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RESUMO

Introducdo. A endometriose é caracterizada pela presenca de tecido estromal endometrial fora
da cavidade uterina. As células do estroma endometrial humano (hESCs) tém um papel
essencial na endometriose, uma vez que essas células podem adquirir um perfil pré-invasivo e
pré-inflamatorio migrando para regides extrauterinas. Objetivo. Neste trabalho investigamos a
capacidade da angiotensina Il (Ang Il) de modular o sistema plasminogénio-plasmina em
hESCs e contribuir para a proliferacéo celular, degradacdo da matriz extracelular e inflamacéo.
Meétodos. Os mecanismos reguladores do sistema plasminogénio-plasmina e suas
consequéncias na proliferacdo celular, sinalizacdo inflamatoria e oxidativa foram investigados
utilizando hESCs primarias obtidas de pacientes e estimuladas com Ang Il in vitro. Resultados.
Endopeptidases e aminopeptidases envolvidas no metabolismo da Ang IlI, bem como a
expressao de angiotensinogénio, quimase e do receptor AT1 (AT1R) de Ang Il aumentaram
significativamente em hESCs ap6s o tratamento com Ang Il. De forma similar, as enzimas
metabolizadoras de Ang Il também foram reguladas positivamente em extratos de Utero de ratas
espontaneamente hipertensas. Em hESCs, ativadores de plasminogénio tipo tecidual (tPA) e
uroquinase (UPA) e o receptor para UPA (UPAR) foram induzidos na presenca de Ang Il. Esses
eventos foram associados a um aumento na geracdo de plasmina tanto na superficie de hESC
guanto no meio acondicionado. Consequentemente, a geracdo de plasmina induzida por Ang 1l
potencializou a degradacdo da fibrina e das proteinas de matriz extracelular. Foi também
observado um aumento na viabilidade e proliferacéo das células estimuladas com Ang Il, o que
se relacionou com um aumento na expressdo proteica de fatores de crescimento (EGF e
FGF/FGFR) e angiogénese (VEGF). A Ang Il modulou a sinaliza¢do oxidativa e inflamatéria
em hESCs, principalmente através da NADPH oxidase e aumento de citocinas como TNFa,

IL1B, IL6 e moléculas de adesdo envolvidas no rolamento e migracéo de leucocitos. De forma
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interessante, o bloqueio do AT1R com losartana diminuiu a geracdo de plasmina induzida por
Ang 1l e o potencial pro-invasivo das hESCs. Conclusdo. Ativadores de plasminogénio
aumentaram em hESCs apés tratamento com Ang Il gerando plasmina ativa e desencadeando
vias proliferativas, inflamatdrias e pro-oxidativas. O mecanismo foi AT1R dependente e
relacionado a degradagdo da matriz extracelular contribuindo para o perfil invasivo de hESC

comumente descrito na endometriose.

Palavras-chave: Célula endometrial; angiotensina; endometriose; plasmina; plasminogénio;

inflamacéo.
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ABSTRACT

Introduction. Endometriosis is characterized by the presence of endometrial stromal tissue
outside the uterine cavity. Human endometrial stromal cells (hESCs) have an essential role in
endometriosis since these cells can acquire a pro-invasive and proinflammatory profile by
migrating to extrauterine regions. Aim. Here we investigated the ability of angiotensin Il (Ang
I1) to modulate the plasminogen-plasmin system in hESCs and contribute to cell proliferation,
matrix degradation and inflammation. Methods. Plasminogen-plasmin regulatory mechanisms
and its consequence to cell proliferation, inflammatory and oxidative signaling were studied
using primary hESCs obtained from donor patients and stimulated with Ang Il in vitro. Results.
Endopeptidase and aminopeptidases involved in angiotensin metabolism as well as the
expression of angiotensinogen, chymase and AT1 receptor (AT1R) increased significantly in
hESCs after Ang Il treatment. Accordingly, angiotensin metabolizing enzymes were also up-
regulated in uterine extracts from spontaneously hypertensive rats. In hESCs, tissue (tPA)- and
urokinase (UPA)- type plasminogen activators and the receptor for uPA (UPAR) were induced
in the presence of Ang Il. These events were associated with an increased plasmin generation
both in hESC surface and conditioned media. Consequently, Ang ll-induced plasmin generation
enhanced fibrin and matrix protein degradation and also increased hESC viability and
proliferation by up-regulating growth factor expression (EGF and FGF/FGFR) andangiogenesis
regulation (VEGF). Ang Il modulates oxidative and inflammatory signaling in hESCs, mainly
through NADPH oxidase and by increasing cytokines such as TNFa, IL1, IL6and adhesion
molecules involved in leukocyte rolling and migration. Interestingly, blocking AT1R with
losartan, decreased Ang Il-induced plasmin generation and the hESC pro-invasivepotential.
Conclusion. Plasminogen activators increased in hESCs upon Ang Il treatment generating

active plasmin and triggering proliferative, inflammatory and pro-oxidative



13

pathways. The mechanism was AT1R dependent and related to extracellular matrix degradation

contributing to hESC invasive profile commonly described in endometriosis.

Keywords: Endometrial cell; angiotensin; endometriosis; plasmin; plasminogen; inflammation.
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INTRODUCAO

A endometriose € uma doenca cronica, inflamatdria e estrogénio-dependente, onde o
tecido endometrial em localizacdo ectopica pode causar lesdo, sangramento e dor nas mulheres
acometidas (1, 2). Apesar dos esforcos cientificos, a patogénese da endometriose ainda nao é
clara, sendo a teoria da menstruacdo retrograda a mais aceita (3, 4). Os métodos diagndsticos
ndo-invasivos por imagem sao 0s mais comumente utilizados, uma vez que ndo existem
biomarcadores validados até o0 momento (3). Assim, a endometriose constitui um problema de
salde publica, pelo aumento da demanda por recursos nacionais em salde e afastamento
laborativo de inimeras mulheres jovens em seu periodo mais produtivo (5). As opc¢des de
tratamento sdo limitadas ao controle hormonal e técnica cirdrgica, mas altas taxas de recorréncia

da doenca ainda continuam sendo documentadas (3, 6).

Mais recentemente alguns trabalhos na literatura vem sugerindo a importancia do
Sistema Renina-Angiotensinas (SRA) na sinalizacdo molecular da endometriose (7, 8). Como
o0 receptor de angiotensina Il tipo 1 (em inglés Angiotensin Il type 1 Receptor, AT1R) esta
amplamente expresso nos tecidos reprodutivos, incluindo as células estromais endometriais e
células da granulosa e cumulus nos ovarios (9), alguns trabalhos demonstraram que o bloqueio
desse receptor reduz o crescimento de lesdes endometridticas em camundongos e inibe a
vascularizagdo que alimenta as células estromais endometriais na lesdo (7). Apesar dos dados
atuais, que sugerem envolvimento do SRA na endometriose, 0s mecanismos pelos quais a Ang
Il pode contribuir, principalmente para alteracdo do perfil invasivo das células estromais

endometriais, ainda ndo sdo conhecidos.

Neste trabalho levantamos a hipo6tese de que a Ang Il poderia regular os sistemas de

degradacédo de matriz extracelular (MEC), como o sistema plasminogénio-plasmina (em inglés
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Plasminogen-plasmin system, PPS), o que tornaria essas células estromais endometriais mais
propensas a proliferar, migrar e invadir os tecidos. Para a investigacdo desses diferentes
mecanismos propomos a utilizacdo de modelos experimentais in vitro em cultura priméria de
células estromais endometriais humanas (em inglés human Endometrial Stromal Cells, hESCs)
obtidas a partir de biopsias de endométrio de pacientes que foram atendidas no setor de
Reproducdo Assistida do Servigo de Ginecologia e Obstetricia do Hospital de Clinicas de Porto

Alegre (HCPA).
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REVISAO DA LITERATURA
1 Estratégias para localizar e selecionar as informacgdes

Inicialmente a pesquisa foi realizada no PubMed utilizando-se as seguintes palavras-
chave: “Endometrial cell”, “angiotensin”, “endometriosis”, “plasmin”, “plasminogen” e
“inflammation” sem limite de tempo de publicacdo. A estratégia de busca envolveu as seguintes
bases de dados: PubMed e SciELO. Também foi consultado o banco de periddicos da CAPES,
cujos termos foram traduzidos para o portugués: Célula endometrial, angiotensina,

endometriose, plasmina, plasminogénio e inflamacéo.

Em relagdo ao termo “endometriosis” foram encontrados 31.901 artigos no PUBMED,
407 no SciELO e 1.178 no banco de periddicos da CAPES. Usando o termo “endometrial cells”
foram localizados 21.935 artigos no PUBMED, 63 no SciELO e 52 no banco de periddicos da

CAPES.

