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RESUMO

Leiomiomas uterinos (LU) sdo tumores benignos comuns que ocorrem em aproximadamente 20%
a 40% das mulheres, constituindo um problema significante de saude publica. A técnica de RT-PCR
quantitativa em tempo real permite a verificagdo dos niveis de expressdo dos genes a partir da extragdo
do RNA e subseqiiente constru¢do do cDNA. Num estudo preliminar, nosso grupo utilizou hibridagao
gendmica comparativa para avaliacdo de perdas e ganhos em LU. Esta metodologia possibilita a analise
de todo o genoma em apenas um experimento, permitindo a identificagdo de ganhos, amplificagdes,
perdas e dele¢des cromossomicas. Os resultados deste estudo revelaram perdas significativas em 7p21-
pl5, entre outras anormalidades. O gene AHR estd localizado em 7p21.1 e codifica o receptor da
dioxina, que forma dimeros com outro receptor (ARNT). O complexo resultante AHR-ARNT se liga a
seqiiéncias de DNA para modular as taxas de transcri¢do de varios genes, incluindo aqueles que
codificam enzimas metabolizadoras de drogas como CYPIA1, fatores reguladores do crescimento como
o receptor EGF, o receptor de estrogeno, a interleucina-1, e os fatores transformantes do crescimento
TGF-a e TGF-P. Por estar associado com o receptor de estrogeno — (um dos promotores do crescimento
dos leiomiomas) — e como o utero ¢ um provavel alvo da dioxina, o AHR ¢ um excelente candidato
envolvido no desenvolvimento dos leiomiomas uterinos. Foram avaliadas 43 amostras de leiomiomas e
5 amostras de miométrio normal com uso da metodologia de RT-PCR quantitativa em tempo real, para
avaliacdo dos niveis de expressdo do gene AHR. As etapas da PCR foram realizadas em um
termociclador automatico, o ABI Prism 7000 Sequence Detection System (Applied Biosystems). A
fluorescéncia € capturada e coletada continuamente para cada amostra, e a intensidade de fluorescéncia
detectada ¢ diretamente proporcional a quantidade de cDNA da amostra. Nesta andlise, foi observada
diminui¢do de expressdo génica em 43 amostras analisadas (100%), confirmando a dele¢do na regido
7p21 anteriormente verificada. Os resultados obtidos indicam que h4d uma forte associagdo entre a
diminui¢do de expressdo do gene AHR e leiomiomas uterinos, € tornam este gene um marcador em LU
e possivel alvo terapéutico.
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ABSTRACT

Uterine Leiomyomas(UL) are common benign uterine neoplasm and develops in about 20% to 40% of
women, representing a significant public health problem. The quantitative real time RT-PCR allows the
quantification of gene expression levels by RNA extraction and subsequent cDNA amplification. In a
preliminary study, our group used comparative genomic hybridization for evaluation of losses and
gains in UL. This methodology permits the analysis of the whole genome in one experiment, and the
detection of chromosomal gains, amplifications, losses and deletions. The results revealed significant
losses in 7p21-pl5, among others abnormalities. The AHR gene is located in 7p21.1 and codifies the
dioxin receptor, which forms dimers with another receptor (ARNT). Resultant complex AHR-ARNT
binds DNA sequences to modulate transcription rates of some genes, including those encoding drug-
metabolizing enzymes such as CYP1Al, growth regulating factors such as the EGF receptor, the
estrogen receptor, interleukin-1P, and transforming growth factors TGF-a and TGF-B. AHR is an
excellent candidate involved in the development of uterine leiomyomas since it is associated with the
estrogen receptor and uterus is a probable target of the dioxin. Forty-three leiomioma samples and 5
normal miometrial samples were evaluated by quantitative real time RT-PCR to investigate the AHR
gene expression levels. The PCR was performed in an automatic thermal cycler, the ABI Prism 7000
Sequence Detection System (Applied Biosystems). The fluorescence is captured and collected
continuously for each sample, and the intensity of detected fluorescence is directly proportional to the
amount of cDNA in the sample. In this analysis, AHR downexpression was found in all samples, in
comparison to normal uterus tissue. These results are in agreement with the previous data showing
7p21 deletion. The results indicated a strong association between the AHR downregulation expression
and uterine leiomyomas and suggest a new terapheutic target in UL.

