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REsSuMO

Gibran L. A expresséao de receptores de LDL em membrana celular de focos de
endometriose profunda para viabilizacdo do uso de nanoemulsédo lipidica
carreadora de droga antiproliferativa [Tese]. S&o Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2016.

Objetivo: O objetivo desse estudo foi avaliar a expressdo génica e a
determinacao proteica de receptores de LDL (LDL-R e LRP-1) na lesdo de
endometriose profunda e comparar com o endométrio de mulheres com e sem
endometriose, assim como determinar o perfil lipidico de pacientes com e sem
endometriose profunda. Pacientes e métodos: Realizamos estudo transversal,
caso-controle, exploratério com 39 pacientes, sendo 20 pacientes com
diagnostico histolégico de endometriose profunda com comprometimento
intestinal e 19 pacientes sem endometriose submetidas a laqueadura tubaria
laparoscépica. Foram coletadas amostras de sangue periférico no dia do
procedimento cirargico para andlise do perfil lipidico por meio da determinacao
de Colesterol total, HDL, LDL, VLDL, Triglicérides, APO A | e APO B 100.
Foram também coletadas amostras de tecido endometrial com cureta de
Pipelle e lesdo de endometriose como parte do tratamento cirargico
laparoscopico. Todas as amostras foram enviadas para analise histologica e
submetidas a pesquisa de expressao génica por PCR Real Time e a
determinacao proteica por imunoistoquimica dos receptores de LDL (LDL-R e
LRP-1). A fase do ciclo menstrual foi determinada no momento do
procedimento cirdrgico. Resultados: As pacientes com endometriose profunda
apresentaram niveis séricos de LDL-c significativamente inferiores as pacientes
sem a doenga (119 %= 23 vs 156 + 35; p=0,001). O mesmo nao foi observado
com o colesterol total (187 + 27 vs 194 + 37; p=0,562), HDL-c (42 £ 9 vs 43 +
14; p=0,792), Triglicérides (130 + 40 vs 119 + 55; p=0,486), APO A | (128,1 +
33,3 vs 136,5 + 19,9; p=0,373) e APO B 100 (76 + 20,9 vs 91,7 + 30,8;
p=0,085). A analise de expressao génica por PCR Real Time dos receptores de
LDL revelou que o LDL-R foi significativamente mais expresso na lesdo de
endometriose comparado ao endométrio da mesma paciente, mas nao ao
endométrio de mulheres sem endometriose (0,012 + 0,009 vs 0,019 * 0,01 vs
0,027 £ 0,022; p<0,001) e o LRP-1 foi significativamente mais expresso na
lesdo de endometriose tanto quando comparado ao endométrio da mesma
paciente, quanto quando comparado ao endométrio das pacientes sem a
doenca (0,089 + 0,076 vs 0,126 + 0,072 vs 0,307 + 0,207; p<0,001). A andlise
de determinacdo proteica por imunoistoquimica dos mesmos receptores
revelou que o endométrio de mulheres sem a doenca apresentou score de
intensidade de marcacao de LDL-R significativamente maior que o endométrio
e a lesdo de mulheres com endometriose (15 = 78,9 vs 9 £ 45 vs 2 + 10;
p=0,026), porém a marcacéo para o receptor LRP-1 ndo apresentou diferenca
estatisticamente significativa (9 £+ 47,4 vs 6 £ 30 vs 0 £ 0; p=0,073). O estudo
também demonstrou que houve expressao significativamente maior de RNAm



do receptor LDL-R (p=0,001) na fase secretora do ciclo menstrual e 0 mesmo
pode ser observado com relacdo a expressdo de RNAm do receptor LRP-1,
que foi superexpresso (p=0,008) no endométrio de mulheres sem a doenca.
Conclusbes: De acordo com os resultados de nossa pesquisa, concluimos
que ha reducédo dos niveis séricos de LDL em pacientes com endometriose
profunda. Além disso, observamos maior expressao génica de receptores de
LDL em membrana celular de focos de endometriose profunda, comparado ao
endométrio, tanto de mulheres sem endometriose quanto de mulheres com
endometriose, achado néo similar ao observado com a determinacéo proteica.
Houve maior expressao de receptores de LDL em endométrio na fase secretora
do ciclo. Este estudo abre oportunidade para viabilizacdo de nanoemulsdes
lipidicas para acoplamento e direcionamento de drogas antiproliferativas no
tratamento da endometriose profunda.

Descritores: Endometriose; Receptores de LDL; Proteina-1 Relacionada a
Receptor de Lipoproteina de Baixa Densidade; LDL-colesterol; Emulsdes;
Nanoparticulas.



ABSTRACT

Gibran L. LDL receptor expression in the cell membrane of foci of deep
endometriosis suggests the feasibility of using lipid nanoemulsions as anti-
proliferative drug carriers [Thesis]. Sao Paulo: "Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo"; 2016.

Objective: The objective of this study was to evaluate the gene expression and
protein determination of LDL receptor (LDL-R and LRP-1) in deep
endometriosis lesions and compare with the endometrium of women with and
without endometriosis, as well as to profile lipid patients with and without deep
endometriosis. Methods: We conducted an transversal, exploratory, case-
control study with 39 patients: 20 patients with a histological diagnosis of deep
endometriosis with intestinal involvement and 19 women without endometriosis
who underwent laparoscopic tubal ligation. Peripheral blood samples were
collected on the day of surgery for analysis of lipid profile by determining total
cholesterol, HDL, LDL, VLDL, triglycerides, APO Al and APO B 100. Specimens
of endometrial tissue were collected using a Pipelle curette and endometriosis
lesion specimens were obtains during therapeutic laparoscopic surgery. All
samples were sent for histological evaluation and gene expression analysis by
Real Time PCR and protein determination by immunohistochemistry of the LDL
receptor (LDL-R and LRP-1). The phase of the menstrual cycle was determined
at the time of surgery. Results: Patients with severe endometriosis had serum
LDL-C levels significantly lower than the patients without the disease (119 + 23
vs 156 + 35; p = 0.001). The same was not observed with total cholesterol (187
+ 27 vs 194 + 37, p = 0.562), HDL-C (42 £ 9 vs 43 + 14, p = 0.792), triglycerides
(130 + 40 vs 119 £ 55; p = 0.486), APO Al (128.1 £ 33.3 vs 136.5 £ 19.9; p =
0.373) and APO B 100 (76 + 20.9 vs 91.7 + 30.8, p = 0.085). The analysis of
gene expression by Real Time PCR of LDL receptors revealed that there was
significantly greater expression of LDL-R in endometriosis lesions as compared
to the endometrium of the same patient, but not when compared to the
endometrium of women without endometriosis (0.012 + 0.009 vs 0.019 = 0, 01
vs 0.027 = 0.022, p &lt;0.001). LRP-1 was significantly expressed in
endometriotic lesions both when compared to the endometrium of the same
patient as compared to the endometrium of patients without the disease (0.089
+ 0.076 vs 0.126 = 0.072 vs 0.307 = 0.207, p &It;0.001). Protein determination
by immunohistochemistry of the same receptors revealed that the endometrium
of women without endometriosis had a significantly higher staining intensity
score than the endometrium and the lesions of women with endometriosis (15 +
789 vs 9 + 2 vs 45 + 10, p = 0.026) but the measurement for the LRP-1
receptor showed no statistically significant difference (9 £+ 47.4vs 6 £ 30vs 0 £
0; p = 0.073). The study also demonstrated that there was significantly higher
MRNA expression of the LDL-R receptor (p = 0.001) in the secretory phase of
the menstrual cycle, and the same can be observed with respect to the mRNA
expression of LRP-1 receptor, which was overexpressed (p = 0.008) in the



endometrium of women without the disease. Conclusion: Based on the
findings of our research, we concluded that there is a reduction of serum LDL
levels in patients with deep endometriosis. Moreover, we observed higher gene
expression of LDL receptors on the cell membrane of foci of deep
endometriosis, compared to the endometrium, both in women without
endometriosis and women with endometriosis, a finding unlike that observed
with the protein determination. There was greater expression of LDL receptors
in the endometrium during the secretory phase of the cycle. These findings
suggest the feasibility of using lipid nanoemulsions for coupling and targeted
delivery of antiproliferative drugs in the treatment of deep endometriosis.

Descriptors: Endometriosis; Receptors, LDL; Low Density Lipoprotein
Receptor-Related Protein-1; Cholesterol, LDL; Emulsions; Nanoparticles.



1 INTRODUCAO




1 INTRODUCAO

1.1 Endometriose

A endometriose, definida como presenca de glandula e/ou estroma
endometrial fora da cavidade uterina, pode ser classificada em superficial ou
profunda de acordo com sua capacidade de infiltracdo nos tecidos (Benagiano
et al., 2014). Conforme descrito por Cornillie et al. em 1990, as lesbes com
profundidade acima de 5 mm situadas em fundo de saco de Douglas, reflexdo
vésico-uterina, ligamentos pélvicos, vagina e/ou intestino, representam o tipo
de doenca em que as pacientes apresentaram mais queixas de dor, enquanto
as lesbes superficiais se relacionaram com maior frequéncia aos casos de
infertilidade (Cornillie et al., 1990).

Acomete cerca de 10% das mulheres em idade reprodutiva (Eskenazi et
al., 1997; Vigano et al., 2004) e promove sintomatologia algica muitas vezes
incapacitante comprometendo significativamente a qualidade de vida das
portadoras (Bassi et al., 2009; Donnez & Squifflet, 2010). Estima-se que 5,3% a
12% das mulheres com endometriose apresentam a forma mais grave da
doenca com comprometimento profundo do intestino, o que pode ocasionar,
quando indicado tratamento cirargico, riscos determinados de complicacdes
intra e pOs-operatorias, contribuir para eventual persisténcia dos focos, além
das possibilidades de recorréncia das lesbes (Coronado et al., 1990; Jerby et
al., 1999; Minelli et al., 2009; Koninckx et al., 2012).