)

Cruzando a palavras-chaves “endometriosis”, “endometrial cells” e “inflammation’
vemos uma reducéo significativa no niamero de artigos publicados nos trés bancos de dados. Ao
direcionar nossa busca com o cruzamento das palavras-chaves “endometriosis”,“inflammation”
com ‘“angiotensin”, “plasmin” e “plasminogen” observamos uma caréncia em trabalhos
publicados, como é possivel observar na Tabela 1, que sumariza a estratégia de buscadas

referéncias bibliograficas sobre as bases que fundamentam os objetivos do estudo.



Tabela 1. Estratégia de busca de referéncias bibliogréficas.

PALAVRA-CHAVE
endometriosis

endometrial cells
endometriosis AND angiotensin

endometriosis AND plasmin

endometriosis AND plasminogen

endometriosis AND angiotensin AND plasminogen
endometrial cells AND angiotensin AND plasminogen
endometriosis AND inflammation

endometrial cells AND inflammation

endometriosis AND inflammation AND angiotensin
endometriosis AND inflammation AND plasminogen

endometriosis AND inflammation AND plasmin

endometriosis AND inflammation AND angiotensin
AND plasminogen

endometriosis AND inflammation AND angiotensin
AND plasmin

17

PUBMED SCIELO CAPES

31.901
21.935

25

11

94

1.488

1.075

12

407
63

1.178
52
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Depois de concluida a busca, os artigos foram selecionados primeiramente a partir de
uma leitura prévia dos resumos, excluindo-se os que ndo condizem com o tema deste trabalho
(Tabela 2). Para os artigos restantes, priorizaram-se aqueles publicados nos ultimos 20 anos e
foi realizada uma leitura mais detalhada dos trabalhos. Ao final, foram utilizadas 93 referéncias,

dentre artigos (86), livros (2) e teses (5).

Tabela 2. Artigos selecionados nas bases de dados PubMed, SciELO e periddicos da CAPES.

PUBMED SCIELO CAPES

NUmero total de artigos 56.548 474 1.243

Numero de artigos selecionados 83 23 57

2 Referencial Teérico
2.1 Epidemiologia da Endometriose e seu diagnostico

A endometriose caracteriza-se pela presenca de tecido endometrial, glandula e/ou
estroma, em localizacdo ectdpica. Deste modo, estima-se que a endometriose acometa de 5a 15
% da populacdo feminina em idade reprodutiva e 2 a 5% das mulheres apds a menopausa (10-
12). De uma maneira geral os sintomas impactam severamente a qualidade de vida da mulher,
entre eles, destacam-se a dismenorreia, muitas vezes incapacitante, que ocorre em 62,2
% das afetadas. Os sintomas algicos podem causar desconforto por anos e acometem cerca de
70 % das mulheres com endometriose, justificando os constantes atendimentos de emergéncia
e a alta taxa de absentismo profissional (13, 14). Foi observado também a prevaléncia da
endometriose em mulheres inférteis, cerca de 5-50 % em comparagdo com mulheres

assintomaticas e sintomaticas submetidas a laparoscopia ou tratamento empirico (15).
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Os endometriomas ectopicos tém um status benigno, embora algumas caracteristicas
sejam comuns aos processos relacionados ao cancer, incluindo o mecanismo de angiogénese.
(16). Entre 1925 e 1953, foram propostos o0s primeiros critérios para correlacionar a
endometriose ovariana com o risco de cancer. Para tanto seria necessario a presenca de tecido
endometrial benigno e maligno no mesmo ovario, originado da endometriose e ndo de outro
local, achados de tecido semelhante ao estroma endometrial circundando glandulas epiteliais
caracteristicas e ainda, a necessidade de demonstrar a transicdo entre endometriose benigna e

epitélio maligno (17, 18).

A partir desses critérios, uma analise feita sobre casos de endometriose ovariana ou
tumor epitelial maligno ovariano no periodo de 1987 a 1995 evidenciou que, apenas 1,7 % das
endometrioses ovarianas apresentavam alteracGes glandulares atipicas sendo que, destas, 25 %
evoluiram para carcinoma endometridide subsequente (19). Uma série de casos mais recentes,
evidenciaram 5 % a 10 % de céncer ovariano em lesdes de endometriose do ovario, enquanto
que a frequéncia total de transformacdo maligna foi estimada entre 0,3 a 2,5 % (20, 21). Por
outro lado, 24,1 % dos canceres de ovario estavam associados & endometriose ovariana e 5,8 %

apresentavam endometriose atipica em continuidade com o tumor (22, 23).

O CA-125 é um marcador sérico encontrado em estruturas derivadas do epitélio
celémico, sendo um marcador comum a maioria dos carcinomas ovarianos epiteliais, cuja
expressao parece estar aumentada na endometriose grave. Apesar de muitas especulacgdes, ainda
pouco se sabe sobre os eventos genéticos envolvidos no processo de transformacdo da
endometriose em carcinoma, assim o CA-125 ndo parece ter alguma relagdo com o
aparecimento da endometriose, sendo Util no seguimento da paciente, pois 0 aumento do nivel

sérico sugere recorréncia da doenga (24).
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Com isso, observa-se em estudos epidemioldgicos sobre endometriose, que somente a
avaliacdo clinica pode trazer um viés de confusdo na identificacdo dos grupos de controle
apropriado, devido aos multiplos fatores de risco associados a endometriose como a
dismenorreia, dispareunia de profundidade, a dor pélvica aciclica, as alteracdes intestinais e/ou
urinérias ciclicas e a infertilidade (25). Esses sinais e sintomas podem muitas vezes, ser uma
consequéncia da doenga ao invés de uma causa (15), tornando sua taxa de incidéncia imprecisa,
pela dificuldade em definir o momento exato do seu inicio. Além disso, o diagndsticopode levar
muitos anos para ser estabelecido, devido a semelhanca clinica com outras patologias, desta
forma imagens ndo invasivas sdo os métodos diagndsticos padrdo, uma vez que ndo existem
biomarcadores validados até 0 momento, o que faz com que a prevaléncia da doenca nédo seja

exatamente conhecida (3, 26).

Estudos sobre tempo de diagnostico da endometriose entre 1979 e 1984 estimaram uma
média de 9,2 anos, sendo que em 1990 e 1995 esse tempo foi reduzido significativamente para
cerca de 4,6 anos (27). Esse achado se deve ao aumento da taxa de escolaridade e ao
conhecimento dos sinais e sintomas indicativos de endometriose pela populagéo, influenciando
muitas mulheres na busca por atendimento medico. Um estudo brasileiro de 2012, registrou
uma média de tempo de 3,4 anos entre inicio de sintomas e confirmacdo histopatoldgica,
apontando que nas Ultimas décadas ainda existe um atraso importante para o diagndstico da
endometriose no Brasil, devido & demora de pacientes do Sistema Unico de Sadde (SUS) serem

encaminhados aos cuidados de hospitais-escola com atendimento terciario (28).

Portanto essa doencga chama a atencdo para 0s gastos em saude publica que se tornam
cada vez mais altos, devido aos custos de exames clinicos como ultrassonografia transvaginal
ou transretal, ressonancia magnética (29-31) e internagdes hospitalares, que totalizaram 59.946

mulheres internadas no Brasil nos periodos entre janeiro de 2015 a dezembro de 2019, onde a
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maioria ocorreu na regido Sudeste (25.618 casos). Além disso, para as mulheres em idade
reprodutiva que desejam engravidar, a infertilidade acaba sendo o sintoma mais importante,

tornando a demora para o diagnostico muito prejudicial (32).

2.2 Fisiopatologia da endometriose

A endometriose € uma doenga cronica, inflamatoria e estrogeno-dependente. Onde
tecido endometrial é achado fora da cavidade uterina, principalmente no periténio pélvico e
ovarios, mas pode acometer outros sitios, como a regido retrocervical, o sigmoide, o reto, 0s

ureteres, a bexiga, o ileo, o apéndice e raramente a pleura e o pericardio (3).

A etiologia da endometriose é incerta e por isso muitas sdo as teorias postuladas (33-
35). A menstruacéo retrograda é a mais antiga e conhecida. O fluxo menstrual retrogrado é um
fendmeno fisioldgico, mas em alguns casos, a pressao originada das contracGes uterinas pode
conduzir ESCs viaveis através das trompas de Falopio. Isso poderia explicar células
endometriais ou mesmo fragmentos de endométrio advindos da cavidade uterina atraves das
tubas. No entanto, foi observado que a menstruacdo retrograda ndo ocorre na maioria das
pacientes com endometriose e que, o derramamento de sangue menstrual na cavidade peritoneal
ndo contribui para a ocorréncia de dismenorreia (36, 37). Estudos sobre ‘endometriose
microscopica’ que refere-se a endometriose presente nas superficies pélvicas, evidénciam
também, que ndo existe proliferacdo secundaria e formacdo de implantes na superficie

peritoneal pelo endométrio refluido (38).

Outra possivel explicacdo seriam as células do epitélio celomatico de origem
embrionaria, que poderiam sofrer metaplasia por estimulos ambientais ou hormonais
transformando-se em células glandulares e estromais endometriais (39, 40). Apesar dessas duas

teorias serem as mais divulgadas, varias outras foram descritas tais como, a da disseminacéo
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linfatica e hematogénica, aembrioldgica, a genética, e imunoldgica e de fatores ambientais (41-

45). Entretanto, nenhuma explica a totalidade das possiveis manifestacdes da doenca.