Keywords: Uterine leiomyomas, AHR gene, Quantitative real time RT-PCR.

INTRODUCAO

Leiomiomas uterinos (LU) sdo tumores benignos comuns que ocorrem em mulheres na idade
reprodutiva. Acometendo cerca de 20% a 40% das mulheres durante seu periodo de vida (Day et al.,
2003), os leiomiomas uterinos sao de origem miometrial, sendo ricos em células de musculo liso e em
matriz extracelular. Estes tumores sdo extremamente vascularizados, dependendo de um suprimento
sanguineo adequado para o seu desenvolvimento (Nowak et al., 2001).

Devido a sua alta prevaléncia e aos sintomas associados (sangramento uterino anormal, pressao e
dor pélvica, disfuncdo reprodutiva), os leiomiomas uterinos constituem um problema significante de
saude publica, sendo a indicagdo mais comum para histerectomia e para cirurgia uterina conservadora
(Denschlag et al., 2005). A ocorréncia e a severidade dos sintomas dependem do tamanho, numero e

localizagdo dos leiomiomas (Tsai et al., 2005).



Durante os ultimos 20 anos, progressos significativos foram feitos para a compreensdo do
comportamento e da patogénese molecular dos leiomiomas, embora a causa direta da doenga ainda seja
desconhecida (Maruo et al., 2004). Varias evidéncias, como o crescimento dos leiomiomas durante
periodos reprodutivos, na gravidez e nos periodos de terapia de reposicdo hormonal sugerem que os
hormoénios esterdides ovarianos, estrogeno e progesterona, sdo importantes para o desenvolvimento do
tumor, sendo reconhecidos como promotores do crescimento (Buttram e Reiter, 1981; Rein et al.,
1995). Estudos epidemiologicos identificaram varios fatores de predisposi¢do, incluindo idade
reprodutiva tardia, mulheres de descendéncia afro-americana, nuliparidade ou nimero de paridades
baixo e obesidade (Flake et al., 2003).

Os leiomiomas uterinos sdo neoplasias mesenquimais de origem monoclonal derivados de uma
unica célula miometrial progenitora geneticamente anormal (Townsend et al., 1970). Essas neoplasias
representam uma categoria tumoral 6tima para estudos genéticos, pois sdo tumores homogéneos, com
pouca ou nenhuma infiltracdo de células normais, e relativamente comuns, permitindo sua analise em
larga escala. Apesar destes fatores, o entendimento sobre a patogénese desses tumores ainda ¢ limitado.
O conhecimento das vias moleculares envolvidas na conversdo de células miometriais uterinas normais
para células de leiomioma ¢ importante pois possibilitard o desenvolvimento de abordagens
terapéuticas mais efetivas e também a prevengdo da doenga.

As alteracdes genéticas em leiomiomas uterinos foram detectadas por alguns relatos utilizando a
técnica de Hibridagdo Génomica Comparativa (CGH). Esta metodologia possibilita a analise de todo o
genoma em apenas um experimento, verificando ganhos, amplificacdes, perdas e delegdes
cromossdmicas. Trés relatos em literatura mostraram resultados da CGH em um total de 31 leiomiomas
uterinos estudados (Pakenham et al., 1997; Sarlomo-Rikala et al., 1998; Levy et al., 2000). Dez casos
mostraram alteragdes genéticas, incluindo ganhos dos cromossomos 9, 14 e 19 e perdas nos
cromossomos 1, 4, 7 e 12 (Packenham et al., 1997; Levy et al., 2000). Rogatto et al. (2003) analisaram
38 leiomiomas de 31 pacientes, e verificaram que as regides cromossOmicas mais freqiientemente
envolvidas em ganhos foram 8q21.1, 16pl2-q12 e 20pl2-pter, enquanto as seqiiéncias mais
freqiientemente observadas em perdas afetaram 2p24-pter, 3q26-29, 7p21-15, 9p23-pter, 11p15.5-pter e
15q25-26.