O tratamento medicamentoso disponivel, atualmente, visa atrofia dos
focos de endometriose, seja por interrupcédo da atividade ovariana ao induzir
status de hipoestrogenismo, seja por pseudodecidualizacdo do endométrio e da
lesdo de endometriose, deste modo, podendo amenizar significativamente os
sintomas (Practice Committee of the American Society for Reproductive
Medicine, 2014). Por ser doenca crbnica e requerer tratamento de longa
duracdo, algumas opc¢des da terapéutica clinica atual enfrentam limitagdes pelo

alto potencial de efeitos colaterais, como sintomas climatéricos e diminuigdo da



densidade mineral Ossea, além de ndo proporcionar o desaparecimento
definitivo dos focos (Fernandez et al., 2004; Mettler et al., 2014).

Embora seja considerada doenca benigna, a endometriose possuli
caracteristicas tipicas de doenca neoplasica, como a capacidade de invasdo no
estroma adjacente e associacdo com lesGes a distancia (Abrdo et al., 2006).
Como o cancer, a endometriose pode aderir em outros tecidos, invadi-los e
deforma-los (Thomas e Campbell, 2000; Van Gorp et al., 2004). Além disso, 0s
conceitos etiopatogénicos incluem fatores de crescimento e citocinas
associados com a regulacdo de multiplicacdo celular e angiogénese, com
funcdo semelhante na carcinogénese (Podgaec et al., 2007; Pupo-Nogueira et
al., 2007). Podgaec et al. demonstraram que, na endometriose, doenca de
caracteristicas inflamatorias, ocorre relativo aumento de citocinas
representativas de padrédo de resposta imune humoral (Podgaec et al., 2007;
Podgaec et al.,, 2012). Pupo-Nogueira et al. observaram que o fator de
crescimento endotelial vascular evolui com variacbes ciclicas no fluido
peritoneal (Pupo-Nogueira et al., 2007). Além disso, a distribuicdo e a
densidade vascular estdo significativamente mais altos em pacientes com
endometriose profunda (Kuroda et al., 2010).

Estas alteracdes imunolbégicas produzem um microambiente semelhante
ao encontrado em tumores ovarianos. Células epiteliais do ovario com
potencial maligno, diante dessas alteracbes moleculares e bioquimicas,
aumentam a capacidade de proliferagcdo celular, reduzem mecanismos
apoptoéticos e, consequentemente, a imunovigilancia. Como resultado, as
células malignas, que normalmente deveriam ser eliminadas pela resposta
imunoldgica, sdo capazes de sobreviver, proliferar e desenvolver tumores
invasivos (Vlahos et al., 2010b).

A principal questéo fisiopatoldégica da endometriose parece implicar em
perda de controle sobre a proliferacéo celular, uma caracteristica semelhante a
encontrada no desenvolvimento de lesbes malignas (Van Gorp et al., 2004).
Em 2013, Abdalla-Ribeiro et al. demonstraram que o fator antiapoptético Bcl2
esta superexpresso em lesbes de endometriose profunda de retossigmoide e
ligamentos uterossacros quando comparados ao endométrio tépico da mesma

7

paciente, enquanto o fator pré-apoptético Bax é nulo no reto e endométrio



topico, e apresenta baixissima expressdo nos ligamentos uterossacros
(Abdalla-Ribeiro et al., 2013).

Ha indicios de que o carcinoma endometrioide e de células claras do
ovario estejam associados a endometriose. Os riscos parecem ser mais
elevados em doenca de longa data, influenciados pela alta concentracdo de
ferro livre, que induz a stress oxidativo persistente (Koshiyama et al., 2014). No
entanto, € importante reconhecer que estes tumores sédo raros. Kobayashi et
al., em estudo de coorte de 6.398 mulheres com endometrioma ovariano, em
seguimento de 17 anos, demonstraram incidéncia de 0,7% (46 mulheres) com
cancer de ovario (Kobayashi et al., 2007).

Considerando a preocupacdo com a perda de controle de fatores
associados ao crescimento celular (Van Gorp et al., 2004), especula-se que a
exposicao excessiva a estrogénios poderia estar relacionada a este fenémeno,
colocando, deste modo, mulheres inférteis em risco aumentado para
neoplasias ginecoldgicas, e que ovulacdes incessantes desempenhem um
papel significativo no desenvolvimento do céncer do ovario (Vlahos et al.,
2010a/b). De acordo com esta hip6tese, cada ovulagdo cria uma ferida na
superficie epitelial ovariana, que sdo submetidas a processo de reparacéo pelo
aumento da proliferacdo celular, 0 que poderia aumentar a probabilidade de
danos ao DNA e promover mutac¢des cancerigenas (Kobayashi et al., 2007).

O estrogénio enddgeno representa importante fonte de estimulo ao
desenvolvimento da endometriose. Além da producdo deste horménio pelos
ovarios, tanto pela circulacdo quanto pela ruptura folicular durante a ovulacéo,
que promove liberacdo de estradiol sobre os focos de endometriose, ha a
conversdo de androstenediona em estrona e estradiol, catalisados pela
aromatase, no tecido adiposo e pele, atingindo os focos de endometriose por
meio da corrente sanguinea. Outra fonte é o colesterol sérico, que pode ser
convertido em estradiol na prépria lesdo de endometriose, pois expressa um
conjunto completo de genes esteroidogénicos, incluindo o gene da aromatase,
induzindo a conversao hormonal (Bulun et al., 2005).

Ha mais de cem anos, John Holden Webb investigou, pela primeira vez, a
associacdo entre o metabolismo lipidico e progressdo de tumores, e sugeriu

que o cancer ocorria devido a cristalizacdo do colesterol nas células (Webb et



al., 1901). Desde aquela época, o envolvimento do metabolismo lipidico na
tumorigénese foi exaustivamente investigado. O colesterol, como composicéo
de membranas celulares, foi estabelecido como exigéncia metabdlica essencial
para o processo de divisdo celular (Martinez-Botas et al., 1999; Martinez-Botas
et al., 2001) e foi demonstrado que células em proliferacdo apresentam
aumento da absorcédo de colesterol (Guo et al.,, 2011; Sundelin et al., 2012).
Além disso, as células cancerosas se adaptam para manter niveis elevados de
colesterol intracelular por meio de diferentes mecanismos que incluem a
producdo endogena acelerada de colesterol e acidos graxos (Pitroda et al.,
2009), alteragbes do efluxo de colesterol intracelular como demonstrado por
Lee et al. no cancer de proéstata (Lee et al., 2013), e pelo aumento da absorgéo
de particulas de lipoproteinas de baixa densidade (LDL) por superexpressao de
receptores de membrana (Rudling et al., 1990).

Considerando a relagcdo do colesterol com mecanismos celulares
fundamentais na tumorigénese e, também, o seu papel como precursor de
horménios esteroides, admitimos a hipotese de seu envolvimento na
etiopatogenia da endometriose profunda, principalmente no que diz respeito a
participacdo na inducdo de proliferagdo de lesbes, devido a endometriose
profunda apresentar caracteristicas fenotipicas semelhantes a neoplasia e por
sua dependéncia ao estrogénio.

Para compreensao dos mecanismos de envolvimento do metabolismo do
colesterol e sua associacdo com a endometriose profunda, é de fundamental
importancia o entendimento das lipoproteinas, apolipoproteinas e o papel dos

receptores de lipoproteinas.

1.2 Lipoproteinas e apolipoproteinas

As lipoproteinas funcionam como veiculos para transportar lipidios no
sangue na forma de complexos de lipidios soluveis e proteinas. Os lipidios
incluem triglicérides, ésteres de colesterol, colesterol livre e fosfolipidios (Henry

et al., 2011). As diferentes classes de lipoproteinas executam func¢des distintas



no transporte de lipidios e as apolipoproteinas especificas na superficie
determinam o destino das lipoproteinas.
De acordo com suas caracteristicas fisicas e composicdo quimica, sao

classificadas em quatro grandes grupos:

e Quilomicrons, sdo as maiores particulas lipoproteicas e as menos
densas;

e VLDL séao lipoproteinas de muito baixa densidade, com maior
proporcao de proteina;

e LDL sao lipoproteinas de baixa densidade, ricas em ésteres de
colesterol;

o HDL séo lipoproteinas de alta densidade, que sdo as menores e as
mais densas (Henry et al., 2011).

Os niveis de colesterol no sangue sao controlados, principalmente, pelo
receptor da lipoproteina de baixa densidade (LDL), presente na superficie de
todas as células do corpo, que faz a mediacdo da captacédo das lipoproteinas
ricas em colesterol do sangue. Proteinas especificas na superficie de certas
lipoproteinas (apolipoproteina B100 e apolipoproteina E) interagem com o
receptor de LDL e facilitam a internalizacéo da lipoproteina nas células (Vitols
et al., 1990).

Apolipoproteinas sdo proteinas que se ligam a lipidios para formar
lipoproteinas e facilitar o seu transporte no sistema linfatico e circulatorio.
Atuam como ligantes, interagindo com receptores e, portanto, tem a
capacidade de regular o metabolismo de lipoproteinas por determinacdo de
absorcao pelos tecidos (Brown et al., 1994).

As apolipoproteinas especificas na superficie das lipoproteinas
determinam o seu destino (Johnson et al., 1997; Franklin et al.,, 2014). Para
entender o metabolismo da lipoproteina e a correlagdo com doencas
associadas as anormalidades lipidicas, é necessario considerar as funcdes
individuais das apolipoproteinas na regulacdo do metabolismo lipidico.