Uma vez que as ESCs atingem a cavidade peritoneal, é necessario que elas se tornem
capazes de proliferar fora de seu microambiente normal (5). Isso significa que devem haver
sinais moleculares capazes de alterar o perfil dessas células estromais endometriais tornando-
as capazes de invadir, migrar e proliferar em outros nichos como a regido pélvica, periténio e
ovarios (36, 38, 46). Desta forma, tem-se discutido o papel de alguns sistemas enzimaticos

como SRA e PPS na sinalizacdo molecular da endometriose (9, 47).

2.3 Tratamento

O tratamento da endometriose tem como objetivo o manejo dos sintomas clinicos, com
foco maior no controle da dor e infertilidade. Embora, até hoje, os métodos utilizados venham
mostrando uma alta taxa de recorréncia da doenca, eles ainda sdo baseados na utilizacdo de
farmacos para controle hormonal ou técnica cirdrgica com objetivo de limitar os focos de

endometriose (6, 48).

A primeira opcdo cirdrgica € a videolaparoscopica, pelo menor custo, pela menor
morbidade e pela menor formacéo de aderéncias, mas essa alternativa, tém um efeito positivo
ndo uniforme e deve ser o menos radical possivel para preservacdo da fertilidade em mulheres
que pretendem gestar (6, 49). O tratamento farmacoldgico é direcionado a supressao estrogénica
visando um efeito de hipotrofia endometrial e amenorreia, reduzindo a dor causada pelo
crescimento das lesdes endometriais e interrompendo ciclos de sangramento. Comumente sao
utilizados androgénios, progestogénios, e, principalmente, os agonistas do hormonio liberador

de gonadotrofina (em inglés Gonadotropin-Releasing Hormone, GnRH) e os contraceptivos
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hormonais. As opgdes de farmacos véo diferir em seu mecanismo de acéo, via de administracéo,

duracdo da terapia e seus efeitos (50).

O uso de contraceptivo hormonal oral é a forma mais comum de tratamento
farmacologico, requer uma administracdo continua e por tempo prolongado entre 6-12 meses
(51). Em um estudo realizado por Taylor et al., (2017) os agonistas do GnRH mostraram
eficacia na melhora da dismenorréia e da dor pélvica ndo menstrual durante um periodo de 6
meses (52). Os agonistas do GnRH controlam a producéo ovariana de estrogénio, através da
superestimulacdo da hipéfise (efeito flare up) e liberagdo de horménio foliculo-estimulante (em
inglés Follicle-stimulating hormone, FSH) e hormonio luteinizante (em inglés Luteinizing
Hormone, LH). A grande desvantagem dos agonistas do GnRH esta na dessensibilizacdo das
células gonadotroficas e reducdo no numero de receptores. Como consequéncia, a paciente pode
apresentar sinais e sintomas de uma pseudomenopausa, 0 que acaba diminuindo a aderéncia do
tratamento a longo prazo. Por outro lado, o uso de progestogénios tem menos efeitos colaterais
e menor custo, mas ainda assim constituem tratamentos de longa duracdo e impedem que essas

mulheres possam engravidar (53-55).

2.4 Sistema Renina-angiotensina (SRA)

Juntamente com a noradrenalina, vasopressina e endotelina, a Ang Il € um dos mais
potentes hormdnios pressoricos sistémicos produzidos no organismo. A Ang Il € um peptideo
de 8 aminoéacidos (Asp-Arg-Val-Tyr-lle-His-Pro-Phe) gerado no plasma. Na visdo mais classica
do SRA, a renina atua diretamente sobre o angiotensinogénio liberando angiotensina I (Ang I)
e a enzima conversora de angiotensina (ECA) cliva entdo a Ang | gerando Ang Il. A Ang Il
formada vai desempenhar um papel importante em varios sistemas vasomotores, na regulacéo

da presséo arterial, do volume do fluido extracelular e no equilibrio hidroeletrolitico (56, 57).
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Em condic@es fisioldgicas normais, 0 organismo responde a uma reducdo de pressao
arterial, reducdo de volume de liquido circulante ou redugdo de sédio, através da liberacdo de
renina pelas células mesangiais do aparato justaglomerular dos rins (58). Muito além da funcéo
hormonal sistémica de controle no volume do fluido extracelular e pressdo, a Ang Il atua

diretamente nas células através da agdo principal sobre AT1R (Figura 1) (58, 59).

Em determinadas situacdes patoldgicas o aumento na geracdo de Ang Il, contribui
fisiologicamente com o desequilibrio de sistemas redox pela producgdo exacerbada de espécies
reativas de oxigénio (em inglés Reactive Oxygen Species, ROS), via ativacdo de NADPH
oxidase (NOX) por AT1R. O ROS excedido, estimula a translocagdo do fator nuclear kappa B
(em inglés Nuclear Factor kappa B, NF-kB) ao nucleo e aumenta a expressao de citocinas pro-
inflamatorias, de moléculas de adesdo celular e fibrose, como fator de transformacgdo do
crescimento beta (em inglés Transformation Growth Factor beta, TGF-p) (58-60). Juntamente
a isso, os efeitos sobre AT1R podem induzir uma série de eventos celulares, como aumento de

proliferacdo, hipertrofia, hiperplasia, migragéo e fibrose tecidual.
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Figura 1. Visao classica do sistema renina-angiotensina e calicreina-cininas modificado de Nehme et al.,

2019 (58).

Importante mencionar que alguns estudos ja indicam que os inibidores da ECA,
classicamente utilizados como forma de tratamento, podem néo ser a indicagdo terapéutica mais
acertada, ja que a Ang Il se forma majoritariamente de forma independente da ECA (61).
Dependendo do tecido e da condicdo da doenca, outras enzimas além da ECA podem atuar
como enzimas liberadoras de Ang Il, como demonstrado na Figura 2. Endopeptidases, como
guimase, catepsina G e calicreina tecidual podem clivar diretamente tanto angiotensinogénio
(em inglés Angiotensinogen, AGT) quanto Ang | (1-10)/Ang (1-12) gerando Ang Il (1-8). As

aminopeptidases ligadas a membrana como aminopeptidase neutra (APN), acida (APA), basica
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(APB) e dipeptidil aminopeptidases (DPP) também tém papéis importantes na regulacdo da

meia-vida da Ang Il pela formacdo de derivados da Ang 11 (Ang I, IV) (58).

Angiotensinogénio
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Z2UE

Tenina

v

Vasoconstri¢do Cardiomiécito Fibroblastos
Retenc¢do agua/Na* 1 Expressdo génica T TGF-B

/M Fluxo sanguineo cerebral 1 Hipertrofia 1 Colageno

/N Absorgdo de glicose —

Figura 2. Vias alternativas de geracao de Ang Il em células da musculatura lisa vascular e cardiomidcitos em condicoes

de hiperglicemia modificado de NEHME et al., 2019 (58)

Existem evidéncias com células do endotélio microvascular, que a angiogénese induzida
pelo fator de crescimento endotelial vascular (em inglés Vascular Endothelial Growth Factor,
VEGF) e Ang Il ( Figura 3) converge na regulacdo da via RhoA-ROCK (do inglés Ras homolog
family member A - Rho-associated protein kinase) (62, 63). O estimulo de Ang Il sobre AT1R
contribui de forma importante com ativacdo de RhoGTPases (64) promove a angiogénese
através de proteinas Gal12/13 e a estimulagdo de AT2R consegue suprimir a ativacdo de RhoA
induzida por VEGF via Gai envolvendo a fosforilagdo dependente de proteinas quinase

serina/treonina. Isso foi observado apds tratamento com proteinas RGS especificas (RGS-LSC),
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que reduziram o estimulo via AT1R, enquanto endotoxinas especificas (PTX) e inhibidores de

quinases (PP2 e PP2A) contribuiram ainda mais com a angiogénese induzida por VEGF e Ang

11 (65, 66).
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Figura 3. Angiogénese induzida por VEGF e Ang Il via RhoA-ROCK (64).