As perdas de regides do braco longo do cromossomo 7 constituem um dos rearranjos clonais mais

comuns em leiomiomas uterinos (http://cgap.nci.nih.gov/Chromosomes/CytList). Os estudos de

citogenética classica revelaram que aproximadamente 35% dos leiomiomas com cari6tipos anormais
apresentam monossomia ou dele¢cdes do cromossomo 7 (226 alteragcdes do cromossomo 7 descritas em
653 leiomiomas cariotipicamente anormais (Mitelman Database of Chromosome Aberrations in
Cancer, 2006). A delecdo do brago longo do cromossomo 7 é o rearranjo mais freqiientemente

observado. Alteragdes em 7p sdo raramente descritas nestes tumores. Em um estudo da equipe, Rogatto



et al. (2003) relataram perdas gendmicas em 7p21-pl5 em quatro casos. Baseado nestes achados,
Canevari et al (2005) avaliaram, entre outros, a perda dos marcadores D7S517, D7S513, D7S507 e
D7S493 (mapeados em 7p22-15) em 64 amostras de leiomiomas uterinos e detectaram perdas alélicas
em aproximadamente 11% dos casos. Alguns tumores apresentaram perda em mais de um marcador
avaliado. Estes achados forneceram indicios para a identificagdo de genes supressores tumorais nessa
regido associados a um subgrupo de leiomiomas uterinos.

Apesar dos progressos, ainda nao foi identificado o gene deletado no cromossomo 7 responsavel
pelo desenvolvimento dos leiomiomas uterinos. As evidéncias acumuladas pelo mapeamento do
cromossomo 7, pelos estudos de perda de heterozigose (Ishwad et al., 1995; Mao et al., 1999) e andlise
de microarray (Wang et al., 2003; Quade et al., 2004) ndo foram suficientes para a determinacdo do
gene candidato.

Apdés a montagem completa da seqiiéncia do cromossomo 7, foram encontrados
aproximadamente 81 genes mapeados em 7q22 e 100 genes mapeados em 7p22-p14. Atualmente, 20
genes mapeados ao longo do cromossomo 7 foram esporadicamente relatados com expressao diminuida
em leiomiomas uterinos em compara¢ao ao miométrio normal e considerados como candidatos para o
desenvolvimento destes tumores, como os genes DLX5, DLX6 (envolvidos no desenvolvimento
embrionario), e o gene PMS2LS (relacionado a reparo a erros no DNA). Ha ainda os genes PAIl
(plasminogen activator inhibitor type 1) e um fator de ligacao ligante-dependente para receptores do
horménio da tire6ide (TRIP6) (Ligon e Morton, 2000).

Um gene candidato envolvido no desenvolvimento dos leiomiomas uterinos ¢ o gene AHR. Este
gene esta localizado em 7p21.1 e codifica o receptor da dioxina, que forma dimeros com outro receptor
(ARNT). O complexo resultante AHR-ARNT se liga a seqiiéncias de DNA (reagentes a dioxina) em
regides regulatorias 5’ de genes responsivos para modular as taxas de transcri¢do de varios genes,
incluindo aqueles que codificam enzimas metabolizadoras de drogas como CYPIAI, fatores
reguladores do crescimento como o receptor EGF, o receptor de estrogeno, a interleucina-1B3, e os
fatores transformantes do crescimento TGF-a e TGF-B (Schmitd e Bradfield, 1996; Gasiewicz, 1997).
Safe e Krishnan (1995) mostraram evidéncias indiretas de que o utero ¢ um dos alvos da dioxina, que
também inibe respostas induzidas pelo estrogeno incluindo ligagdes com os receptores de estrogeno e
progesterona em utero de ratas. Ohtake et al. (2003) demonstraram que o heterodimero AHR/ARNT
estd associado diretamente com os receptores de estrégeno alfa e beta.