Neste estudo, optamos por avaliar os niveis séricos de duas importantes

apolipoproteinas: Apo Al, responsavel pela ligacdo com o0s receptores de



lipoproteinas de alta densidade e Apo B100, responsavel pela ligacdo com os
receptores de lipoproteinas de baixa densidade (Breslow et al., 1994; Mahley et
al., 1995) .

Algumas das propriedades das apolipoproteinas estdo resumidas na
Tabela 1 (adaptacdo de Mahley et al., 1984).

Tabela 1 - Caracterizacdo das Apolipoproteinas Humanas (adaptacdo de
Mahley et al., 1984).

Principais locais

Apolipoproteina Funcdes Principais

de sintese
Al Figado, Intestino Proteina estrutural da HDL. Ligag&o para o receptor
de HDL.
All Figado Inibe a ligagcdo da apo-E com os receptores
. Pode facilitar o efluxo de colesterol das células.
AlV Intestino . ~ ; S
Possivel fung@o no metabolismo dos triglicérides.
B 100 Figado Proteina estrutural de VLDL e LDL. Ligacao para
receptor de LDL.
B 48 Intestino Proteina estrutural dos quilomicrons.
Ativador de LCAT, que esterifica o colesterol livre nas
Cl Figado particulas do HDL. Modula a ligagéo de subprodutos
aos receptores.
cli Figado Cofator da LPL
cl Figado Modula a ligacdo de subprodutos aos receptores.
Figado, cérebro, Ligacao de LDL a receptores restantes.
E pele, gbnadas, Redistribuicdo local de lipidio. Transporte de
baco colesterol reverso (HDL com Apo E)
Apo (a) Figado Modulador de fibrinélise
D Figado, Intestino Ativador de LCAT

LCAT: lecitina colesterol acetiltransferase; LPL.: lipase lipoproteica

1.3 Receptores de LDL

O receptor de LDL (LDL-R) foi, inicialmente, identificado em 1973 e seu
gene foi caracterizado em 1985 no Laboratério de Goldstein e Brown. Duas
proteinas na superficie da lipoproteina, apo-B 100 e apo-E, se ligam ao

receptor de LDL, e, por isso, pode também ser chamado de receptor apo-B100



e apo-E (Goldstein et al., 1995). O LDL-R é uma glicoproteina sintetizada no
reticulo endoplasmatico e esta expresso na superficie da maioria das células,
especialmente no figado. As células podem adquirir colesterol do plasma pela
captacdo dessas lipoproteinas por meio de receptores de LDL (Brown e
Goldstein, 1986).

Depois que a lipoproteina se une ao LDL-R, o complexo permanece em
uma area especializada da membrana da célula chamada fossa revestida. O
“revestimento” € composto por um complexo de proteinas chamado clatrina,
que agrupa os receptores em uma regido da membrana da célula que pode
invaginar e formar uma vesicula intracelular para conter a lipoproteina. A
medida que essas vesiculas internalizadas, ou endossomos, se movem para o
citoplasma, o ambiente interno vai progressivamente se tornando mais acido,
causando dissociacao entre o receptor e a lipoproteina. As lipoproteinas séo
degradadas nos lisossomos e 0s receptores néo utilizados se reciclam para a
superficie da célula (Herz et al., 1988).

O numero de receptores de LDL na superficie da célula é fortemente
regulado. Se o conteudo de colesterol de uma célula estiver elevado, ha uma
diminuicdo do numero de receptores sintetizados. Por outro lado, se uma célula
exigir colesterol, a expressdo dos receptores de LDL sobe e o numero de
receptores na superficie da célula aumenta. Este sistema mantém a
concentracdo intracelular de colesterol relativamente constante e impede
acumulo excessivo e, possivelmente, téxico (Goldstein et al., 1995; Johnson et
al., 1997).

O receptor LRP (receptor de LDL relacionado a proteina) € um dos
membros da familia de receptores de LDL. E denominado LRP-1 devido &
homologia estrutural da sequéncia de dominios rica em cisteina com a
molécula do receptor de LDL (Moestrup et al., 1992). E expresso,
principalmente, no figado, mas também esta presente em outros tecidos
humanos, como células musculares lisas, fibroblastos, neurbénios e astrocitos,
epitélio do trato gastrointestinal, células gonadais, placentarias e medula 6ssea
(Strickland et al., 1995).
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O LRP-1 é um receptor endocitico de amplo espectro e tem a funcéo de
intermediar o catabolismo de mdltiplos ligantes como lipoproteinas e
proteinases, além de toxinas bacterianas e alguns tipos de virus (Strickland et
al., 1995).

Ho e colaboradores associaram a leucemia com a hipocolesterolemia
correlacionando com aumento da atividade de receptores para LDL, de trés a
cem vezes maior, em células leucémicas do que em leucdcitos normais (Ho et
al., 1978). Este foi o principal impulso para o estudo da LDL como complexo
capaz de transportar drogas antineoplasicas participando da revolug¢do do uso
da nanotecnologia em diversos setores da Medicina. Esse estado de
hipocolesterolemia sérica também foi demonstrado em outras neoplasias
(Maranhéo et al. 2002; Kok et al., 2011; Simko et al., 2014).

1.4 Nanotecnologia em Medicina e o desenvolvimento das
nanoemulsdes lipidicas

Particulas de dimensdes variaveis, entre 1 e 100 nm, vém sendo
projetadas e progressivamente mais utilizadas para distribuicdo direcionada de
drogas ou agentes de imagem diretamente no tecido-alvo na quantidade
desejada (Medina et al., 2007). Assim, este recurso tem sido empregado em
diversas condicbes como céancer, diabetes, infec¢cbes fungicas e virais, e
terapia genética (Surendiran et al., 2009). Além disso, limitam os efeitos
colaterais e previnem o desenvolvimento de resisténcia farmacolégica (Minko
et al., 2008).

A proposta original do uso da nanotecnologia aplicada a Medicina visa
incorporar moléculas estranhas a LDL original. Esse processo envolve a
substituicdo dos lipides internos do nucleo da LDL por outros compostos
hidrofébicos (Saad et al. 2008).

A LDL é uma grande particula esférica (massa molecular 3 x 10° kDa e 22
nm de diametro), que contém em seu nucleo cerca de 1.500 moléculas de

ésteres de colesterol envoltas por uma proteina, a apolipoproteina B (apo-
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B100), responsavel pelo reconhecimento da estrutura pelo receptor de

membrana especifico (Vallabhajosula et al., 1990).

) Y S . 4 ¥ Y
2 N ‘ [ v R ,
I~ N q ,([\‘, N Esteres de

\~L’ '(-'i‘) ‘_v'\/.\ sl colesterol

Apolipoproteina B SO

LDL

Figura 1 - Representacdo esquematica da LDL (Low-Density Lipoprotein)
(Extraido de www.healthprotocols.com).

O uso da LDL natural obtida do plasma, no entanto, mostrou-se muito
dispendioso. O processo de isolamento a partir do sangue é trabalhoso e a
obtencdo de grandes quantidades, dificil. Isso fez com que fossem
desenvolvidas emulsdes lipidicas artificiais com comportamento metabdlico
similar a LDL e captacdo pelos mesmos receptores de membrana (Rudling et
al., 1990).

Um desdobramento importante nesta matéria teve lugar no Laboratério de
Metabolismo e Lipides do Instituto do Coracdo da Universidade de Séo Paulo
em artigos publicados a partir de 1992 (Maranh&o et al., 1992; 1993; 1994).
Usando conhecimentos basicos do metabolismo das lipoproteinas e de
tecnologia de manufatura de nanoparticulas, o Prof. Dr. Raul Cavalcante
Maranh&o e seu grupo conseguiram estruturar nanoparticulas lipidicas capazes
de concentrar-se em células neoplasicas, e, com isso, carrear quimioterapicos.
Tratou-se de descoberta pioneira, ja que foi a primeira vez que se demonstrou

o direcionamento de particulas solidas artificiais para o sitio de acdo. A
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invencao foi objeto de patentes concedidas pelo Departamento de Comércio
dos Estados Unidos da América (n° 08/388.147).

A emulséao lipidica denominada LDE assemelha-se, estruturalmente, com
a porcao lipidica da LDL original, porém néo possui apolipoproteina B100. Sao
produzidas por meio de tecnologia baseada em ultrassom, ultracentrifugagcéo
ou microfluidizacdo sob alta pressdo. Em contato com o plasma, LDE ir4
adquirir a apolipoproteina E, proteina presente na HDL, VLDL e quilomicrons,
que, como outras apolipoproteinas, sdo moveis e migram das lipoproteinas
originais para as particulas de LDE. Como a Apo E também pode ser
reconhecida pelos receptores de LDL, permite que a LDE seja interiorizada
pelas células pela mesma trajetdria da LDL, por endocitose mediada pelos
receptores de LDL (Ginsburg et al., 1982, Wilson et al., 1991, Maranh&o et al.,
1993).

Desde entdo, o Laboratério de Metabolismo e Lipides tem demonstrado a
capacidade de acoplamento de diversos quimioterapicos a LDE: carmustina
(Maranhéo et al., 2002), derivados de paclitaxel (Rodrigues et al., 2002; 2005),
etoposideo (Valduga et al., 2003), daunorrubicina (Teixeira et al., 2008) e
metotrexato (Moura et al., 2011).

Em estudos in vitro (Rodrigues et al., 2002; Valduga et al., 2003) e de
farmacocinética em animais (Rodrigues et al., 2005) e em pacientes (Maranhao
et al., 2002), foi demonstrado que as diversas preparacbes de LDE com
quimioterapicos mantiveram-se estaveis, sendo que o farmaco transportado
pelas nanoparticulas nédo foi dissociado na circulacdo, permanecendo na LDE
até a entrada nas células, condicdo indispensavel para obtencdo do efeito
“drug-targeting”.