A angiogénese trata-se do processo fisioldgico de formacéo de novos vasos sanguineos
(mecanismo importante para o crescimento celular) e depende da expressao do VEGF. Este por
sua vez, é responsavel por induzir a proliferacdo e migracdo de células endoteliais através de
varias cascatas de sinalizacdo, como a via ERK (do inglés Extracellular signal-Regulated
protein Kinases), uma cadeia de proteinas quinases que atuam no nucleo celular, ativadas pela
ligag&o aos receptores Flt-1 (VEGFRL1 do inglés Vascular Endothelial Growth Factor Receptor
1) e KDR (VEGFR2 do inglés Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 2) na superficie

da célula (67, 68).
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2.5 Influéncia do SRA sobre o tecido reprodutivo

Notavelmente trabalhos de analise protedmica e dados de transcriptoma revelaram que
a expressédo do AT1R e mesmo a Ang Il e outros componentes do SRA estdo positivamente
regulados em focos de endometriose de pacientes (69). De fato, com o AT1R amplamente
expresso nos tecidos reprodutivos, incluindo as células estromais endometriais e células da
granulosa e cumulus nos ovarios, tem se mostrado que o blogueio desse receptor reduz o
crescimento de lesbes endometridticas em modelos murinos e inibe a vascularizagdo que
alimenta as células estromais endometriais na lesdo (47, 70). Essas evidéncias corroboram com
o papel adicional de Ang Il em regular a angiogénese, caracteristica importante na fisiopatologia
da endometriose. Uma vez que as hESCs atingem regides ectopicas sdo necessarios sinais
citoprotetores que induzem a proliferagdo celular e a geracdo um suprimento sanguineo

apropriado para o crescimento do endometrioma (4).

Nakao et al., (2017) (70) demonstraram um aumento na expressdo de AT1R no epitélio
glandular endometrial e células estromais de pacientes com endometriose. Recentemente,
Zhang et al., (2020) (69) isolaram hESCs de leses endometridticas humanas e encontraram
aumento da expressdo de AT1R, assim como a translocagdo nuclear de NF-kB (uma via bem
estabelecida que coordena a expressao de citocinas pré-inflamatorias) ativada por Ang II/AT1R.
As abordagens genéticas e de bioinformatica também destacaram a importancia do eixo Ang
II/AT1R e identificaram novos polimorfismos nos genes ACE e AT1R que foram associados

ao desenvolvimento da endometriose (71-73).

A inflamacdo crbnica e o estresse oxidativo sdo outras caracteristicas tipicas da
endometriose, pois a presenca de tecido ectdpico na cavidade peritoneal esta associada a uma
superproducdo de prostaglandinas, citocinas, quimiocinas e ROS (16). Aumento nos

marcadores de lipoperoxidacdo (malondialdeido) e danos oxidativos no DNA (8-OH-
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desoxiguanosina) e desequilibrio entre enzimas antioxidantes (catalase, superdxido dismutase,
glutationa redutase e glutationa peroxidase) foram documentados em pacientes com
endometriose (86-88). Ngo et al., (2009) (74), verificaram que as hESCs isoladas de pacientes
com endometriose tinham maior capacidade de geracdo de anion superéxido (‘O,") e maior

atividade da superdxido dismutase, quando comparadas as células epiteliais normais.

Em relacdo as citocinas pro-inflamatdrias, alguns dados experimentais sugerem sua
influéncia na mudanca das hESCs para um perfil invasivo e migratorio. De fato, a interleucina-
6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral-a (em inglés Tumor necrosis factor alpha, TNF-a), bem
como a interleucina 1B (IL1P), foram detectados como regulados positivamente no tecido,
fluido peritoneal e soro de pacientes com endometriose (75, 76). De acordo com esses dados, ja
foi mostrado que o blogueio de AT1R com telmisartan em um modelo murino de endometriose
diminui acentuadamente a expressdo génica de IL1p e IL-6, além da expresséo do ativador de
plasminogénio tipo-uroquinase (em inglés urokinase-like plasminogen activator,uPA), ativador
de plasminogénio tipo-tecidual (em inglés tissue-type plasminogen activator, tPA), fator de
crescimento de fibroblastos (em inglés Fibroblast growth factors, FGF), VEGFR,AGT e ACE.
Telmisartan também reduziu efetivamente o recrutamento de linfécitos, neutrdfilos e

macrofagos para as lesoes (7).

2.6 Sistema Plasminogénio-Plasmina (PPS)

O PPS é um sistema de protedlise limitada que possui papel essencial em uma série de
processos fisiologicos basicos que variam desde a fibrindlise sanguinea até cicatrizacéo, fibrose
e migracéo celular. Na fisiologia endometrial o PPS também tem papel importante regulando

processos biologicos dependentes de degradacdo de matriz extracelular como a ovulacao,
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menstruacdo e implantagdo embrionaria. Quando o PPS estd desregulado, as implicacGes
refletem-se principalmente em alteracdes da interacdo célula-matriz e migragdo celular, como

aquelas observadas na progressdo tumoral e também na endometriose (77-79).

O principal componente efetor do PPS € a plasmina. A plasmina € uma serino-protease
potente gerada pela proteolise limitada do plasminogénio, uma proenzima ubiqua secretada pelo
figado. Uma vez formada, a plasmina coordena o processo de protedlise da matriz extracelular,
seja por degradar diretamente proteinas como fibrina, coldgeno, laminina efibronectina, ou por
ativar as metaloproteinases de matriz (MMPs). Dessa forma, a ativacdo do PPS pode
potencializar o processo de prote6lise pericelular aumentando a capacidade migratéria e
invasiva das células (80-82). Outra funcéo critica da plasmina formada pela ativacdo do PPS ¢
a regulagéo da proliferacdo celular. De fato, a plasmina liberada nomicroambiente pericelular
é capaz de clivar diferentes fatores de crescimento gerando suas formas maduras ativas como o

EGF, VEGF e TGF (79).

Outros componentes importantes do PPS sédo os ativadores de plasminogénio. Existem
dois principais ativadores de plasminogénio, o uPA e o tPA que atuam de forma conjunta,
gerando plasmina ativa. O tPA € classicamente reconhecido por sua importancia sistémica na
regulacdo da coagulacéo, através do processo de fibrindlise. O uPA atua principalmente nos
tecidos ja que sua atividade depende da ligacdo ao receptor do ativador do plasminogénio do

tipo uroquinase (em inglés urokinase-like plasminogen activator receptor, uPAR) (77-78).

O uPAR é ancorado a membrana plasmatica por uma porcéo glicosil fosfatidilinositol e
sua ligagdo ao UPA contribui com a migracdo celular, por coordenar a protedlise, adesdo e
sinalizacdo da MEC. O uPAR regula uma cascata proteolitica extracelular (Figura 4) ao se ligar

com UPA ou seu zimogénio (pro-uPA). A interagdo UPAR/UPA converte o plasminogénio
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ligado ao seu receptor de membrana em plasmina ativa. O PPS cliva pro-uPA, gerando mais
plasmina em um feedback positivo (Figura 4) (77). Nesse processo ainda participa o tPA
sisttmico que estd também presente em pequenas quantidades no ambiente extracelular e é
expresso por alguns tipos celulares. O tPA tem a funcéo de gerar quantidades basais de plasmina
que clivara o pré-uPA amplificando o sinal da cascata (79). Os principais pontos de regulacao
do PPS sdo o tPA e o uPA. Inibidores de serino-proteases como o inibidor do ativador de
plasminogénio 1 (em inglés Plasminogen activator inhibitor -1, PAI-1), também conhecido pelo
seu gene codificador SERPINA 1, juntamente com a PAI-2 (do inglés Plasminogen activator
inhibitor -2) regulam a atividade enzimética do tPA e uPA reduzindo a producdo de plasmina
ativa (Figura 4). Em condi¢des patoldgicas o PAI-1 pode contribuir com a inflamac&oe fibrose

tecidual pela deposicdo de componentes da MEC (77).
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Figura 4.Funcéo e regulacéo do sistema plasminogénio-plasmina (PPS) (77).

2.7 Influéncia do PPS sobre o tecido endometrial

Sabe-se que uma interacdo alterada entre as proteinas da MEC e ESCs derivadas de
fragmentos endometriais com menstruacao retrégrada parece ser uma explicacdo razoavel para
o fato de algumas mulheres desenvolverem endometriose e outras ndo. Uma producao
aumentada de proteases por ESCs parece desempenhar um papel importante, uma vez que a
inibicdo de protease prejudica a implantacdo ectépica dessas células em modelos de

endometriose (83). Neste contexto, o sistema PPS e MMPs séo de particular interesse.

Um aumento na expressao de plasminogénio, uPA e uPAR foi detectado por imuno-
histoquimica em bidpsias de endometriose, quando comparadas ao endométrio eutdpico (80).
Outra descoberta recentemente feita por YANG et al., mostra que o PAI-1 é altamente expresso
durante a endometriose sem qualquer relacdo com o ciclo menstrual, contribuindo para

dismenorreia através de lesdes ocasionadas pela deposicao de componentes da MEC (84).
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Alguns estudos indicam que a interleucina 1 (IL-1) é produzida pelo endométrio
decidualizado gestacional e pelas membranas placentarias que contém decidua parietal materna
durante o curso normal da gravidez. Recentemente foi demonstrado que o gene codificador f3
da IL-1 é capaz de sustentar o processo de protedlise pelo PPS em hESCs, regulando a expressao
de PAI-1 e u-PA (81, 85). Huang et al., (2017) sugere que niveis mais elevados de expressao
de UPAR encontrados no tecido endometrial ectopico seriam regulados pelo NF-xB, assim,

inhibidores desse complexo podem reverter a regulacdo positiva de uUPAR (82).