Por estar associado com o receptor de estrogeno, e sendo o estrogeno um dos promotores do
crescimento dos leiomiomas, € como o utero ¢ um provavel alvo da dioxina, o AHR constitui um

excelente alvo para pesquisa em leiomiomas uterinos.

MATERIAL E METODOS

CASUISTICA



A andlise por qRT-PCR para o gene AHR foi realizada em 43 LU e cinco miométrios normais,
obtidas em colaboragdo com o Depto de Ginecologia, FMB-UNESP-Botucatu, ap6s obtencdo do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. A idade das pacientes variou entre 26 € 52 anos. As
amostras de miométrio normal sdo utilizadas para a normalizacao da reagdo de qRT-PCR em tempo
real para a analise de expressdo do gene AHR. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em

Pesquisa e pelo CONEP (CONEP 25000.145314/2003-12).
EXTRACAO DE RNA, SINTESE DE cDNA e gqRT-PCR EM TEMPO REAL

Para a extracdo do RNA total foi utilizado o reagente Trizol (Gibco), conforme as recomendagdes
do fabricante. O RNA total foi ressuspendido em 30 pl de tampao de eluicdo, checado em gel de
agarose 2% e mantido a -70° C até o seu uso para a sintese de cDNA pelo sistema de pré-amplificacao
SUPERSCRIPT' ™ II (Life Technologies Inc., Gaithersburg, MD, USA) para promover a transcrigio
reversa.

As etapas da PCR quantitativa em tempo real foram realizadas no termociclador automatico (4B/
Prism 7000 Sequence Detection System — Applied Biosystems) e processadas pelo sistema de deteccao
ap6s um numero variavel de ciclos em fase exponencial. Os iniciadores para a PCR foram desenhados
usando-se o programa Primer Express (Applied Biosystems). Foi utilizado o corante fluorescente SYBR
Green 1 (Perkin Elmer), que apresenta alta especificidade de ligacdo a dupla fita de DNA. Durante a
polimerizacdo, um grande niimero de moléculas do corante se liga ao DNA de dupla fita recém
sintetizado e o aumento na intensidade de fluorescéncia ¢ monitorado em tempo real. Quanto maior a
quantidade de cDNA molde presente no inicio da reagdo, menor ¢ o nimero de ciclos para a detec¢ao
de uma intensidade de fluorescéncia significante. Este ponto ¢ definido como limiar ou C; e ocorre

durante a fase exponencial de amplificacdo. Assim, cada amostra apresenta um valor de C; especifico.
CONSTRUCAO DA CURVA PADRAO

Para a construcdo das curvas-padrdo foram realizadas diluicdes em série de quantidades
conhecidas de cDNA de placenta. Foram utilizadas como normalizador as cinco amostras de miométrio
normal. Os valores obtidos para todas as amostras foram normalizados pela razdo obtida entre o gene
informativo (AHR) e o gene referéncia (calibrador), GAPDH. Este gene ¢ comumente adotado em

estudos de quantificagdo de DNA e RNAm em diferentes tipos tumorais.
RESULTADOS

O padrao de expressao do gene AHR foi avaliado por RT-PCR quantitativa em tempo real em um
total de 43 leiomiomas uterinos ¢ 5 amostras de miométrio normal. Este gene se expressa em diferentes
tecidos, como: pulmonar, muscular, cerebral, mamario, prostatico, placentario pancreatico, estomacal,

testicular, de timo e em tecido uterino (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/UniGene/). O valor de 2*(-AACt)

foi utilizado para calcular a média e o desvio padrdo entre as amostras controles (miométrio normal).