Estudos in vivo mostraram que o processo de veiculacdo reduziu
significativamente a toxicidade dos quimioterapicos (Dorlhiac-Llacer et al.,
2001), na ordem de cinco a dez vezes (Valduga et al., 2003; Rodrigues et al.,
2002). Modelos experimentais oncolégicos tratados com LDE-quimioterapico
tiveram crescimento tumoral inibido, aumento do tempo de sobrevida e reducéo

acentuada de metastases (Lo Prete et al., 2006; Kretzer et al., 2012).
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Figura 2 - Representacdo esquematica da LDL natural mostrando a
semelhanca da nanoemulsdo lipidica LDE, exceto pela auséncia da
apolipoproteina B.

Esta linha de pesquisa permitiu um avanco em direcdo a novas
estratégias terapéuticas para artrite reumatoide (Mello et al., 2013), leucemia
mieloide aguda (Maranhao et al., 1994; Dorlhiac-Llacer et al., 2001), mieloma
multiplo (Hungria et al., 2004), cancer de ovario (Ades et al., 2001; Azevedo et
al., 2005), cancer de mama (Graziani et al., 2002), linfoma Hodgkin e nao
Hodgkin (Pinheiro et al., 2006), melanoma (Lo Prete et al., 2006; Contente et
al., 2014), aterosclerose (Maranhéo et al., 2008; Tavares et al., 2011; Bulgarelli
et al., 2013), doenca vascular do enxerto do transplante cardiaco (Lourenco-
Filho et al., 2011) e, mais recentemente, o infarto agudo do miocéardio

(Maranhéo et al., dados nao publicados).

1.5 Hipotese do estudo

Considerando trés pontos principais:

e a importancia da linha de pesquisa que determina o papel do

colesterol como substrato necessario para proliferacdo celular em

casos de neoplasias malignas pela observacdo do aumento da

expressao dos receptores de LDL em membrana de tumores
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neoplasicos (Rudling et al., 1990; Martinez-Botas et al., 1999;
Martinez-Botas et al., 2001; Pitroda et al., 2009; Guo et al., 2011,
Sundelin et al., 2012; Lee et al., 2013).

e 0S resultados encontrados em estudos que demonstram
hipocolesterolemia em pacientes oncologicos, justificado pelo
aumento do consumo de colesterol utilizado pela doenca como
combustivel indutor de multiplicacdo celular (Ho et al., 1978;
Maranhéo et al., 2002; Kok et al.; Simko et al., 2014).

e 0S conceitos etiopatogénicos na endometriose profunda que incluem
fatores de crescimento e citocinas associados com a regulacdo de
multiplicacdo celular e angiogénese, com funcdo semelhante na
carcinogénese (Abréo et al., 2006; Pupo-Nogueira et al.; Podgaec et
al., 2007; Podgaec et al., 2012; Abdalla-Ribeiro et al., 2013).

A partir desses conceitos, a hipétese desse estudo é que as lesdes de
endometriose profunda possam apresentar o mesmo comportamento e as
mesmas necessidades que outras lesées tumorais, ou seja, tenham alta avidez
pelo colesterol para composicdo de membrana celular, caracteristica de lesdes
proliferativas. Para isso, devem superexpressar os receptores de colesterol, o
que permitiria maior captacdo desse, resultando em menores concentracdes
séricas.

Assim, destacamos que os resultados esperados sao a superexpressao,
no tecido com endometriose, dos receptores de lipoproteinas LDL-R e LRP-1,
guando comparado a tecido endometrial normal.

Posteriormente, pretendemos testar a capacidade da nanoemulséo
lipidica, denominada LDE, de interiorizacdo celular e, no futuro, poder
selecionar uma droga para acoplamento nesta emulsdo que seja capaz de

suprimir o foco da doenca.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo principal

Avaliar a expressao génica e a determinacao proteica de receptores de
LDL (LDL-R e LRP-1) na lesdo de endometriose profunda.

2.2 Objetivos especificos

e Relacionar a expressdo génica e a determinacdo proteica dos
receptores de LDL (LDL-R e LRP-1) no endométrio das pacientes com

endometriose profunda com o endométrio de mulheres sem a doenga,;

e Avaliar o perfil lipidico sérico de pacientes com e sem endometriose,
por meio da dosagem de:
= colesterol total;
= LDL colesterol;
= HDL colesterol;
= triglicérides;
= ApoAl,
= Apo B 100.
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3 PACIENTES E METODOS

3.1 Tipo do estudo e célculo da amostra

Trata-se de estudo transversal, caso-controle, exploratério, com 39
pacientes, sendo 20 pacientes com diagnostico histolégico de endometriose
profunda, todas com comprometimento intestinal, e 19 pacientes sem
endometriose. Esse numero de pacientes foi determinado pelo calculo do
tamanho da amostra.

Visando encontrar diferencas entre os grupos e locais de avaliacdo na
determinacdo proteica por imunoistoquimica e nas expressfes do RNA
mensageiro (RNAm), foram utilizados os 10 primeiros casos de cada grupo de
mulheres como amostra-piloto e estabelecida a variabilidade da expressdo dos
niveis de RNAm, sendo essas medidas as Unicas objetivamente avaliadas.

Supondo diferenca média de, pelo menos, 1 desvio padrdo entre as
expressfes na lesdo endometritica e no endométrio da paciente com
endometriose ou da paciente sem endometriose, com poder de 80% e intervalo
de confianca de 95%, a amostra necessaria para a realizacdo do estudo foi de

16 mulheres em cada grupo.

3.2 Local do estudo

O estudo foi realizado no Setor de Endometriose da Divisdo da Clinica
Ginecolégica do Hospital das Clinicas (HCFMUSP) e no Laboratério de
Metabolismo e Lipides do Instituto do Coracdo, ambos da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo e no Nucleo de Endoscopia

Ginecoldgica e Endometriose do Hospital Pérola Byington.
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3.3 Pacientes

Todas as pacientes foram informadas previamente sobre os objetivos do
estudo e as amostras foram coletadas somente apds a assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido. As coletas das amostras cumpriram com a
ética e os principios praticos de biosseguranca estipulados pelo Ministério da
Saude. O estudo foi aprovado pelo Comité de Analise de Projetos de Pesquisa
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Séao
Paulo (# 0417/11) e pelo Comité de Etica e Pesquisa do Hospital Pérola
Byington. A Fundagcdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo
(FAPESP) contribuiu para a realizacdo deste estudo com verba aprovada no
Processo 2011/17245-0.

3.4 Critérios de incluséao

Como critérios de inclusdo, as pacientes de ambos 0s grupos estavam no
menacme, apresentavam ciclos eumenorreicos, ndo eram portadoras de
dislipidemia, doencas autoimunes, hormonais (SOP, tireoidopatias, outras) ou
neoplasias malignas, e ndo utilizaram terapéutica antidislipidémica ou hormonal
nos trés meses que antecederam a cirurgia. No caso de suspeita clinica de
uma dessas condi¢des, foram realizados exames laboratoriais e/ou de imagem
para diagnéstico definitivo.

Para o grupo com endometriose, houve confirmacdo histolégica das
lesbes. Para o grupo sem endometriose, houve avaliagcdo pélvica por

videolaparoscopia que confirmou a auséncia de lesdes.

3.5 Dinamica do estudo

Foram obtidos os dados clinicos das pacientes de ambos 0s grupos,
incluindo os principais sintomas referidos por mulheres portadoras de

endometriose, quais sejam: dismenorreia, dor pélvica aciclica, dispareunia de
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profundidade, infertilidade, altera¢des urinarias ciclicas e alteragfes intestinais
ciclicas. Considerou-se relevante a dismenorreia avaliada em escala visual
analdgica de dor, referida por nota igual ou acima de 7. Foram coletados
também peso e altura das pacientes, para calculo de indice de massa corporea
(IMC).

Para o grupo com endometriose, o protocolo do Setor de Endometriose
do HCFMUSP foi seguido: pacientes com quadro de dor pélvica e suspeita de
endometriose em retossigmoide por exame de imagem (ultrassom pélvico e
transvaginal com preparo intestinal) usam terapéutica hormonal por 6 a 12
meses e sao reavaliadas, nesse periodo, clinicamente e com novos exames de
imagem. Na falha do tratamento, ou seja, diante da persisténcia de sintomas ou
crescimento da lesdo, ha indicacdo de cirurgia. Em pacientes com quadro
suboclusivo determinado por lesdes intestinais profundas e extensas, a cirurgia
€ indicada de imediato. Este protocolo € seguido nas duas instituicbes
participantes do estudo.

As pacientes do grupo sem endometriose foram compostas por mulheres
com prole constituida e com desejo de anticoncepc¢ao definitiva consentido pelo
parceiro, registrado em cartdrio, de acordo com a aprovagdo do Setor de
Planejamento Familiar da Divisdo de Clinica Ginecologica de ambas as
instituicbes (HCFMUSP e Hospital Pérola Byington). O procedimento realizado
foi a laqueadura tubaria laparoscopica.

Foram realizados 54 videolaparoscopias consecutivas, sendo 28 para
tratamento de endometriose profunda e 26 para laqueadura tubaria.

Devido ao achado de endometriose peritoneal incidental em
laparoscopias para lagueadura tubaria, foram excluidas do estudo 4 pacientes
do grupo sem endometriose.

Ainda, devido a necessidade de armazenamento do sangue periférico
coletado no inicio de cada procedimento cirdrgico e posterior transporte dos
tubos até o Laboratorio de Metabolismo de Lipides do Instituto do Coracdo da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, ocorreu hemolise em 5
amostras de sangue das pacientes do grupo com endometriose e 2 amostras
de pacientes do grupo sem endometriose, as quais foram retiradas do estudo.