Além disso, ha evidéncias consistentes que ligam a ativacdo do PPS e a producéo de
fatores de crescimento maduros. A maioria dos fatores de crescimento sdo produzidos e
liberados como proteinas imaturas que serdo posteriormente processadas pela agao proteolitica
de MMPs derivadas da ligagdo uPA/UPAR ou plasmina (86). Nesse contexto, o fator de
crescimento epidérmico (em inglés Epidermal Growth Factor, EGF) maduro pode potencializar
a geracao de fatores de crescimento, proliferacdo e migracdo celular, uma vez que estimula a
liberacdo de tPA, uPA e PAI-1 por hESC primarias isoladas de pacientes com endometriose

(87).

Portanto, a regulacdo e ativacdo do PPS durante a endometriose é uma das hipoOteses
aceitaveis para explicar por que as hESCs podem crescer fora de seu microambiente normal.
No entanto, o sinal molecular capaz de desencadear PPS é desconhecido e é motivo de

investigacdo em andamento por nosso grupo.
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3. Mapa conceitual
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Figura 5. Mapa conceitual.

A fundamentacdo para explicar a fisiopatologia da endometriose tem gerado teorias
sobre fatores envolvendo componentes ambientais, hormonais, imunoldgicos e genéticos (33-
45), mas nenhuma explica a totalidade das possiveis manifestacdes da doenca. As células do
estroma endometrial (em inglés Endometrial Stromal Cells, ESCs) presente em novos sitios
devem se diferenciar em células capazes de formar implantes endometriais ectopicos (5). Neste
contexto, sabe-se que uma interacdo alterada entre as proteinas da matriz extracelular (ECM) e

ESCs poderia explicar o estabelecimento do endometrioma.

Por este motivo, o PPS e as metaloproteinases de matriz (MMPs) pelo seu papel
fisioldgico citado anteriormente (77-79), tornam-se foco de discussdo quanto ao seu mecanismo
de ativacdo, que ndo € exatamente conhecido em hESCs (81-87). Neste trabalho estamos
levantando a hipdtese de que a angiotensina Il (Ang I1) pode se auto-regular positivamente e

que a interagdo Angll/AT1R pode ser o fator chave na ativacdo do PPS e fendtipo invasivo,
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migratorio e proliferativo de ESC observados durante a endometriose. Desta forma farmacos
que inibam geracgéo de Ang Il, mas principalmente os seus efeitos sobre AT1R seriam de grande

interesse no tratamento da endometriose.
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JUSTIFICATIVA

A endometriose € uma condi¢do ginecoldgica grave e prevalente caracterizada pela
presenca de estroma do endométrio em regides extra-uterinas. Os sintomas, como dismenorréia
e dor pélvica abdominal sdo severos, em alguns casos até incapacitantes, e impactam
negativamente a qualidade de vida da mulher. Além disso, € uma condicdo frequentemente
associada a infertilidade e cancer. Apesar da existéncia de diferentes teorias que tentam explicar
a fisiopatologia da doenca, ainda pouco se conhece sobre os mecanismos envolvidos na
alteracdo do perfil pro-invasivo adquirido pelas células estromais endometriais que acabam se
alojando nos diferentes sitios extra-uterinos. A investigacao e descoberta desses mecanismos
pode ser Util para encontrar marcadores que facilitem um diagnostico mais preciso e também
novos alvos terapéuticos. Para tanto, neste projeto propomos a investigacdo dos efeitos da
angiotensina Il como um novo regulador do sistema de degradacdo de matriz extracelular que
pode contribuir para o aumento de proliferacdo, migracdo e invasdo das células estromais

endometriais.
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HIPOTESES

1. Hipotese Nula

Angiotensina Il ndo aumenta atividade de plasmina e ativadores de plasminogénio, proliferagéo
e migracdo celular através da ativacdo de receptores AT1 de células endometriais estromais

humanas.

2. Hipdtese Alternativa

Angiotensina Il aumenta atividade de plasmina e ativadores de plasminogénio, proliferacdo e
migracdo celular atraves da ativacdo de receptores AT1 de células endometriais estromais

humanas.
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OBJETIVOS

1. Principal

Investigar os efeitos modulatérios da angiotensina Il na regulacdo do sistema

plasminogénio-plasmina em células endometriais estromais humanas.

2. Secundarios

Investigar a expressao e atividade enzimatica dos principais componentes envolvidos
na geracao e metabolismo das angiotensinas em hESCs estimuladas ou ndo com Ang I,
Investigar a expressdo e atividade enzimética dos principais componentes envolvidos
na geracdo e metabolismo das angiotensinas no uUtero de ratas Wistar Kyoto e ratas
espontaneamente hipertensas da linhagem SHR;

Investigar os efeitos da Ang Il sobre a expressdo e atividade enzimatica dos principais
ativadores de plasminogénio, o do tipo uroquinase e o do tipo tecidual em hESCs;
Investigar a modulacdo da Ang Il e a participacdo do receptor AT1R sobre a producéo
de plasmina, degradacdo de matriz extracelular e fibrina em hESCs;

Investigar os efeitos da Ang Il sobre a viabilidade, proliferacdo e expressdo de fatores
de crescimento em hESCs;

Investigar os efeitos da Ang Il sobre a expressdo de citocinas inflamatérias, dano

oxidativo e vias sensiveis as espécies reativas de oxigénio (ROS) em hESCs.

A sequir, os resultados obtidos nesta dissertacdo serdo apresentados na forma de um

artigo cientifico a ser submetido ao periodico Fertility and Sterility.
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CONSIDERACOES FINAIS

De uma maneira geral, os resultados deste trabalho sdo Uteis para entender como a Ang
I pode modular um dos principais sistemas de protedlise pericelular e de degradacao de matriz
extracelular, o sistema plasminogénio-plasmina. O PPS é importante para uma série de eventos
fisioldgicos no organismo, mas também se encontra desregulado em doencas como cancer e
endometriose (84, 86, 88). Na endometriose, as células estromais endometriais estdo com o PPS
ativado, o que faz com que elas adquiram um potencial pré-migratorio, proliferativo e pro-
invasivo (80-82). Dessa forma, na endometriose as hESCs sdo capazes de migrar, invadir,
proliferar e se estabelecer em microambientes diferentes fora da cavidade uterina (1-6). Existem
varias teorias que tentam explicar como isso ocorre (1-4, 36, 37), no entanto, 0s sinais
moleculares que induzem o PPS e potencializam o processo de prote6lise pericelular nas hESCs
ainda sdo desconhecidos. Os resultados deste trabalho sugerem que a Ang Il pode ser um desses
sinais. Um resumo do mecanismo e dos nossos achados principais esta ilustrado abaixo na

Figura 6.

Os dados confirmaram indicios ja apontados na literatura (8, 9, 47) de que o endométrio
e as hESCs expressam 0s componentes basicos de resposta as angiotensinas, como o AGT, o
receptor AT1 de Ang Il (AT1R) e a enzima conversora de angiotensina (ACE). Além disso,
detectamos atividade basal de varias outras enzimas que geram Ang Il (como a quimase e
catepsina G), e das aminopeptidases de membrana (como as aminopeptidases &cida, neutra,
bésica e as dipeptidil-aminopeptidases) que sdo responsaveis pelo metabolismo e degradacédo
de Ang Il (58). Quando investigamos as hESCs tratadas com Ang Il observamos um aumento
na expressdo de AGT, AT1R e quimase, e também na atividade basal das enzimas geradoras de
Ang Il, o que sugere que a propria Ang Il pode atuar em um mecanismo de auto regulacao

positiva, modulando a sua prépria producdo e metabolismo. Isso foi confirmado quando
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comparamos as atividades das enzimas geradoras/metabolizadoras de Ang Il no Utero de ratas
espontaneamente hipertensas (do inglés, spontaneously hypertensive,SHR) versus ratas
controle da linhagem Wistar Kyoto. Os ratos da linhagem SHR sdo um modelo bem
estabelecido de hipertensdo e apresentam niveis circulantes mais elevados de Ang Il (89, 90).
De fato, observamos um aumento na atividade das enzimas geradoras de Ang Il (como ACE,
quimase e catepsina G) nos extratos de Utero de animais SHR, assim como na expressdo de

ATI1R e AGT.