Com esses valores foi obtido o intervalo de confianga [0,63-1,56] para considerar perda ou aumento de
expressdo. Todos os casos foram analisados em duplicatas. Foi observada a perda de expressdo do gene
AHR nas 43 amostras de LU.

DISCUSSAO

As delegdes do cromossomo 7 sdo particularmente interessantes porque sdo observadas tanto

em tumores benignos quanto em malignos (http://cgap.nci.nih.gov/Chromosomes/CytList). As perdas

de regides do braco longo do cromossomo 7 constituem um dos rearranjos clonais mais comuns em
leiomiomas uterinos. Relatos em citogenética cldssica revelam que aproximadamente 35% dos
leiomiomas com caridtipos anormais apresentam monossomia ou delecdes do brago longo do
cromossomo 7. Entretanto, ndo foram relatadas perdas em 7p (Mitelman Database of Chromosome
Aberrations in Cancer, 2006).

Neste estudo, investigamos a diminui¢do dos niveis de expressdo do gene AHR em leiomiomas
uterinos. A sele¢do deste gene foi baseada em resultados prévios do grupo onde a analise da CGH que
revelou uma regido de perda de segmentos gendmicos em 7p21-pl5 em 4/38 leiomiomas (11%)
(Rogatto et al., 2003) e a avaliagdo de LOH (Canevari et al.,2005) em 64 leiomiomas confirmando a
perda de alelos para o marcador D7S517 (localizado em 7p21.1-p22.2 -11% dos casos informativos) e
para o marcador D7S493 (mapeado em 7p15.3 - 12% dos casos).

O gene AHR humano estd localizado em 7p21.1 ¢ composto por 12 exons incluindo um nao
codificador (exon 12). O receptor codificado por este gene ¢ um fator de transcricdo que induz vérias
enzimas metabolizadoras em resposta a diversos ligantes ex6genos e enddgenos. Relatos em literatura
revelam uma diferenca inter-individual na capacidade de indugdo na proteina CYPIA1l pelos
hidrocarbonetos aromaticos ligantes de AHR. Estas diferenga poderia estar associada aos varios
polimorfismos de base tnica relatados no AHR (Fukushima-Uesaka et al., 2004).

Codificando o receptor da dioxina, o gene AHR forma dimeros com outro receptor (ARNT). Estes
receptores sdo membros da mesma familia de fatores de transcri¢do, que mediam os efeitos toxicos da
dioxina. Ohtake et al. (2003) demonstraram que o heterodimero AHR/ARNT estd associado
diretamente com o receptor de estrogeno alfa e beta.

Principalmente pela sua fun¢do, o gene AHR foi selecionado para validagdo por analise de
expressdao quantitativa. Nossos resultados revelaram niveis diminuidos na expressdo desse gene em
todos os casos analisados. Estes dados sugerem que o gene AHR ¢ um forte candidato para a regulagao
do desenvolvimento de leiomiomas uterinos. Um tUnico relato em literatura mostrou reducdo na
expressdo dos genes AHR e ARNT em leiomiomas uterinos (6 casos) comparados com miométrio
normal (15 amostras) por ensaio de protecdo de ribonuclease (analise semi-quantitativa) (Khorram et

al., 2002).