Foi verificado, no momento da extragdo do RNA e sintese de DNA
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complementar, que quatro das amostras de RNA ndo estavam viaveis, e, por
isso, foram excluidas do estudo, das quais trés eram do grupo com
endometriose e uma do grupo sem doenca. Desta forma, o grupo com
endometriose ficou composto por 20 pacientes e 0 grupo-controle (sem

endometriose), por 19 mulheres.

CRITERIOS DE INCLUSAO

28 pacientes com 26 pacientes para
Endometriose Intestinal Laqueadura tubaria

EXCLUIDAS DO ESTUDO

4 pacientes com endometriose
2 pacientes com hemolises em amostras de sangue
| paciente com extra¢ao de RNA inviavel

5 pacientes com hemolises em amostras de sangue
3 pacientes com extragao de RNA inviavel

COMPOSIGCAO FINAL

20 pacientes com 19 pacientes para
Endometriose Intestinal Laqueadura tubaria

MATERIAIS COLETADOS

Sangue periférico
Endometrio
Lesao de endometriose intestinal

Sangue periférico
Endomeétrio

Figura 3 - Quadro explicativo da dinamica do estudo.

Foi registrado o dia do ciclo menstrual no momento da realizacdo da
cirurgia, sendo dividido em fase proliferativa quando a paciente estava entre o
primeiro e o 14° dia do ciclo e secretora, do 14° ao Ultimo dia do ciclo
menstrual (Ecochard & Gougeon, 2000). Esta divisdo permitiu a analise de 11
pacientes (55%) na fase proliferativa e 9 (45%) na fase secretora no grupo
com endometriose, e 10 mulheres (52,6%) na fase proliferativa e 9 (47,4%) na

fase secretora, no grupo sem endometriose.
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3.6 Procedimento cirargico e coleta das amostras

Antes do inicio do procedimento cirargico, foram colhidos 20 ml de sangue
periférico de cada paciente, coletado de puncédo venosa em membro superior,
apos jejum de 12 horas.

As amostras de endométrio foram obtidas utilizando cureta de Pipelle®
nos dois grupos, imediatamente apds inducao anestésica e posicionamento da
paciente. Os focos de endometriose profunda foram totalmente ressecados
como tempo obrigatorio do tratamento cirlrgico proposto para erradicacédo da
doenca.

Os fragmentos de endométrio e das lesbes de endometriose profunda
intestinal, determinados por meio de analise macroscopica (Figura 4), foram
divididos em duas partes, uma delas armazenada em paraformaldeido 4% e
encaminhada ao Laboratério de Anatomia Patolégica do HCFMUSP e do
Hospital Pérola Byington (de acordo com o local da coleta) para analise
histolégica. A outra parte foi armazenada em solucdo de RNAlater® (Ambion
Life Technologies, USA) e encaminhada ao laboratorio de Metabolismo e
Lipides do Instituto do Coracdo da Faculdade de Medicina da Universidade de

Sao Paulo.

Figura 4 - Lesdo de endometriose intestinal apos resseccao segmentar.
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As amostras de sangue foram encaminhadas imediatamente apds a
coleta ao Laboratério de Metabolismo e Lipides, em que foram centrifugadas a
3.000 rpm por 10 minutos para separacdo do soro, que, assim como os tecidos
em solucdo de RNAlater®, foram armazenados a -80°C para andlises

posteriores.

3.7 Lipides plasmaéticos

Para determinar o colesterol total (CT) e triglicerideos (TG), foi utilizado
método enzimatico colorimétrico comercial (Labtest, Brasil). O HDL colesterol
(HDL-C) foi medido pelo mesmo método utilizado para o CT, apds precipitacado
com fosfotungstato e cloreto de magnésio. O LDL colesterol (LDL-C) foi
calculado pela formula de Friedewald (Friedewald et al.,1972), em que LDL =
Colesterol Total — (VLDL + HDL) e VLDL, pela féormula VLDL = TG/5. As
concentracfes séricas de apo Al e apo B 100 foram determinadas por método

imunoturbidimétrico (Roche, Alemanha).

3.8 Extracdo de RNA e sintese de DNA complementar (cDNA)

ApOs procedimento cirargico, o tecido coletado foi armazenado em
solucdo de RNAlater® (Ambion Life Technologies, EUA) e seu RNA total foi
extraido utilizando-se o reagente Trizol® (Invitrogen Life Technologies, EUA),
segundo instrugcdes do fabricante. A qualidade das amostras foi verificada por
meio de corrida eletroforética em gel denaturante de agarose e as
concentracbes dessas foram determinadas por meio de leitura em
espectrofotometro em comprimento de onda de 260/280 nm no aparelho
NanoDrop 2000 Spectrophotometer (ThermoScientific, EUA), em que se
consideraram satisfatérias razdes que variavam de 1,8 a 2,0. Como ja
mencionado, quatro das amostras de RNA ndo estavam viaveis e por iSso

foram excluidas do estudo, das quais trés eram do grupo com endometriose e
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uma do grupo sem doenca. As amostras-mée foram estocadas a -80°C e uma
aliquota foi utilizada para a transcricéo reversa.

Para cada 16 pL (250 ng) de RNA a ser reversamente transcrito,
acrescentou-se 4 pL do reagente Superscript® VILO™ Master Mix 5X
(Invitrogen Life Technologies, EUA). Este produto foi incubado inicialmente por
10 minutos a temperatura de 25°C, por 60 minutos a temperatura de 42°C e,
por fim, por 5 minutos a temperatura de 85°C. ApOs esta etapa, as amostras

foram diluidas 5 vezes em solucdo TE-4 e armazenadas em - 80°C.

3.9 Analise de expresséao génica por PCR em tempo real

A expressdo génica dos receptores LDL-R e LRP-1 foi analisada pela
técnica de PCR em tempo real utilizando-se método de deteccdo Tagman com
primers e sondas fluorescentes para a detec¢do do produto-alvo de PCR. Esse
tipo de deteccdo é altamente especifico, ndo necessitando padronizacdo da
reacao.

As reacbes de amplificacdo foram realizadas no equipamento
StepOnePlus Real-Time PCR System (Applied Biosystems Life Technologies,
EUA) em um volume final de 12 uL, constituidos de 1,2 uL de cDNA (1:5), 4,2
uL de agua Milli-Q, 6 uL de Tagman Universal PCR Master Mix, 0,6 uL de
sonda Tagman 20x (Tagman Gene Expression Assays) especifica de cada
gene-alvo a ser analisado ou 0,6 uL do reagente Human GAPDH Pre-
Developed TagMan Assay 20X, utillizado como gene normalizador
(housekeeping gene ou endogenous control gene). Os ensaios Tagman Gene
Expression, tanto para o LDL-R (Hs00181192 m1l) quanto para o LRP-1
(Hs00233856_m1), bem como todos os reagentes utilizados para a reacao
foram adquiridos da Applied Biosystems Life Technologies, EUA).

O programa gera um grafico de intensidade de fluorescéncia em funcéo
do numero de ciclos de amplificacdo. Um limiar (threshold) €& definido
automaticamente, no qual a intensidade de fluorescéncia € estatisticamente
diferente da fluorescéncia de fundo (background) e a curva apresenta a

fluorescéncia da amplificacdo aumentando exponencialmente. O numero do
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ciclo cuja fluorescéncia da amostra intercepta o threshold é chamado Ct (cycle
threshold). Os resultados obtidos foram analisados de acordo com o software
deste equipamento.

Todas as reacbOes foram realizadas em duplicata e consideradas
aceitaveis as reacdes cujo desvio padrao foi menor que 0,4 ou menor que um
Ct de diferenga.

A quantificacdo da expressdo génica foi realizada com o calculo da
expressdo bruta ou Ct comparativo demonstrado pelo algoritmo 2" (Livak &
Schmittgen, 2001). O valor de ACt equivale a diferenca entre o Ct do gene de
interesse e o Ct do gene normalizador. A diferenca dos valores de Ct (ACt)
entre as amostras para cada gene (LDLR e LRP-1), apés normalizacdo pelo Ct
do gene de expresséao constante (GAPDH), reflete sua expressao diferencial. O
resultado representa o nimero de vezes que o0 gene analisado tem a sua
expressdo aumentada ou diminuida nos tecidos estudados.

Para este estudo, também foi calculada a expressao génica relativa,

utilizando-se o método 224

, em que os Cts de GAPDH foram utilizados para
normalizagdo e o grupo-controle (endométrio de mulheres sem endometriose)

foi utilizado como calibrador para cada receptor estudado.

3.10 Determinacdo proteica por imunoistoquimica

Os blocos de tecido de biopsia foram solicitados ao Departamento de
Anatomia Patolégica do HCFMUSP e do Centro de Referéncia da Saude da
Mulher do Estado de S&o Paulo — Hospital Pérola Byington, em que foram
realizadas as analises histoldgicas.

Foram solicitadas laminas dos blocos de material parafinado
correspondentes aos tecidos de endométrio (grupo sem endometriose) e foco
de endometriose (grupo com endometriose) para o preparo das laminas de
imunoistoquimica para analise dos receptores de LDL-R e LRP-1.

A desparafinizacdo das laminas foi feita com 3 banhos de xilol de 10

minutos cada, seguidos de 3 banhos de etanol absoluto, 2 banhos de etanol
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95% e um banho de etanol 75%. As |laminas com os cortes histologicos foram,
entdo, lavadas em agua corrente.

Para realizacdo da imunoistoquimica, a recuperacdo de antigenos foi
realizada por calor umido e pressdo em camara de pressao para recuperacao
antigénica Pascal (Dako, EUA) com tampéao citrato 10 mM pH 6,0 para ambos
0s antigenos, anti-LDL-R e anti-LRP-1.