Sabendo que os componentes necessarios para a formacdo, metabolismo e o principal
receptor de Ang Il estdo expressos e ativos nas hESCs buscamos investigar a capacidade do
eixo Ang II/AT1R em modular o PPS. De forma muito interessante, encontramos que a Ang |l
¢ capaz de induzir a expressdao e atividade enzimatica dos principais ativadores de
plasminogénio (do inglés Plasminogen, PLG), o tPA e o uPA. A Ang Il também induziu a
expressao do receptor do uPA, o UPAR, que é uma proteina ancorada a membrana plasmatica
e que tem a funcdo de localizar parte da ativacdo do PLG na superficie das células. Mais do que
aumentar a expressao dos componentes do PPS, o estimulo com Ang Il foi capaz de gerar
plasmina ativa tanto na superficie das hESCs quanto no meio de cultura condicionado, o que
sugere que a plasmina seja formada na superficie da hESCs sendo o sinal de ativacdo
amplificado para o meio extracelular. Possivelmente o mecanismo envolva uma acéo
coordenada entre PLG, tPA, uPA/uPAR atuando em um “loop” de retroalimentagdo positiva
que amplifica a geracdo de plasmina (Figura 6). O PLG € capaz de ligar-se na membrana das
células através da proteina ligante de PLG (em inglés plasminogen binding protein, PLGBP),
ja o tPA é normalmente encontrado na circulagdo sistémica, mas também esta presente em
menores concentracdes no fluido extracelular e é expresso por algumas células, entre elas as

hESCs (77-79). O tPA é capaz de ativar o PLG em plasmina independente da ligagdo a um
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receptor de membrana, ja 0 UPA atua sobre o PLG preferencialmente quando esta complexado
com o UPAR (77, 79). Nesse sistema, o tPA ativa pequenas quantidades de PLG gerando a
plasmina necessaria para converter o complexo pro-uPA/uPAR em uPA/UPAR ativo (Figura 6).
Uma vez ativado o complexo uPA/UPAR tem a fungéo de amplificar a geracdo de plasmina

potencializando a agdo proteolitica pericelular (77-79).

A plasmina é uma serino-protease capaz de degradar diversas proteinas da matriz
extracelular, ativar as metaloproteases de matriz e produzir as formas maduras de fatores de
crescimento como EGF, TGF e VEGF (78, 79, 87). De uma maneira geral, 0 aumento de
plasmina no ambiente pericelular esta associado com aumento de migracgdo, proliferacdo e
capacidade invasiva das células, justamente por potenciar a degradacdo de matriz extracelular
e formacéo de fatores de crescimento (80, 88, 91). Nossos dados estdo de acordo com esses
eventos. A Ang Il aumentou a capacidade do meio condicionado das hESCs em degradar
proteinas de matriz como aquelas encontradas no matrigel e fibrina e também aumentou a
proliferacdo e viabilidade das hESCs. Esse aumento de proliferacéo se relacionou diretamente
com o aumento de expressdo de diferentes fatores de crescimento como o EGF, FGF/FGFR e
0 VEGF, gque € um fator extremamente importante na regulacao de angiogénese. A angiogénese
é uma etapa fundamental na endometriose, uma vez que as hESCs precisam de um suprimento
adequado de sangue e oxigénio para se estabelecer em outros microambientes (64). Dessa
forma, nossos dados sugerem que a Ang Il pode participar no aumento e maturagéo de VEGF

pelas hESCs, que, por sua vez, vai coordenar o processo de angiogénese nas células endoteliais.

Além da angiogénese, a relacdo entre inflamacdo, geracdo e sinalizacdo via espécies
reativas de oxigénio (ROS) sdo eventos bem documentados tanto em pacientes com
endometriose, quanto em modelos experimentais in vitro e in vivo (16, 63, 69, 70). O aumento

das citocinas pro-inflamatdrias classicas reguladas por NF-kB como TNFa, IL1J e IL6, e
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evidéncias de dano oxidativo j& foram descritos em endometriomas e hESCs isoladas de
pacientes (74-76, 91-93). Aqui neste trabalho, trazemos a evidéncia de que a Ang Il possa estar
também envolvida nesses eventos. As hESCs tratadas com Ang Il apresentaram aumento na
expressdo proteica de diferentes citocinas pré-inflamatorias, indicios de dano oxidativo em
proteinas e produgdo de superdxido. A Ang Il aumentou a expressdo de NADPH oxidase
(p47hox), uma proteina envolvida na sinalizacdo dependente de ROS e relacionada com
regulacdo de migracédo e proliferagéo celular (92). Outro dado interessante que obtivemos
indicou que a modulagdo do PPS pela Ang Il parece ser dependente do receptor AT1R, uma
vez que o tratamento das hESCs com losartana reduziu significativamente a geracdo de
plasmina ativa. Todos esses resultados estdo de acordo com outros ja publicados que mostram
a eficiéncia do tratamento com telmisartana em reduzir o endometrioma, angiogénese, ROS e

inflamac&o em um modelo de endometriose peritoneal em camundongos (7).

Por fim, podemos concluir que a Ang Il regula positivamente os ativadores de
plasminogénio tPA e uPA/UPAR nas hESCs, gerando plasmina ativa e disparando vias
inflamatdrias, proliferativas e associadas a producdo de ROS. O mecanismo é dependente do
receptor AT1 de Ang Il e diretamente relacionado ao aumento no potencial de prote6lise
pericelular e de degradacdo de matriz extracelular, evento que é crucial no estabelecimento da
endometriose. Os nossos dados reforgam que classe de fa&rmacos antagonistas do receptor AT1R
possam ser Uteis no tratamento da endometriose principalmente por reduzir a ativagdo do PPS

induzida por Ang 1.
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Figura 6. Mecanismos envolvidos na modulagdo do sistema plasminogénio-plasmina (PPS) pela angiotensina Il

(Ang 1) nas células estromais endometriais humanas (hESCs).
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ANEXOS

1. Documento de aprovacdo de pesquisa no Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de

Clinicas de Porto Alegre.
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MARKUS BERGER OLIVEIRA

Numero de Participantes: 0

Titulo: Efeitos da angiotensina Il na regulagdo do sistema plasminogénio-plasmina em células endometriais estromais
humanas: possivel papel na patogenia da endometriose.

Este projeto foi APROVADO em seus aspectos éticos, metodoldgicos, logisticos e financeiros para ser realizado no Hospital
de Clinicas de Porto Alegre. )
Esta aprovagao esta baseada nos pareceres dos respectivos Comités de Etica e do Servigo de Gestao em Pesquisa.

- Os pesquisadores vinculados ao projeto nao participaram de qualquer etapa do processo de avaligao de seus projetos.
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Graduagao (GPPG).
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2. Justificativa para a dispensa de TCLE

Conforme orientado no parecer N.° 5.113.594 foi realizada uma primeira consultoria
com o CEP. Apos contato com 0 membro da UARP para dispensa do TCLE, adicionamos 0
TCLE do projeto de origem das células, deixando claro que na assinatura do termo as doadoras
ficaram cientes de que o material biolégico seria mantido em biorrepositorio para projetos
futuros sem a necessidade de um novo recrutamento para autorizacdo do manejo das células,
assim como, a realizacdo desta pesquisa ndo levaria a beneficio direto das doadoras, sendo
inteiramente experimental e importante para descobertas da fisiopatologia de doencas do tecido

endometrial. Esclarecimento segundo orientacdo do membro da UARP segue abaixo:

As amostras de tecido endometrial que serdo utilizadas nessa proposta foram obtidas
pelo projeto de nimero 2015-0233 intitulado “Analise endometrial de receptores de estrogénio,
progesterona e proteina ki67 de pacientes inférteis submetidas a tratamento com reproducéo
assistida: uma coorte pareada” aprovado pelo Comité de Etica do HCPA. As participantes do
estudo foram sete pacientes saudaveis em atendimento pelo Servico de Ginecologia e
Obstetricia no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (RS, Brasil) no setor de infertilidade, que
esta localizado no Centro Cirurgico Ambulatorial (CCA). O professor Eduardo Pandolfi Passos,
proponente do projeto que aplicou o TCLE (Anexo 1) as mulheres, cujos materiais bioldgicos
estdo mantidos em biorrepositdrio, € um dos pesquisadores da equipe e concorda em fornecer
o material em questdo. Os resultados deste estudo ndo trardo beneficios diretos para as
participantes, mas a investigacdo e descoberta dos mecanismos envolvidos na fisiopatologia da
endometriose, podem ser Uteis para encontrar marcadores que facilitem um diagnéstico mais
preciso e também novos alvos terapéuticos, por isso no momento da assinatura do TCLE

aplicado para o projeto 2015-0233, as participantes tiveram ciéncia de que a amostra coletada
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poderia ser utilizada em estudos futuros, sem a necessidade de contato prévio para nova

autorizacao.

Para tanto, os pesquisadores do presente projeto se comprometem a preservar a
privacidade das pacientes, bem como de suas respectivas informagdes associadas, contidas em
prontudrios e bases de dados do HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE, visto que
ndo serd necessario consulta de prontuarios ou manejo de dados pessoais das pacientes durante

a realizagéo deste estudo.

