amostra do corte em
duplicata, onde este passou por todos os processos citamos acima, excluindo-se

apenas a aplicagdo de anticorpo primario.
3.5.4. Método quantitativo

A avaliagao das laminas foi realizada de forma manual no laboratério do Servigo
de Anatomia Patoldgica vinculado ao Hospital Getulio Vargas. Foi utilizando um
microscoépio de luz binocular (Nikon eclipse E200 — Figura 6) com objetivas de 4x e
10x e oculares de 10x, perfazendo aumentos que variaram entre 40x e 100x. A analise
foi feita por dois observadores cegos, simultaneamente, e os resultados divergentes
foram verificados por um patologista.

Figura 6 - Microscopio Nikon eclipse E200 para dois observadores.
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Para a analise das laminas de imunoistoquimica utilizou-se um score
semiquantitativo descrito por Detre; Jotti; Downsett, 1995 (“quickscore”) e utilizado por
Dixon; He; Haseman, 2000 na avaliacdo do receptor IGF-lI em tecido leiomiomatoso e
miometrial.

Cada amostra tecidual foi avaliada pela multiplicagdo do score obtido com a
porcentagem geral de células coradas positivamente para imunoistoquimica pelo
score obtido com a intensidade de coloragao detectada pela reacédo. A porcentagem
de células positivas coradas foi classificada como: 0% - 4% (1), 5% -19% (2), 20% -
39% (3), 40% - 59% (4), 60% - 79% (5) e 80% - 100% (6).

Ja a intensidade da coloragao foi classificada como: negativa (0), fraca (1),
moderada (2) e intensa (3). Todas as laminas foram observadas por completo (todos
0s campos) e, caso apresentassem diferentes intensidades de coloragao, levava-se

em consideracao aquela que apresentasse maior frequéncia.

3.5.5. Método estatistico

A analise estatistica foi realizada através do software IBM SPSS® Statistics 20.
A normalidade das distribuicoes foi verificada por meio do teste de Shapiro-Wilk. Foi
realizado o teste de Wilcoxon (SIEGEL, 1956) para comparacao de médias, ao nivel
de significancia de 5% (p<0,05).

3.6. Aspectos legais e éticos

O estudo foi encaminhado ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade
Federal do Piaui obedecendo a resolugao 466/2012 do Conselho Nacional de Saude,
sendo aprovado com o numero CAAE (Certificado de Apresentacao para Apreciagao
Etica) 65345917.9.0000.5214 (Anexo B). Todas as pacientes assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) concordando com os termos da pesquisa
(Apéndice A).
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4. RESULTADOS
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O estudo incluiu 66 mulheres no total. Porém, devido as perdas amostrais e
atendendo aos critérios de exclusao, a analise final envolveu 50 pacientes, das quais
foram analisadas 50 amostras de miomas e 50 de miométrio ndo neoplasico. A média
de idade das pacientes foi de 46,32 anos (minima de 37 anos e maxima de 55 anos).

A microscopia de luz, as amostras de tecido miometrial (Figura 7) apresentaram
uma maior porcentagem de células coradas positivamente, bem como uma maior
intensidade de coloracdo, se comparado as amostras celulares de tecido
leiomiomatoso (Figuras 8). Ambas as figuras representam amostras oriundas da
mesma paciente.

Em ambos os tecidos, observou-se a expressdo do receptor IGF-I na
membrana citoplasmatica. No entanto, algumas regides também apresentaram essa
expressao no espaco intracitoplasmatico, correspondendo, assim, com os resultados
descritos por Dixon; He; Haseman (2000).

O score médio de células coradas no miométrio e no mioma, para receptores
IGF-I, foi de 11,36 + 5,61 e 7,60 £ 4,46, respectivamente, p<0,05 (Tabela 1).

Os resultados encontram-se melhor ilustrados no grafico boxplot que
representa a expressao do receptor IGF-| através dos scores obtidos no miométrio e

no mioma (Figura 9).
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Figura 7 - Fotomicrografias de cortes histolégicos de miométrio uterino.