A atividade da peroxidase enddgena foi bloqgueada com 4 banhos de 5
minutos de peréxido de hidrogénio a 3%. O bloqueio de reacfes inespecificas
foi feito com soro fetal bovino diluido em solucéo salina tamponada com sais
fosfato (PBS) durante 1 hora em estufa umidificada a 37°C. Os anticorpos
primarios anti-LRP-1 (Calbiochem, Alemanha) e anti-LDL-R (Abcam, EUA)
previamente padronizados, foram diluidos em PBS contendo 1% de albumina
bovina. As laminas foram incubadas por 18 horas a 4°C. O sistema de
deteccéo foi o polimero SuperPicture (Dako, EUA), aplicado por 25 minutos nos
tecidos. A reacdo foi revelada com diaminobenzidina (DAB) (Dako, EUA) e
contracorado com hematoxilina de Harris. Os controles negativos foram feitos
em tecido de figado humano sem o uso do anticorpo primario. Os controles
positivos foram feitos em tecido de figado humano seguindo todos os
procedimentos descritos anteriormente.

A analise gualitativa da expressao proteica foi feita em microscopio 6ptico
Nikon Eclipse i80, acoplado a software de analise de imagem NIS-Elements AR
3.2 Imaging Software (Nikon Microscopy). A intensidade de cor do cromégeno
DAB presente nos tecidos foi classificada de 1 a 4 (1:fraco, 2:médio, 3:forte,

4:muito forte) por 2 observadores independentes e cegos ao estudo.

3.11 Anélise estatistica

As caracteristicas fisicas e perfil lipidico foram expressos em média e

desvio padrdo, comparados entre 0s grupos com e sem endometriose

utilizando-se o Teste t-Student.
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A fase do ciclo foi descrita com uso de frequéncias absolutas e relativas, e
verificada associagao entre 0s grupos com e sem endometriose, utilizando-se o
teste qui-quadrado.

Foi verificada a existéncia de correlacdes da idade e do IMC com a
expressao génica e com determinacao proteica dos receptores LDL-R e LRP-1,
em cada grupo, com e sem endometriose, e locais de avaliacdo (endométrio e
lesédo de endometriose), por meio dos calculos de correlacdo de Spearman.

A expressao génica e determinacao proteica dos receptores LDL-R e do
LRP-1 para cada grupo com e sem endometriose, e locais de avaliagdo
(endométrio e lesdo de endometriose), foram comparadas entre as fases do
ciclo menstrual, utilizando-se o teste Mann-Whitney, para verificar se ha
influéncia da fase do ciclo menstrual na expressao dos receptores.

O score de intensidade de marcacdo dos receptores LDL-R e LRP-1,
avaliados por imunoistoquimica, foram comparados entre 0s grupos com e sem
endometriose, e locais de avaliacdo (endométrio e lesdo de endometriose) com
uso de equacBes de estimacdo generalizadas com distribuicdo marginal
Poisson e funcdo de ligacdo identidade, supondo matriz de correlacdes
permutavel entre os locais de avaliagdo (endométrio e lesdo de endometriose)
de uma mesma mulher.

A expressao génica dos receptores LDL-R e LRP-1 foram comparadas
entre 0s grupos com e sem endometriose, e locais de avaliacdo (endométrio e
lesdo de endometriose) com uso de equacdes de estimacéo generalizadas com
distribuicdo marginal gama e funcao de ligacéo identidade, supondo matriz de
correlagdes permutavel entre os locais de avaliacdo (endométrio e lesdo de
endometriose) de uma mesma mulher.

Ambas as analises foram ajustadas pelo IMC e pela fase do ciclo
menstrual.

Foram realizadas comparac¢des multiplas de Bonferroni para saber entre
quais grupos (com e sem endometriose) ou locais de avaliacdo (endométrio ou
lesdo de endometriose) ocorreriam diferencas na expressao dos receptores
LDL-R e LRP-1.

Os testes foram realizados com nivel de significancia de 5%.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas fisicas, fase do ciclo menstrual e quadro clinico

As mulheres selecionadas para o presente estudo, alocadas em dois
grupos, o grupo com endometriose (20) e o grupo sem endometriose (19),
foram pareadas por idade. Mulheres do grupo com endometriose apresentaram
meédias de peso (62,6 £ 10,5 vs. 73,7 + 8,4; p = 0,001), altura (1,61 + 0,07 vs.
1,65 + 0,06; p = 0,046) e indice de massa corpérea (IMC) (24,1 + 3,2 vs. 26,9 +
2,9; p = 0,006) significativamente menores do que as mulheres do grupo sem
endometriose, como pode ser observado na Tabela 2.

Além disso, as mulheres que compdem 0s grupos deste estudo, com e
sem endometriose, foram separadas de acordo com a fase do ciclo menstrual
em que se encontravam, fase proliferativa ou fase secretora. Do grupo com
endometriose, 11 mulheres se encontravam na fase proliferativa e nove na fase
secretora. Das mulheres sem endometriose, nove se encontravam na fase

proliferativa e nove na fase secretora (Tabela 2).

Tabela 2 - Caracteristicas fisicas e fases do ciclo menstrual em mulheres com
e sem endometriose.

COM EDT SEM EDT

(n = 20) (n = 19) P

Caracteristicas fisicas

Idade (anos) 35,7+6,3 33,6+5,7 0,288

Peso (Kg) 62,6 + 10,5 73,7+8,4 0,001

Altura (m) 1,61 + 0,07 1,65+ 0,06 0,046

IMC (Kg/m?) 24,1+ 32 26,9+29 0,006
Fase do ciclo menstrual n (%) 0,882*

Proliferativa 11 (55) 10 (52,6)

Secretora 9 (45) 9 (47,4)

Dados expressos em média + desvio padrdo. EDT: endometriose. IMC: indice de massa
corpérea. Teste t-Student; * Teste qui-quadrado.
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O quadro clinico das pacientes selecionadas para o estudo do grupo com
endometriose evidencia sintomatologia algica exuberante, com prevaléncia de
55% de pacientes com dismenorreia severa (EVA >7), de acordo com a Escala
Visual Analdgica de Dor (EVA), que classifica de 0 a 10 os sintomas de acordo
com a sua intensidade. Outros sintomas tipicos da doenc¢a, como dor pélvica
cronica (45%), dispareunia de profundidade (50%), altera¢des urindrias ciclicas
(10%) e alteracdes intestinais ciclicas (40%) também foram observados neste
grupo. A infertilidade esteve presente na maioria das pacientes selecionadas,
com prevaléncia de 60%.

Nao foram observados sintomas 4algicos relevantes no grupo sem
endometriose.

Toda esta caracterizacdo pode ser visualizada na Tabela 3.

Tabela 3 - Quadro clinico de mulheres com e sem endometriose.

Sintomas Com EDT Sem EDT p
(n=20) (n=19)

Dismenorreia Severa (EVA > 7)* 11 (55%) 1 (5,2%) 0,001
Dor Pélvica Crdnica 9 (45%) 0 (0%) 0,001
Dispareunia de Profundidade 10 (50%) 0 (0%) <0,001
Sintomas Urinarios Ciclicos 2 (10%) 0 (0%) 0,487
Sintomas Intestinais Ciclicos 8 (40%) 0 (0%) 0,003
Infertilidade 12 (60%) 0 (0%) <0,001

*EVA: Escala Visual Analégica de Dor; Teste qui-quadrado.

4.2 Perfil lipidico

A concentracdo de LDL-colesterol das mulheres do grupo com
endometriose foi, em média, mais baixa quando comparado as mulheres sem a
doenca (119 £+ 23 vs.156 * 35; p = 0,001), como pode ser observado na Tabela
4.

Na Tabela 4, pode-se notar que a concentragcao de apo B100 seguiu o
mesmo padrdo da concentracdo de LDL-colesterol: mulheres com

endometriose apresentaram concentracdo de apo B100 menor que das
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mulheres sem a doenca (76 £ 20.9 vs. 91,7 = 30,8). No entanto, esta diferenca
nao foi estatisticamente significativa (p = 0,085).

Os demais parametros ndo apresentaram diferencas significativas.

Tabela 4 - Determinacdo de lipides plasmaticos em mulheres com e sem
endometriose.

COM EDT SEM EDT
(n=17) (n=19) P

Colesterol (mg/dL)

Total 187 + 27 194 + 37 0,562

HDL 42+ 9 43+ 14 0,792

LDL 119 + 23 156 + 35 0,001
Triglicerideos (mg/dL) 130 +£40 119 +55 0,486
Apolipoproteinas (mg/dL)

Al 128,1 + 33,3 136,5+ 19,9 0,373

B100 76 £ 20,9 91,7+ 30,8 0,085

Dados expressos em média + desvio padrdo. EDT: endometriose. HDL: lipoproteina de alta
densidade. LDL: lipoproteina de baixa densidade. Teste t-Student;

4.3 Expressédo génica de LDL-R e LRP-1 por PCR quantitativa em tempo
real (QRT-PCR)

Na andlise da expressdo génica dos receptores de LDL, determinada por
gRT-PCR, foi comparado o endométrio tépico (endométrio COM EDT) e foco
de endometriose (Lesdo EDT) de mulheres com endometriose com o
endométrio tépico de mulheres sem endometriose (SEM EDT). A expressao
génica foi calculada considerando-se o valor bruto, baseado no método 2-ACt.
No Grafico 1 e na Tabela 5, pode-se observar que a expressao génica do LDL-
R na lesdo de endometriose aumentou cerca de 50% quando comparada com
o endométrio da paciente com endometriose (p < 0,001). Esse aumento esteve
presente em 85% das mulheres com endometriose (17 casos de 20). Quando
comparada a lesdo de endometriose com o endométrio de mulheres sem

endometriose, ndo houve diferenca na expresséo do receptor em questao.
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A expressao génica do LRP-1 na lesdo de endometriose aumentou na
ordem de 5%, quando comparada ao endométrio de mulheres com
endometriose (p < 0,001) e, na ordem de 2x, quando comparada ao endométrio
de mulheres sem a doenca (p = 0,004), como pode ser observado no Grafico 2
e Tabela 5. Esse aumento esteve presente em 95% das mulheres com
endometriose (19 casos de 20). Quando comparada a lesdo de endometriose
com o endométrio de mulheres sem endometriose, 90% das pacientes

apresentaram aumento na expressao génica do LRP-1 (18 casos de 20).