ApO6s parecer numero 5.167.318 foi realizada uma segunda consultoria, onde foi
orientado pelo membro da UARP deixar claro questdes éticas relacionadas a dispensa de
consentimento das participantes. Para tanto, esclarecemos que as participantes elegiveis para o
projeto nimero 2015-0233 ndo possuiam historico de alteragdes endometriais ou ovarianas,
logo, eram acompanhadas pelo servico de infertilidade devido a problemas reprodutivos de seus
parceiros, ou seja, essas participantes ja foram desassistidas do servico e realizar um contato
necessitaria de busca ativa de dados em prontudrios, um processo que poderia causar
desconforto desnecessario, além da possibilidade de muitos dados cadastrais ja estarem
desatualizados por se tratar de um projeto realizado a 6 anos atrds . Ressaltamos que nédo sédo
esperados beneficios diretos as participantes, ou seja, 0s resultados obtidos no estudo nédo
implicam em nenhuma repercussdo clinica para as participantes. Diante do exposto,
considerando a relacéo risco-beneficio justificada acima, propomos a dispensa de novo TCLE

para utilizagdo de material bioldgico proveniente do projeto 2015-0233
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RESUMO

Formacdo técnica em Biotecnologia, SENAI (2014). Graduacdo em Farmécia pela

Universidade Federal do Rio Grande do Sul (2019). Iniciou em 2015 no laboratorio de

Bioguimica Farmacoldgica do Centro de Pesquisa Experimental do HCPA, onde continua

participando de trabalhos envolvidos na identificagdo, purificagdo e caracterizacao

molecular de inibidores enzimaticos de origem vegetal. Estagiou no servico de

Hematologia na Unidade de bioquimica Clinica do HCPA (2018-2019) onde participou da

avaliagdo de indicadores clinicos laboratoriais combinados como ferramenta para o

diagnostico precoce de doencas hematologicas. Atualmente € analista clinico no laboratorio
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do Hospital Materno Infantil Presidente Vargas onde é referéncia técnica dos setores de

Hematologia e Imunologia. Além de realizar andlises relacionadas ao Diagnostico da

Fibrose Cistica em parceria com o Servi¢co de Triagem Neonatal (SRTN-RS). Atua como

assistente de pesquisa clinica (HCPA-CPC) em vacinas para o0 COVID-19. Cursa pés-

graduacdo em Ginecologia e Obstetricia— UFRGS, orientada pelo Prof. Dr. Markus Berger,

com o projeto voltado para a elucidacdo de mecanismos fisiopatoldgicos de doencas do

tecido reprodutivo feminino.

FORMACAO ACADEMICA/TITULACAO

Fev/2020

Ago/2015 - Jan/2019

Jun/2012 - Jul/2014

Mestrado em Ciéncias da Saude: Ginecologia e
obstetricia.
Universidade Federal do Rio Grande do Sul,

UFRGS, Brasil;

Bacharel em Farmacia.
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS,

Brasil;

Curso técnico/profissionalizante em Biotecnologia.

SENAI - Departamento Regional do Parana,
SENAI/DR/PR, Brasil. Bolsista Integral do(a):
Programa Nacional de Acesso ao Ensino Técnico e

Emprego, PRONATEC, Brasil,
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FORMACAO COMPLEMENTAR

Ago/2020-Ago/2020

Abr/2018-Abr/2018

Out/2012-Out/2012

Nov/2012-Nov/2012

Out/2012-Out/2012

Proficiente em lingua inglesa.

Universidade La Salle, Brasil;

Aplicacdo de injetaveis (Carga horéria: 8h).
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS,

Brasil;

Tecnologia da Informacéo. (Carga horéria: 14h).
SENAI - Departamento Regional do Parana,

SENAI/DR/PR, Brasil;

Informatica: Pacote Office e Sistema Operacional Linux.
(Cargar Horario: 70h).
SENAI - Departamento Regional do Parang,

SENAI/DR/PR, Brasil;

Propriedade Intelectual. (Carga horéaria: 14h).
SENAI - Departamento Regional do Parand,

SENAI/DR/PR, Brasil;
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ATUACAO PROFISSIONAL

Hospital Materno Infantil Presidente Vargas, HMIPV, Porto Alegre, RS., Brasil.

Vinculo institucional

Agosto/2021 Empregado : Farmacéutica, Carga horaria semanal, 44h.
Contratada como gestéo de apoio pelo Hospital S&o Lucas
da PUC, presta servico como Analista laboratorial no
HMIPV, principalmente na é&rea de hematologia,
Imunologia e Diagnostico de fibrose cistica. Dentro da
imunologia realiza alguns exames hormonais e dosagem
de vitaminas, além de uma gama de exames infecciosos
solicitados pelo ministério da satde. Participava de rotinas
especiais, conduzindo testes do suor para diagnostico de

fibrose cistica.

Hospital de Clinicas de Porto Alegre, HCPA, RS., Brasil.

Vinculo institucional

Abril/2021 Empregado, Autbnomo, Carga Horéaria semanal, 20h

Assistente de pesquisa clinica, auxiliando na conducdo de

pesquisas relacionadas a vacinas COVID Janssen, Oxford e
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Jan/2016-Jan/2017
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Clover. Experiéncia na utilizacdo do banco de dados REDCap,

iMedidata e Vieadoc.

Voluntaria, Iniciacdo Cientifica, Carga horaria semanal, 20h.
Iniciacdo cientifica voluntaria no Laboratério de
Bioguimica Farmacolégica no Centro de Pesquisa
Experimental do HCPA, sob orientacdo de Markus Berger,
realizando a identificacdo, purificacdo e caracterizacao
molecular e farmacoldgica de proteinas de origem vegetal,

animal e microbiol0gica;

Empregado, Estagiario, Carga horaria semanal, 20h.

Estagiario no servico de hematologia da Unidade de Bioquimica
clinicado HCPA, auxiliando no diagndstico de doenca falciforme
e talassémicas, realizando técnicas especiais para o diagnésticos
de doencas hemoliticas associadas com deficiéncia enzimatica,
fragilidade osmotica eritrocitaria, deficiéncia de fatores de
coagulacdo e Antigenos anti-fosfolipideos. Validacéo e controle
interno da rotina laboratorial. Participacdo na pesquisa de
ferramentas laboratoriais para auxilio no diagnostico precoce de

sepse;

Bolsista, Iniciacdo Cientifica, Carga horaria semanal, 20h.

Bolsista PIBIC no Laboratério de Bioquimica
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Farmacoldgica do Centro de Pesquisa Experimental do
HCPA, com o projeto intitulado: "Mecanismos
Fisiopatoldgicos da insuficiéncia renal aguda induzida pelo
veneno da taturana Lonomia Obliqua: O papel dos
receptores de Cininas, coagulacdo intravascular

disseminada e Inflamagao".

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Brasil.
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Set/2019-Dez/2019

Ago/2017-Fev/2018
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técnicas de dosagem, separacdo e identificacdo proteica,
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reacdes enzimaticas e isolamento de material genético

(técnicas eletroforéticas e PCR).

PREMIOS E TITULOS

2019

2018

2018

2017

Destaque com indicacdo ao prémio Jovem Pesquisador na
modalidade Apresentacdo oral e poster - Saldo UFRGS
2019: SIC - XXXI SALAO DE INICIAGAO CIENTIFICA

DA UFRGS, PROPESQ, UFRGS.

Destaque com indicacdo ao prémio Jovem Pesquisador na
modalidade Apresentacdo oral e poster - Saldo UFRGS
2018: SIC - XXX SALAO DE INICIAGAO CIENTIFICA

DA UFRGS, PROPESQ, UFRGS.

1° Lugar no Concurso Académico de Pesquisa Cientifica.
44 Semana Académica de Estudos Farmacéuticos.,

UFRGS.

Destaque de sessédo na modalidade Apresentacdo oral e
poster - Saldo UFRGS 2017: SIC - XXIX SALAO DE
INICIACAO CIENTIFICA DA UFRGS, PROPESQ,

UFRGS.



108

PRODUCOES

Artigos completos publicados em periddicos

1. ZANON, PAMELA; PIZZATO, SABRINA BEAL ; DA ROSA, RAFAEL
LOPES ; TERRACIANO, PAULA BARROS ; MORAES, JOAO ALFREDO ;
BEYS-DA-SILVA, WALTER ORLANDO ; SANTI, LUCELIA ; YATES, JONH
R. ; PASSOS, EDUARDO PANDOLFI ; BARJA-FIDALGO, CHRISTINA ;
GUIMARAES, JORGE ALMEIDA ; BERGER, MARKUS . Urine proteomic
analysis reveals alterations in heme/hemoglobin and aminopeptidase metabolism
during Lonomia obliqua venom-induced acute kidney injury. TOXICOLOGY

LETTERS, v. 341, p. 11-22, 2021. Citagdes:2

Resumos publicados em anais de congressos

1. ZANON, P.; ORSO, F. R. ; GHEM, C. ; SCOTTI, L. . Validagdo da contagem
automatizada de células no liquido cefalorraquidiano no equipamento Sysmex. In:
392 Semana Cientifica do HCPA. Gestéo de pesquisa aplicada a satde, 2019, Porto

Alegre. 392 Semana Cientifica do HCPA, 2019.

2. MORKIS, I. V. C. ; GHEM, C. ; ZANON, P. ; TASCA, S. ; SCOTTI, L. .

Determinagdo do intervalo de referéncia da fracdo de plaquetas imaturas no



109

analisador hematoldgico Sysmex-XN. In: 392 Semana Cientifica do HCPA.
Gestdo de pesquisa aplicada a satde, 2019, Porto Alegre. 39 Semana Cientifica

do HCPA., 2019.