Fonte: Arquivo Pessoal

*Na Figura A, as partes coradas em marrom representam as areas que expressam o receptor IGF-I
(magnificacao original de 400x) e partes em azul representam as areas contra coradas com
hematoxilina de Mayer. Ja a Figura B representa a fotomicrografia do controle negativo do mesmo
tecido, evidenciando a auséncia de reagdes inespecificas (magnificagdo original de 100x). As partes

em azul também representam as areas contra coradas com hematoxilina de Mayer.
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Figura 8 - Fotomicrografias de cortes histolégicos de mioma uterino.

Fonte: Arquivo Pessoal

*Na Figura A, as partes coradas em marrom representam as areas que expressam o receptor IGF-I
(magnificagdo original de 400x) e partes em azul representam as areas contra coradas com
hematoxilina de Mayer. Ja a Figura B representa a fotomicrografia do controle negativo do mesmo
tecido, evidenciando a auséncia de reacdes inespecificas (magnificacdo original de 100x). As partes

em azul também representam as areas contra coradas com hematoxilina de Mayer.
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TABELA 1 — Medidas descritivas dos scores obtidos através da analise das amostras

de mioma e miométrio.

N Média Erro Padrao Mediana Minimo Maximo "
Grupo p-valor
Score do Miométrio 50 11,36 5,61 11,00 2,00 18,00 0,00
Score do Mioma 50 7,60 4,46 6,00 0,00 18,00

Fonte: Prépria.
* N = tamanho da amostra
* Teste de Wilcoxon, p<0,05



Figura 9 — Boxplot da expresséo do receptor IGF-I no mioma e no miométrio.

[ R _—r

* p<0,05

Fonte: Propria

MIOMA MIOMETRIO
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5. DISCUSSAO
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No presente estudo, foi avaliada a expressao de receptores IGF-I, através da
técnica de imunoistoquimica, em miomas uterinos e no miométrio adjacente oriundos
de pacientes portadoras de leiomiomatose uterina sintomatica que se submeteram ao
procedimento de histerectomia abdominal total na Clinica Ginecolégica do Hospital
Getulio Vargas, na cidade de Teresina — Pl. Os receptores IGF-I tem sido relacionado
a essa neoplasia devido suas caracteristicas de proliferagcao celular, diferenciagao,
apoptose e transformagéao, cuja interagdo com o IGF-| € regulada por um grupo de
proteinas de ligacéo (IGFBPs) (ISLAM et al., 2016).

Até onde investigamos, ha escassez na literatura de estudos que avaliem e
comparem a expressao de receptores IGF-l em miomas uterinos € no miométrio
provenientes da mesma paciente. No presente trabalho, através do método
‘quickscore”, que tem como base a avaliagdo semiquantitativa da intensidade de
coloragcédo e da porcentagem de células coradas positivamente, foi observada uma
maior concentragao desse receptor no tecido miometrial, se comparado ao tecido
leiomiomatoso dessas pacientes. Através do teste de Wilcoxon, para comparagao de
meédias, verificou-se que a diferenca entre os dois grupos estudados é
estatisticamente significativa.

Esse resultado corrobora com o de Burroughs et al. (2002) que realizaram um
estudo utilizando um modelo animal de miomas uterinos em ratos Eker, que
mimetizam essa doenca nesses animais da mesma maneira que ocorre em humanos.
Nele, foi avaliada a regulacéo da expressao genética do IGF-I e do seu receptor (IGF-
IR) em miomas e no tecido miometrial normal e, como resultado, foi observado que os
niveis de RNAmM de IGF-IR nos miomas apresentou uma menor expressao, se
comparados aos niveis observados no miométrio. Em contrapartida, foi observado que
a expressao de IGF-I nos miomas apresentou-se 7,5 vezes maior se comparado ao
miométrio de animais de mesma idade.