O AHR ativa a transcrigdo através de mecanismos dependentes e independentes de ligacdo ao
DNA. O AHR e o ARNT (aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator) formam um fator de
transcricdo tipo heterodimero que se liga a uma variedade de carcindgenos quimicos, incluindo
hidrocarbonetos aromaticos halogenados e policiclicos. Antes dessa ligagdo, o AHR encontra-se no
citoplasma em um complexo com a proteina heat shock 90, a cochaperone p23 e a imunofilina
homologa XAP2. Apos a ligagdo ao ligante, a AHR move-se para o nucleo, dissocia-se do complexo
cochaperone e forma um heterodimero com a proteina ARNT, o AHRC que ¢ o complexo funcional
(fator de transcricdo). Como um complexo ativado, o AHRC ¢ capaz de recrutar varias classes de co-
ativadores como o SRC-1 (steroid receptor co-activator 1). Além disso, ele se liga ao elemento de
resposta a xenobidticos (XRE) na regido promotora e regido de enhancer de genes alvos regulando sua
transcricdo. Embora estruturalmente nao relacionada, a atividade do AHR divide vérias caracteristicas
com membros da superfamilia de receptores nucleares. Estes fatores de transcricdo recrutam cofatores
protéicos que atuam na regulacdo da transcri¢do. Estas proteinas sdo incorporadas em complexos
multiméricos que interagem e modulam a atividade da maquinaria do core transcricional, assim como
modifica a estrutura da cromatina e a acetilacdo de promotores de histonas (Carlson and Perdew, 2002).
O efeito destas atividades entre outras, ¢ relaxar a cromatina, reposicionar os nucleossomos e facilitar o
recrutamento da RNA polimerase II (Hestermann e Brown, 2003).

O AHR e seus agonistas t€m sido envolvidos na iniciagdo e progressdo de canceres em multiplos
orgaos (Poland e Knutson, 1982). Assim como o AHR/ARNT, o receptor de estrégeno (ER) ¢ um fator
de transcri¢do dependente de ligante. O ER liga-se aos elementos de resposta ao estrogeno (EREs) e
ativa a transcricdo de maneira estrogeno dependente.

Ohtake et al. (2003) demonstraram que o heterodimero AHR/ARNT est4 diretamente associado
com os receptores de estrogeno ER-a ¢ ER-B. Esta associacdo resulta no recrutamento de ER ndo
ligados e do co-ativador p300 nos promotores de genes estrogeno responsivos, promovendo a ativagao
transcricional e os efeitos estrogénicos. A fun¢do do ER ligado ¢ atenuada. Os autores demonstraram
uma acao agonista do AHR ao estrogeno quando utilizaram camundongas ovariectomizadas AHR -/-
ou ER-a -/-. Assim, a acdo agonista do AHR pode ser exercida por uma interacdo direta entre o
AHR/ARNT e ER nao ligados e pela formagao de unidades funcionais que se ligam ao ERE e ativam a
transcricdo de genes com expressao no utero e acao na proliferagcdo celular.

O significado e o mecanismo da expressdo diminuida do 4HR em leiomiomas uterinos ndo sao
conhecidos. Contudo, baseado nos efeitos antagonistas da dioxina e estrogeno pode-se sugerir que altos
niveis de estrégeno produzidos localmente pelos LU (Sumitani et al, 2000) podem regular
negativamente a expressao do AHR e seus ligantes. Ha evidéncias que o AHR ¢ um alvo terapéutico
potencial desde que ratas Sprague-Dawley alimentadas em longo periodo com TCDD (2,3,7,8-

tetraclorodibenzo-p-dioxina) apresentaram inibi¢do do crescimento de varios canceres, incluindo



tumores mamarios e uterinos dependentes de 17-B-estradiol (Kociba et al., 1978). Estudos subseqiientes
demonstraram um cross-talk inibidor AHR-ER no ttero de roedores bem como em tumores mamarios €

em linhagens celulares de cancer de mama e de endométrio (para revisao, Morrow et al., 2004).
CONCLUSAO

Nesta analise, foi observada diminui¢do de expressdao génica em todas as amostras analisadas,
confirmando a dele¢do na regido 7p21 anteriormente verificada. Os resultados obtidos indicam que ha
uma forte associa¢do entre a diminui¢do de expressdo do gene AHR e leiomiomas uterinos, indicando

que o AHR ¢ um alvo terapéutico potencial no tratamento desses tumores.
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