3. ZANON, P.; RAMOS, R. ; SANTI, L. ; SILVA, W. O. B. ; GUIMARAES, J. A.
; BERGER, M. . Alternativas farmacol6gicas para o controle da geracdo de
angiotensina Il e suas aplicacdes para alteragdes vasculares.. In: 392 Semana
Cientifica do HCPA. Gestdo de pesquisa aplicada a satde, 2019, Porto Alegre. 392

Semana Cientifica do HCPA., 2019.

4. ZANON, P.; BARBOSA, M. C. D. ; ORSO, F. R.; SCOTTI, L. ; GHEM, C. .
Avaliacdo do indice de Granulécitos imaturos, pro-calcitonina e PCR em
pacientes com processo infecciosa.. In: 392 Semana Cientifica do HCPA.
Técnologias disruptivas em saude., 2018, Porto Alegre. 382 Semana Cientifica do

HCPA, 2018.

5. MEDEIROS, M. S. ; ZANON, P. ; PUGLIESE, M. ; ROSA, R. L. ; SANTI, L. ;
SILVA, W. O. B. ; VERLI, H. ; RAMOS, R. ; GUIMARAES, J. A. ; BERGER,
M. . Caracterizacdo de um novo inibidor peptidico de quimase:Efeitos sobre
alteracOes de permeabilidade, proliferacdo e migracdo de células vasculares. In:
38? Semana de Cientifica do HCPA. Tecnologias disruptivas em salde., 2018,

Porto Alegre. 382 Semana de Cientifica do HCPA, 2018.

6. ZANON, P.; SANTI, L. ; SILVA, W. O. B. ; TERRACIANO, P. B. ; YATES, J.



110

R.; RAMOS, R. ; CIRNE-LIMA, E. O. ; GUIMARAES, J. A. ; BERGER, M. .
Caracterizacdo de um novo inibidor de quimase isolado de Canavalia ensiformis.
In: 372 Semana de Cientifica do HCPA. Pesquisa: crise e resiliéncia., 2017, Porto

Alegre. 372 Semana de Cientifica do HCPA., 2017.

7. ZANON, P.; PISCO, J. ; BRONDANI, L. A. ; SANTI, L. ; SILVA, W. O. B. ;
YATES, J. R. ; RAMOS, R. ; GUIMARAES, J. A. ; BERGER, M. . CETI, um
inibidor de serino proteinases obtido de Canavalia ensiformes: isolamento,
caracterizacdo bioquimica, estrutural e potencial acdo anti-inflamatéria sobre
enzimas de mastocitos.. In: 36% Semana de Cientifica do HCPA, Ciéncia e

Comunidade., 2016, Porto Alegre. 362 Semana de Cientifica do HCPA, 2016.

Apresentacgéo de Trabalho

1. ZANON, P.; BERGER, M. . Alternativas farmacoldgicas para o controle da
geracdo de angiotensina Il e suas aplicacOes para alteracOes vasculares. 2019.

(Apresentacéo de Trabalho/Outra).

2. ZANON, P.; ROSA, R. L. ; SANTI, L. ; SILVA, W. O. B. ; YATES, J. R.;
RAMOS, R. ; GUIMARAES, J. A. ; BARBOSA, M. C. D. . Efeitos de um novo
inibidor peptidico de quimase sobre alteracfes de permeabilidade vascular,
proliferacdo e migracdo de células da musculatura lisa de aorta. 2019.

(Apresentacédo de Trabalho/Outra).



111

3. ZANON, P.; MEDEIROS, M. S. ; PUGLIESE, M. ; ROSA, R. L. ; SANTI, L.;
SILVA, W. O. B. ; VERLI, H. ; RAMOS, R. ; GUIMARAES, J. A. ; BERGER,
M. . Efeitos de em novo inibidor peptidico de Quimase sobre alteracbes de
permeabilidade vascular, proliferagdo e migracdo de células da musculatura lisa

de aorta. 2018. (Apresentacdo de Trabalho/Outra).

4. ZANON, P.; MEDEIROS, M. S. ; PUGLIESE, M. ; ROSA, R. L. ; SANTI, L. ;
SILVA, W. O. B. ; VERLI, H. ; RAMOS, R. ; GUIMARAES, J. A. ; BERGER,
M. . Potencial farmacol6gico de um inibidor de serino-proteinases de mastécitos
obtido das sementes da Canavalia ensiformis. 2018. (Apresentacdo de

Trabalho/Outra).

ZANON, P.; BARBOSA, M. C. D. ; ORSO, F. R. ; SCOTTI, L. ; GHEM, C. .
Potencial farmacologico de um inibidor de serino-proteinases de mastécitosobtido
das sementes da Canavalia ensiformis. 2018. (Apresentacdo de

Trabalho/Simpdésio).

ZANON, P.; SANTI, L. ; SILVA, W. O. B. ; TERRACIANO, P. B. ; YATES, J.
R.; RAMOS, R. ; CIRNE-LIMA, E. O. ; GUIMARAES, J. A. ; BERGER, M.
Caracterizacdo bioquimica, estrutural e farmacolégica de um novo inibidor de
serino-proteinases isolado de canavalia-ensiformis: efeitos anti-inflamatorios e
inibitorios sobre quimase de célula muscular lisa de aorta?. 2017. (Apresentacdo

de Trabalho/Outra).



112

7. ZANON, P.; FIORINI, P. . Fitorremediacao de &reas contaminadas com Chumbo

utilizando Canavalia Ensiformes L. 2014. (Apresentacdo de Trabalho/Simpdsio).

EVENTOS

1. 392 Semana Cientifica do HCPA. Alternativas farmacoldgicas para o controle da
geracdo de angiotensina Il e suas aplicacbes para alteracGes vasculares. 2019.

(Exposicéo).

2. 392 Semana Cientifica do HCPA.Validacdo da contagem automatizada de células

no liquido cefalorraquidiano no equipamento Sysmex. 2019. (Outra).

3. 452 semana académica de estudos farmacéuticos. EFEITOS DE UM NOVO
INIBIDOR PEPTIDICO DE QUIMASE SOBRE ALTERACOES DE
PERMEABILIDADE VASCULAR, PROLIFERACAO E MIGRACAO DE

CELULAS DA MUSCULATURA LISA DE AORTA. 2019. (Feira).

4. XXXI Saldo de iniciacéo cientifica da UFRGS.Alternativas farmacologicas para
0 controle da geracdo de angiotensina Il e suas aplicagbes para alteracbes

vasculares. 2019. (Outra).

5. 382 Semana Cientifica do HCPA.Avaliac&o do indice de Granuldcitos imaturos,

pro-calcitonina e PCR em pacientes com processo infecciosa. 2018. (Outra).



10.

11.

442 semana académica de estudos farmacéuticos. Potencial farmacol6gico de um
inibidor de serino-proteinases de mastocitos obtido das sementes da Canavalia

ensiformis. 2018. (Feira).

Il Simpdsio Galcho de Farmacologia.Potencial farmacolédgico de um inibidor de
serino-proteinases de mastdcitos obtido das sementes da Canavalia ensiformis.

2018. (Simpdsio).

XXX Saldo de iniciagdo cientifica da UFRGS.Efeitos de em novo inibidor
peptidico de Quimase sobre alteracdes de permeabilidade vascular, proliferacéo e

migracdo de celulas da musculatura lisa de aorta. 2018. (Outra).

37% Semana de Cientifica do HCPA.Caracterizagdo bioquimica, estrutural e
farmacoldgica de um novo inibidor de serino-proteinases isolado de canavalia-
ensiformis: efeitos anti-inflamatorios e inibitorios sobre quimase de célula

muscular lisa de aorta. 2017. (Outra).

Conferéncia técnica Eppendorf. 2017. (Oficina).

XXIX, Saldo de iniciacdo cientifica da UFRGS.Caracterizacdo bioquimica,
estrutural e farmacoldgica de um novo inibidor de serino-proteinases isolado de
canavalia-ensiformis: efeitos anti-inflamatorios e inibitérios sobre quimase de

célula muscular lisa de aorta. 2017. (Outra).

113



114

12. 36% Semana de Cientificado HCPA.CET]I, um inibidor de serinoproteinases obtido
de Canavalia ensiformes: isolamento, caracterizagdo bioquimica, estrutural e

potencial a¢do anti-inflamatoria sobre enzimas de mastocitos. 2016. (Outra).

13. 1l Jornada Académica do Curso de Toxicologia Analitica, UFCSPA. 2016.

(Encontro).

14. 1V Simposio Nacional de Iniciacdo Cientificacdo e XXII Simposio de Iniciacdo
Cientifica da Unifil.Fitorremediacdo de areas contaminadas com Chumbo

utilizando Canavalia Ensiformes L. 2014. (Simpdsio).