Por sua vez, Chaves et al. (2004) estudaram amostras de miomas e miométrios
de 14 pacientes que se submeteram a cirurgia de histerectomia. Essas amostras
também foram utilizadas para analise da expressao genética dos receptores IGF-I
através da eletroforese dos produtos da reagdo em cadeia da polimerase -
transcriptase reversa (RT-PCR). Os resultados mostraram que, tanto o tecido
miometrial (0.8216 + 0.096) quanto o leiomiomatoso (0.7905 £ 0.136) apresentaram

niveis de RNAm aproximadamente iguais, o que demonstra uma expressao genética
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similar dos receptores IGF-I entre os dois tecidos, o que representa um resultado
divergente daquele encontrado no presente estudo, onde foi observada uma diferenga
estatisticamente significativa entre a expressdo do receptor IGF-l no mioma e no
miomeétrio.

Ja Dixon; He; Haseman (2000) desenvolveram um trabalho avaliando diversos
fatores de crescimento e seus respectivos receptores através da analise tecidual de
mioma e miomeétrio de 7 pacientes com idade entre 42 e 47 anos. Dentre esses
receptores, incluiu-se o IGF-IR e sua proteina ligante. Com abordagem similar a
adotada no presente estudo, foi utilizada a técnica de imunoistoquimica para
marcacgao dos receptores IGF-I e o0 método “quickscore” para a quantificagcdo dos
mesmos. Como resultado, péde-se verificar uma maior expressao de receptores IGF-
| em miomas uterinos (“quickscore” de aproximadamente 10,5), se comparados tecido
miometrial (“quickscore” de aproximadamente 6,5). Ja o presente trabalho utilizou um
numero maior de pacientes (50 no total) com idade acima de 18 anos (sendo a média
de idade 46,32 anos) e, como resultado, observou uma expressdo mais elevada de
receptores IGF-1 no miométrio uterino (“quickscore” de 11,36 + 5,61), se comparada a
expressao observada nos miomas (“quickscore” de 7,60 + 4,46). Ambos os trabalhos
apresentaram significancia estatistica p<0,05).

Resultados similares em relacdo a expressao de IGF-IR foram relatados por
Van Der Van et al. (1994) através da avaliagao de biopsias de 15 miomas e 18
miométrios onde verificou-se, também através da técnica de imunoistoquimica, a
presenca de células intensamente mais coradas no tecido leiomiomatoso, se
comparada as células observadas no tecido miometrial, sugerindo, assim, uma maior
expressao desses receptores em miomas uterinos.

Além disso, um estudo americano conduzido com 10 mulheres com idade
variando de 41 a 49 anos pesquisou a expressao de diferentes receptores tirosina
quinase. Dentre os 17 receptores estudados, 15 estavam altamente expressos em
miomas uterinos. Dentre estes, observou-se a presenca do IGF-IR, onde, além de
observada uma maior fosforilagdo em miomas, se comparado ao miométrio, também
relatou que em estudos anteriores foi observada uma maior expressao de proteinas
do receptor em miomas, se comparada a sua expressao no tecido miometrial (YU et
al., 2008).
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A literatura apresenta estudos que também mostram uma associag¢ao entre o
IGF-IR e outras neoplasias. Blecher et al. (2017) afirmam que a expressao desse
receptor é significativamente mais elevada no carcinoma endometrial, se comparada
a sua expressao no endométrio normal. Além disso, esse estudo também aponta que
a superativagcdo da cascata de sinalizagdo do IGF-IR correlaciona-se com a
resisténcia a quimioterapicos de células do cancer no ovario. Ja o estudo realizado
por Bhargava et al. (2011) relata que o IGF-IR esta amplamente expresso no tecido
mamario normal, apresentando um leve a moderado aumento na expressdao em
lesdes benignas e lesdes mamarias proliferativas.

Por sua vez, Weigang et al. (1994) avaliaram a distribuicdo do receptor IGF-I
no trato genital feminino através da técnica de imunoistoquimica. Nele, 124 amostras
teciduais de diferentes locais do trato genital feminino foram coletadas durante
procedimentos cirurgicos. Dentre essas, nenhuma amostra de tecido miometrial
normal ou leiomiomatoso apresentou reagao positiva para imunoistoquimica, o que
representa uma forte diferenca entre o presente estudo, ja que, dentre as amostras
das 50 pacientes estudadas, apenas uma registrou resultado negativo para a
expressao imunoistoquimica do receptor IGF-l em uma amostra de tecido
leiomiomatoso.