Gréfico 1 — Expressédo génica de LDL-R. - Grafico de barras mostrando o valor
médio (erro padrdo) dos niveis de RNAm para LDL-R em amostras de
endométrio de mulheres sem endometriose (SEM EDT) e de mulheres com
endometriose, sendo que uma amostra € proveniente do endométrio
(endométrio COM EDT) e, a outra, da lesdo de endometriose (Lesdo EDT) da
mesma paciente. O grafico estd representado em escala logaritmica na base
10.

0,040

* %

0,035 -

0,030 -

0,025 -

0,020 -

Niveis de RNAm para LDL-R

0,015 -

0,010 -

0,00 -
SEM EDT Endométrio (COM EDT) Lesao EDT
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Gréafico 2 — Expressao génica de LRP-1 - Gréafico de barras mostrando o valor
médio (erro padrdo) dos niveis de RNAm para LRP-1 em amostras de
endométrio de mulheres sem endometriose (SEM EDT) e de mulheres com
endometriose, sendo que uma amostra €& proveniente do endométrio
(endométrio COM EDT) e, a outra, da lesdo de endometriose (Lesdo EDT) da
mesma paciente. O grafico estd representado em escala logaritmica na base
10.
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Tabela 5 -Comparacdes multiplas sob os niveis de RNAmM para os receptores
LDL-R e LRP-1 entre grupos com e sem endometriose, e locais de avaliacido
(endomeétrio e lesdo de endometriose),

Diferenga  Erro

RNAmM Comparagéo média padrio

Com EDT/Endométrio - Sem EDT/Endométrio -0,0064 0,0032 0,130
LDL-R Com EDT/Endométrio - Com EDT/Lesao EDT -0,0155 0,0039 <0,001
Sem EDT/Endométrio - Com EDT/Lesédo EDT -0,0092 0,0046 0,143

Com EDT/Endométrio - Sem EDT/Endométrio -0,0418 0,0277 0,392
LRP-1 Com EDT/Endométrio - Com EDT/Lesdo EDT -0,2208 0,0498 <0,001

Sem EDT/Endométrio - Com EDT/Lesdo EDT -0,1790 0,0555 0,004
Comparacdes multiplas de Bonferroni (gl = 1). EDT: endometriose.

4.4 Determinacéo proteica de LDL-R e LRP-1 por imunoistoquimica

A determinacdo proteica de LDL-R e LRP-1 foi realizada por meio da
técnica de imunoistoquimica. A analise dos resultados foi realizada de maneira
qualitativa de acordo com a intensidade de marcacdo avaliada por dois
observadores independentes. A intensidade de marcacéo variou de 1 a 4,
sendo: 1 = fraca; 2 = média; 3 = forte; e 4 = muito forte.

E possivel visualizar essa variacdo de intensidade nas marcacdes das
reacfes de imunoistoquimica para os receptores analisados, LDL-R e LRP-1,
na Figura 4.
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Figura 5 - Fotomicrografias representativas de imunoistoquimica para LDL-R e
para LRP-1. A e D: endométrio de pacientes sem endometriose; B e E:
endométrio de pacientes com endometriose; C e F: Lesdo de endometriose.
Aumento de 100X.
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Como mostrado na Figura 5, pode-se observar que houve maior
intensidade de marcacdo no endométrio, principalmente de mulheres sem
endometriose, tanto para LDL-R quanto para LRP-1.

A Tabela 6 mostra este mesmo resultado de forma numérica por meio da

leitura qualitativa (score variando de 1 a 4) para cada receptor analisado em
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ambos os grupos estudados, com e sem endometriose, e locais de avaliagao
(endométrio e lesdo de endometriose). Por esta analise, pdde-se observar que
houve diferenca entre os grupos, demonstrando maior intensidade de
marcacdo para LDL-R (p = 0,026) em endométrio de mulheres sem
endometriose comparado ao endométrio de mulheres com a doenca e a leséo
de endometriose. No entanto, a intensidade de marcacéo para LRP-1 né&o
apresentou diferenca entre 0os grupos com e sem endometriose, e locais de

avaliacdo (endométrio e lesdo de endometriose) (p = 0,073).

Tabela 6 - Analise qualitativa da intensidade de marcacao dos receptores LDL-
R e LRP-1 por imunoistoquimica nos grupos com e sem endometriose, e locais
de avaliacdo (endométrio e lesdo de endometriose).

Grupo/Local
imunoistoquimica Sem EDT/ Com EDT/ Com EDT/ Leséo .
q Endométrio Endométrio EDT P
n (%) n (%) n (%)
LDL-R 0.026
2 0 (0) 2 (10) 10 (50)
3 4(21,1) 9 (45) 8 (40)
4 15 (78,9) 9 (45) 2 (10)
LRP-1 0.073
1 0 (0) 1(5) 4 (20)
2 0 (0) 1(5) 5 (25)
3 10 (52,6) 12 (60) 11 (55)
4 9 (47,4) 6 (30) 0 (0)
Total 19 (100) 20 (100) 20 (100)

Andlise qualitativa, sendo: 1 = fraco; 2 = médio; 3 = forte; 4 = muito forte. * Resultados
ajustados pelo IMC e pela fase do ciclo menstrual. EDT: endometriose

Como foi observada diferenca na intensidade de marcacdo para LDL-R,
foi realizada uma analise de comparacdes multiplas para este receptor
comparando-se grupos (com e sem endometriose) e locais de avaliagdo
(endométrio e lesdo de endometriose), conforme demonstrado na Tabela 7. E
possivel observar uma tendéncia de a intensidade de marcacdo para LDL-R
ser maior no endométrio do que na lesdo das mulheres com endometriose.

Porém, ndo houve diferenca estatistica (p = 0,053).
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Tabela 7 - Comparagbes multiplas sob o score de intensidade de marcacao

para LDL-R entre grupos com e sem endometriose, e locais de
(endomeétrio e lesdo de endometriose).

avaliacao

Comparacéo Dife[e_nga Errg p
média padrao
Com EDT/Endométrio - Sem EDT/Endométrio -0.30 0.66 >0,999
Com EDT/Endométrio - Com EDT/Les&o EDT 0.75 0.32 0.053
Sem EDT/Endomeétrio - Com EDT/Lesé&o EDT 1.05 0.63 0.290

Comparacdes multiplas de Bonferroni (gl = 1). EDT: endometriose.

4.5 Correlacdo de receptores de LDL com o indice de massa corpoérea

(IMC), idade e fases do ciclo menstrual

De acordo com analise comparativa realizada no presente estudo (Tabela

8), foi observado que o IMC apresentou correlacdo direta com a expressao

génica de LRP-1 (niveis de RNAmM) na lesdo de endometriose (r = 0,501 e p =

0,024) e com a intensidade de marcacao para LDL-R (proteina) no endométrio

de mulheres sem endometriose (r = 0,460 e p = 0,048).

Tabela 8 - Analise de correlacdo entre idade e IMC com o score de
intensidade de marcacao e niveis de expressao de RNAm de LDL-R e de LRP-
1 nos grupos com e sem endometriose, e locais de avaliacdo (endométrio e

lesdo de endometriose).

Sem EDT/Endométrio Com EDT/Endométrio

Com EDT/Lesao EDT

Correlacdo  igade IMC Idade IMC Idade IMC
(anos) (Kg/m?) (anos) (Kg/m?) (anos) (Kg/m?)
proteina
LDL-R r 0.000 0.460 0.030 0.116 -0.062 0.275
p >0,999 0.048 0.900 0.628 0.795 0.241
LRP-1 r -0.303 0.087 -0.357 -0.123 -0.258 -0.326
p 0.207 0.724 0.122 0.604 0.273 0.160
RNAmM
LDL-R r -0.003 0.204 -0.070 -0.076 0.039 0.372
p 0.991 0.401 0.769 0.750 0.870 0.107
LRP-L r  0.098 0.107 -0.136 -0.284 0.078 0.501
p 0.690 0.663 0.566 0.224 0.743 0.024

Correlagao de Spearman. EDT: endometriose. IMC: indice de massa corporea.
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Com relacdo a divisdo da fase do ciclo menstrual, proliferativa ou
secretora, foi encontrado que os niveis de expressdo de RNAm de LDL-R no
endométrio de mulheres com endometriose foram maiores na fase secretora (p
= 0,001), assim como os niveis de expressdo de RNAmM do LRP-1 no
endométrio de mulheres sem endometriose (p = 0,008) também foram maiores

na fase secretora, conforme pode ser visto na Tabela 9.

Tabela 9 — Expresséo génica de LDL-R e LRP-1 em cada grupo com e sem
endometriose nas fases do ciclo menstrual.