O presente estudo trouxe uma nova perspectiva referente a expressdo de
receptores IGF-l no tecido leiomiomatoso e miometrial uterino. Diferentes aspectos
foram observados e resultados divergentes nos estudos podem estar relacionados a
diferengas nas técnicas laboratoriais adotadas bem como a diferengas populacionais
e a quantidade variada de pacientes utilizadas nos estudos. Fatores predisponentes
associados (idade, menarca precoce, gravidez e paridade, obesidade, dieta, falta de
exercicio fisico e etnia) também podem ter exercido alguma influéncia nesses
resultados (MCWILLIAMS; CHENNATHUKUZHI, 2017). Além disso, a etiologia dos
miomas uterinos pode estar associada a vias metabdlicas que n&o sejam diretamente
dependentes dos receptores de membrana e seus sinais de transducao.

Outrossim, esse estudo também apresenta algumas limitagdes. Primeiramente,
foi utilizada a técnica de imunoistoquimica para avaliagdo da expressao de IGF-IR,
ndo sendo avaliados também os niveis plasmaticos da sua proteina ligante (IGF-I) e
de transporte (IGFBPs). Portanto, estudos futuros devem ser realizados com um

dimensionamento amostral maior, abrangendo todo o panorama de funcionamento do
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sistema IGF (proteina ligante, receptor, proteinas de transporte e sinais de transdugao
do receptor) bem como a associagao desses fatores com caracteristicas tumorais e
clinicas das pacientes para que, dessa forma, se tenha um entendimento mais amplo

da relagao desse receptor com os miomas uterinos.
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6. CONCLUSAO
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Em conclusao, observou-se uma menor expressao do receptor IGF-I no tecido
leiomiomatoso em comparagao com o tecido miometrial uterino ndo neoplasico,

sendo essa diferenga estatisticamente significante.
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APENDICE A — 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-GRADUAGCAO
CENTRO DE CIENCIAS E SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS E SAUDE

Titulo do Projeto: Avaliar a expressao do receptor de biomarcadores no
leiomioma uterino e no miométrio normal adjacente, que sera defendido como
tese no Programa de Pés-Graduagdo em Ciéncias e Saude.

Pesquisador responsavel: Prof. Dr. Pedro Vitor Lopes Costa

Telefone para contato: (86) 3221-3040 Ramal: 233

Vocé esta sendo convidado (a) para participar, como voluntario, nesta
pesquisa. Este documento lhe dara informagdes sobre o projeto. Esta pesquisa esta
sendo conduzida pela professor Dr. Pedro Vitor Lopes Costa do Programa de Pds-
graduagdo 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 ndo sera penalizado (a),
podendo ainda desistir a qualquer momento em que desejar. O estudo pretende
avaliar a expressdao 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 informagbes de
prontuarios, bem como amostras teciduais dos tecido miometrial para analise em
laboratorio. 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 elaboracédo de estratégias terapéuticas para o tratamento
desses tumores. Serdo colhidas informagdes 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 sao minimos, visto que as amostras
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para a pesquisa serao extraidas durante o procedimento cirurgico de histerectomia
abdominal por indicagdo médica. Podera ocorrer hemorragia, bem como infecgao do
trato urinario, riscos que poderdo ser contornados pela equipe assistencial que a
acompanhara no pds-operatério, através de medicacdo apropriada e reposigao
sanguinea conforme indicacdo médica. Esta pesquisa é isenta de custo para a
participante, bem como também n&o implicara em nenhuma remuneragao. Se a
senhora concordar em participar do estudo, seu nome e identidade serdao mantidos
em sigilo, a pesquisa interessam os dados obtidos, sem identificacdo individual,
preservando a privacidade. A participagdo 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.
Pro Reitoria de Pesquisa - PROPESAQ.

CEP: 64.049-550 - Teresina - PI.

Telefone: 86 3237-2332

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

Assinatura do responsavel

Pesquisador(a) Responsavel

Teresina (PI) / /
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ANEXO A - Carta convite para o “Global Affairs Canada International Scholarships

Program”.
Global Affairs  Affaires mondiales bl
i+l
1 Canada Canada ana a
June 21, 2018

Immigration, Refugees and Citizenship Canada (IRCC)
Embassy of Canada or High Commission
Immigration Section for Colombia

To: Visa Officer

Re: Confirmation of Global Affairs Canada Scholarship Recipient

This letter is to confirm that the individual listed below is a recipient of a scholarship through the Global Affairs
Canada International Scholarships Program (http://www.scholarships-bourses.ge.ca) which is under
administration by the Canadian Bureau for International Education. Further details are provided below:

Scholarship recipient: Emerson Davi do Nascimento Brazil

Scholarship program: Emerging Leaders in the Americas Program

IRCC special program code* 509

Country of citizenship: Brazil

Home institution: Universidade Federal do Piaui

[Canadian host institution: McMaster University

Purpose of visit: A full time academic exchange in Canada related to the
recipient’s program of study currently undertaken at their home
institution

Level of study and duration: Graduate - four months or one academic term

Scholarship amount disbursed $7200

to recipient:

* Refer to the following website: www.cic.qc.ca/english/resources/toals/temp/students/program.asp;
Work permit LMIA exemption C44: www.cic.gc.ca/english/resources/tools/temp/work/opinion/policy.asp

Scholarship funds are intended to cover transportation, visas and permits, living and other expenses in Canada.
Under the terms of this program, the tuition fees from the Canadian host institution are waived and recipients
remain registered at their home institution during this exchange. All recipients of the 2018-2019 program must
arrive in Canada no later than February 1, 2019.

Please do not hesitate to contact us by email at admin-scholarships-bourses@cbie.ca or by phone at 613-237-
4820 if your office should require any further information.

Sincerely,

(" R Ry i AND
Hunt LTy prét
St /L

Flavielle Morais
Program Manager
Canadian Bureau for International Education

Canadian Bureau for
International Education
Bureau canadien de
I'éducation internationale

Administered by the /| Administré parle :

Canadian Bureau for International Education # Bureau canadien de ’éducation internationale
220 av. Laurier Ave. W/O, Suite/Bureau 1550, Ottawa, Ontario CANADA K1P 5Zg
Tel.[TEl. 613-237-4820 ¢ scholarships-bourses@cbie.ca
www.scholarships.gc.ca  www.bourses.gc.ca
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ANEXO B - Parecer de aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da

Universidade Federal do Piaui.

UFPI - UNIVERSIDADE
FEDERAL DO PIAUI - CAMPUS ‘€ Q@iocarorma
5 UNIVERSITARIO MINISTRO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagdo da expressao de biomarcadores no leiomioma uterino e no miomeétrio normal

Pesquisador: Pedro Vitor Lopes Costa

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 65345917.9.0000.5214

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

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 2.061.409

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de um estudo transversal, controlado e analitico que contara com a participardo de mulheres
portadoras de |leiomiomatose uterinaa sintomatica que se submeterdo ao procedimento cirlrgico de
histerectomia abdominal na Clinica Ginecolégica do Hospital Getilic Vargas, TeresinaPl,no periodo de Abril
de 2017 a Dezembro de 2017. Serdo coletadas amostras teciduais com cerca de um centimetro de didmetro
de leiomioma uterino e de tecido miometrial, este em regido uterina livre de miomas e distando no minimo
Os miomas uterinos, também conhecidos por leiomiomas ou fibromas uterinos, sdo os tumores
pélvicossdlidos benignos mais freqlientes 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.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

- Avaliiar a expressao do receptor de biomarcadores no leiomioma uterino e no miométrio normal adjacente.
Objetivo Secundario:

Enderego: Campus Universitario Ministro Petranio Portella - Prd-Reiloria de Pesquisa

Bairro: Ininga CEP: g4.049-550
UF: PI Municipio: TERESINA,
Telefone: (BE)AZ237-2332 Fax: (B86)3237-2332 E-mail: cep.ufpi@ufpiedubr

Pagina 01 e 04
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UFPI - UNIVERSIDADE
FEDERAL DO PIAUI - CAMPUS ‘€ Q@iavarerma
—~< UNIVERSITARIO MINISTRO

Continuagio do Parecer: 2.061.400

= |dentificar o perfil socio-demografico das pacientes com leiomiomatose uterina, incluindo nivel
socioeconbmico, raga, idade, paridade e status

menopausal, e associagdo dessas variaves com a expressao dos biomarcadores no miometrio normal e no
leiomioma uterino.» Avaliar a expressao

Ki-67, Bcl-2, Bax, Metaloproteinases, Receptor de estrdgenos, Receptor de progesterona, receptores de
micronutrientes (vitamina D, zinco e cobre)

com as caracteristicas tumorais, como tamanho, localizagdo, intensidade dos sintomas e volume utering.»
Verificar a associagdo da expressio de

biomarcadores Ki-67, Bcl-2, Bax, Metaloproteinases, Receptor de estrdgenos, Receptor de progesterona,
receptores de micronutrientes (vitamina D,

zinco e cobre) e o risco para leiomiomas uterinos

Avaliag3o dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os riscos da pesquisa s8o minimos, visto que as amostras serdo extraidas de pacientes que ja estdo sob
anestesia para se submeterem a histerectomia abdominal por indicagdo médica. Assim, os riscos sio

inerentes apenas ao procedimento cirlrgico.
Beneficios:

O estudo de biomarcadores no leiomioma e no tecido miometrial normal permitiria um melhor entendimento
na etiopatogenia e fisiopatologia dessa neoplasia, podendo também ser Gtil no acompanhamento do
tratamento e na elaboragdo de estratégias terapéuticas para esses tumores, o que nos levou a concepgio

do presente estudo.

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:
A pesquisa & muito relevante e podera contribuir de forma significativa na qualidade do tratamento de
pacientes acometidos pela morbidade. O pesquisador tem experiéncia na realizagdo da pesquisa e os

preceitos éticos foram contemplados no projeto.

Endereco: Campus Universitirio Ministro Petranio Portella - Pré-Reitoria de Pesqulsa

Bairre: Ininga CEP: §4.049-550
UF: PI Municipio: TERESIMA
Telefone: (86)3237-2332 Fax: (B6)3237-2332 E-mail: cep.ufpi@ufpledu br

Pagina 02 de 04



e

UFPI - UNIVERSIDADE

FEDERAL DO PIAUI - CAMPUS %‘Wm o
UNIVERSITARIO MINISTRO

Continuagéo do Parecar: 2061400

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Todos o0s documentos obrigatdrios foram inseridos na Plataforma Brasil.

Recomendagoes:

Sem recomendacbes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Projeto de pesquisa apto a ser desenvolvido.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

68

[~ Tipo Documento Arquivo FPostagem Autor Situacao
Informagbes Basicas |PE_INFORMACOES_BASICAS DO _P | 08/05/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 856334.pdf 15:02:38
TCLE f Termos de | Termodeconsetimento.pdf 08/05/2017 | Pedro Vitor Lopes Aceito
Assentimento / 15:02:02 |Costa
Justificativa de
Auséncia
Declaragdo de Declaracao. pdf 18/04/2017 |Pedro Vitor Lopes Aceito
Pesquisadores 17:50:25 |Costa
Outros Cartaaocep.pdf 01/03/2017 | Pedro Vitor Lopes Aceito
18:48:44 | Costa

Qutros TCUD.pdf 25/01/2017 | Pedro Vitor Lopes Aceito
23:48:47 | Costa

QOutros Lattes.pdi 25/01/2017 | Pedro Vitor Lopes Aceito
23:46:39 | Costa

Qutros Instrumento.pdf 25/01/2017 | Pedro Vitor Lopes Aceito
23:44:32 | Costa

Projeto Detalhado /| Projeto.pdf 25/01/2017 | Pedro Vitor Lopes Aceito

Brochura 23:40:55 |Costa

Investigador

Declaragao de Termo.pdf 25/01/2017 | Pedro Vitor Lopes Aceito

Manuseio Material 23:39:58 |Costa

Bioldgico f

Biorepositario /

Biobanco

Declaracio de Autorizacao.pdf 25/01/2017 | Pedro Vitor Lopes Aceito

Instituicdo e 23:38:52 |Costa

| Infraestrutura
Folha de Rosto Folha pdf 25/01/2017 | Pedro Vitor Lopes Aceito

23:35:28 | Costa

Situagio do Parecer:

Aprovado

Enderaco: Campus Universitdrio Mindstro Petranio Porlella - Préd-Reiloria de Pesqulsa

Bairro: Ininga
UF: Pl

Talefone:

(BB)3237-2332

Municipio: TERESIMNA
Fax:

(BE)3237-2352

CEP: @4 049-550

E-mail:

cap.ulpi@ulpLadu b
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Plataforma

FEDERAL DO PIAUf - CAMPUS %
< UNIVERSITARIO MINISTRO

Continuagao do Parecer: 2061 400

Necessita Apreciagio da CONEP:
Nao

TERESINA, 12 de Maio de 2017

Assinado por:
Herbert de Sousa Barbosa
(Coordenador)

Endereco: Campus Univarsitirio Ministro Patrania Portella - Préd-Reitoria de Pasquisa

Bairre: Ininga CEP: g4 049-550
UF: PI Municipio: TERESIMA
Telefone: (BE)E237-2332 Fax: (B6)3237-2332 E-mail: cepufpi@uipiedu br
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ANEXO C — Comprovante de submissao do Artigo Cientifico da Dissertagdo como
requisito para defesa, na revista PLOS ONE.
Submission Confirmation for PONE-D-19-33761 - [EMID:c8f334d1bc5878cd]

PLOS ONE <em@editorialmanager.com>
Sex, 06/12/2019 00:30

Para: Emerson Davi do Nascimento Brazil <emersonbrazil@hotmail.com>

PONE-D-19-33761

Immunohistochemical detection of insulin-like growth factor type-I receptor in uterine fibroids and
adjacent myometrium and its correlation with clinical characteristics of patients diagnosed with
uterine leiomyomatosis

PLOS ONE

Dear Mr do Nascimento Brazil,

Thank you for submitting your manuscript entitled 'Immunchistochemical detection of insulin-like
growth factor type-| receptor in uterine fibroids and adjacent myometrium and its correlation with
clinical characteristics of patients diagnosed with uterine leiomyomatosis' to PLOS ONE. Your
assigned manuscript number is PONE-D-19-33761.

We will now begin processing your manuscript and may contact you if we require any further
information. You will receive an update once your manuscript passes our in-house technical check;
you can also check the status of your manuscript by logging into your account at
https://www.editorialmanager.com/pone/.

If during submission you selected the option for your manuscript to be posted on the bioRxiv
preprint server (http://biorxiv.org), we will be assessing the manuscript for suitability shortly. If
suitable, your preprint will be made publicly available on bioRxiv and you will receive an email
confirmation from them when it has posted. Please check your response to this question and email
us as soon as possible at plosone@plos.org if it has been answered incorrectly. Further information
about our partnership with bioRxiv to facilitate the rapid availability of life sciences research is

available at http.//journals.plos.org/plosone/s/preprints.

If you have any inquiries or other comments regarding this manuscript please contact
plosone@plos.org.

Thank you for your support of PLOS ONE.
How concerned are you that the research published in your field is not reproducible?

https://surveys.plos.org/s3/pone-reproducibility-EM?answer=very,

https://surveys.plos.org/s3/pone-reproducibility-EM?answer=somewhat

https://surveys.plos.org/s3/pone-reproducibility-EM?answer=neutral

https://surveys.plos.org/s3/pone-reproducibility-EM?answer=not-really

https://surveys.plos.org/s3/pone-reproducibility-EM?answer=not-at-all

Kind regards,
PLOS ONE