Fase do Ciclo

Expresséo

Grupo/Local P Total p
genica Proliferativa Secretora

Com EDT/ LDL-R 0,007 + 0,003 0,017+ 0,01 0,012+ 0,009 0,001
Endométrio LRP-1 0,108+ 0,097 0,067+ 0,03 0,089+ 0,076 0,710
Sem EDT/ LDL-R 0,015+ 0,008 0,024+ 0,011 0,019+ 0,01 0,065
Endomeétrio LRP-1 0,093+ 0,038 0,162+ 0,085 0,126+ 0,072 0,008
Com EDT/ LDL-R 0,025+ 0,023 0,029+ 0,02 0,027+ 0,022 0,261
Lesdo EDT LRP-1 0,291+ 0,159 0,327+ 0,264 0,307 + 0,207 0,941

Dados expressos em média + desvio padrdo. Teste Mann-Whitney. EDT: endometriose

A Tabela 10 mostra a correlacdo da fase do ciclo menstrual com a
intensidade de marcacao para LDL-R e LRP-1. Como pode ser observado, ndo
houve diferenca na intensidade de marcacao para LDL-R e LRP-1 em cada
grupo e local de avaliacdo, independentemente da fase do ciclo menstrual em
que as mulheres se encontravam (p > 0,05).



Tabela 10 — Analise qualitativa da intensidade de marcacéao para LDL-R e LRP-
1 em cada grupo com e sem endometriose nas fases do ciclo menstrual.

Fase do Ciclo

Grupo/Local Imunoistoquimica Proliferativa Secretora Total p
n (%) n (%) n (%)
Eiirgrfe'if.ﬁ LDL-R 0.497
3 3(30) 1(11,1) 4(21,1)
4 7 (70) 8 (88,9) 15 (78,9)
LRP-1 0.182
3 7 (70) 3(33,3) 10 (52,6)
4 3 (30) 6 (66,7) 9 (47,4)
Total 10 (100) 9 (100) 19 (100)
E%%rgrfgm LDL-R 0.941
2 1(9,1) 1(11,2) 2 (10)
3 5 (45,5) 4 (44,4) 9 (45)
4 5 (45,5) 4 (44,4) 9 (45)
LRP-1 0.456
1 0 (0) 1(11,2) 1(5)
2 1(9,1) 0 (0) 1(5)
3 8(72,7) 4 (44,4) 12 (60)
4 2 (18,2) 4 (44,4) 6 (30)
Total 11 (100) 9 (100) 20 (100)
Com EDT/
Lesédo de LDL-R 0.766
endometriose
2 5 (45,5) 5 (55,6) 10 (50)
3 5 (45,5) 3(33,3) 8 (40)
4 1(9,1) 1(11,1) 2 (10)
LRP-1 >0,999
1 2 (18,2) 2 (22,2) 4 (20)
2 3(27,3) 2 (22,2) 5 (25)
3 6 (54,5) 5 (55,6) 11 (55)
Total 11 (100) 9 (100) 20 (100)

Analise qualitativa, sendo: 1 = fraco; 2 = médio; 3 = forte; 4 = muito forte. EDT: endometriose.
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5 DISCUSSAO

Esse estudo representa a primeira fase de uma linha de pesquisa
promissora para o tratamento da endometriose profunda e, de acordo com 0s
resultados obtidos, podera contribuir para a compreensao da progressao de
lesGes profundas; estas consideradas temidas por sua capacidade
proliferativa, podendo tomar proporgcdes tumorais expressivas.

Trata-se da investigacéo acerca da expressao de receptores de LDL em
membrana celular de endometriose profunda, neste caso, realizado
exclusivamente em lesdes intestinais, com a finalidade de aventar a utilizacédo
de nanoparticulas lipidicas para direcionamento de farmacos ao interior da
leséo.

O desenvolvimento de nanoparticulas com aplicagbes em Drug Delivery
Systems (DDS) tem grande destague nas pesquisas médicas da atualidade
(Davis et al.; Zhang et al., 2008). Particulas estaveis, ndo toxicas e capazes
de transportar os farmacos até seu local de acdo, aumentando a seletividade
e especificidade do tratamento, tem grande importancia na otimizacado de
terapias quimioterapicas (Contente et al., 2014).

Os estudos que evidenciaram o papel do colesterol na oncogénese
foram de extrema importancia clinica, por demonstrarem que células tumorais
apresentam maior captacdo de LDL quando comparados as células normais.
(Nomura et al., 1991; Swanson et al., 1994; Pandolfino et al., 1997; Tomiki et
al., 2004).

Considerando a influéncia direta da dieta rica em gordura saturada sobre
0s niveis de colesterol séricos (Vartiainen et al., 2016), avaliamos as
caracteristicas fisicas das pacientes em nosso estudo e o0s resultados
demonstraram média de idade semelhantes nos dois grupos, sem
endometriose e com endometriose (33,6x5,7 vs 35+6,3, p=0,288),

respectivamente.
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Observamos que o grupo de mulheres sem endometriose, formado por
multiparas com desejo de submeterem-se a laqueadura tubaria
laparoscopica, apresentaram valores maiores de peso (73,748,4 vs 62,6+10,5,
p=0,001), de altura (1,65+0,06 vs 1,61+0,07, p=0,046) e também de indice de
massa corporea (26,9+2,9 vs 24,1+3,2, p=0,006) comparado ao grupo de
mulheres com endometriose.

Analisando os sintomas clinicos entre os dois grupos, observamos que
houve alta prevaléncia de pacientes com infertilidade (60%), o que pode
representar justificativa para a diferenca observada em relacdo ao peso e
IMC, uma vez que, segundo Paulino et al. (Paulino et al., 2016), multiparas
sdo duas vezes mais propensas a obesidade comparado a nuliparas no inicio
de uma gestacdo. O estudo observacional controlado, realizado com 130
primigestas e 160 multiparas, evidenciou que 54,62% das primigestas
iniciaram o pré-natal com indice de massa corpérea de normalidade enquanto
que, no grupo das multiparas, os indices compativeis com obesidade foram
registrados em 62,51% das mulheres (Paulino et al., 2016).

Outra observacéao valida, ainda com relacao a diferenca do IMC entre os
dois grupos, é que ambos estdo distantes da classificacdo de obesidade que
estipula valores de IMC entre 30 a 39,9 kg/m? (Flegal et al., 2013).

Desta feita, chamou-nos fortemente a atencdo os resultados obtidos na
avaliacdo do perfil lipidico, em que observamos que, de forma analoga aos
resultados observados em alguns tumores, o grupo de pacientes com
endometriose apresentou niveis inferiores estatisticamente significativos de
LDL-c com relacdo ao grupo controle (119+23 vs 156+35mg/dL, p=0,001).
Este resultado, pesquisado pela primeira vez em pacientes com endometriose
profunda intestinal, sugere aumento do consumo de colesterol em mulheres
com esta forma da doenca.

Diante deste resultado, considerando as evidéncias da literatura, que
demonstra a associacdo de hipocolesterolemia em pacientes com cancer em
diversos 6rgados distintos, inclusive o intestino grosso (Nomura et al., 1991;
Tomiki et al., 2004) e, ainda, determina o estado de hipocolesterolemia como

marcador de atividade proliferativa em leucemia aguda (Pandolfino et al.,
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1997), consideramos haver a possibilidade deste tipo de associagdo em
pacientes com endometriose profunda.

Analisando o quadro clinico do grupo de mulheres com endometriose,
observamos tratarem-se de pacientes muito sintomaticas, das quais 55%
apresentavam a queixa de dismenorreia severa, ou seja, com score da escala
visual analégica de dor > 7, 45% evoluiam com dor pélvica crbnica, 50% com
dispareunia de profundidade e 40% relatavam dor as evacuacdes no periodo
menstrual. Deste modo, podemos inferir que nosso grupo foi constituido por
pacientes com a doenca em franca atividade inflamatéria, considerando as
caracteristicas e a intensidade da sintomatologia.

N&o foram observadas diferencas entre 0s grupos, sem endometriose e
com endometriose, nas concentracfes de colesterol total (194+37 vs
187+27mg/dL; p=0,562), HDL-c (43+x14 vs 42+9mg/dL; p=0,792), e
triglicérides (119+55 vs 130+40mg/dL; p=0,486). Em relacdo as
apolipoproteinas, também nao houve diferenca na concentracdo de apo Al
(136,5+19,9 vs 128,1+33,3 mg/dL) ou na concentracdo de Apo B100
(91,7+30,8 vs 76+£20,9 mg/dL; p=0,085) entre os grupos.

Em estudo realizado por Melo et al. (Melo et al., 2010), foi observada
diferenga significativa nos niveis de LDL-c no grupo de mulheres com
endometriose quando comparado com o grupo de mulheres denominadas
sem endometriose, demonstrando perfil lipidico desfavoravel, com aumento
de 38% nos niveis de LDL-c em pacientes com a doenca. Porém, nesta
pesquisa, as pacientes consideradas sem endometriose ndo tinham
confirmacédo da inexisténcia da doenca, apenas o fato de ndo apresentarem
infertilidade ou dor pélvica. Ha descricdo na literatura de até 22% de achados
incidentais de endometriose em pacientes assintomaticas submetidas a
lagueadura tubaria (Cramer; Murphy, 2002)

Além disso, nédo foi discriminado qual tipo de endometriose compunha o
grupo de mulheres com a doencga; se a forma superficial, ovariana ou
profunda. Em nosso estudo, o objetivo foi avaliar exclusivamente a doenca
profunda em sua forma nodular, devido a sua semelhanca com lesdes
expansivas tumorais, independente da presenca de aderéncias ou outros

achados como o endometrioma ovariano.
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Com relacdo ao grupo controle de nosso estudo, todas as mulheres que
apresentaram achados incidentais de endometriose peritoneal, superficial ou
profunda, no momento da laqueadura, total de quatro pacientes, foram
excluidas do estudo.

Apesar da atividade fisica e da perda de peso em individuos obesos ter
sido associada com reducdo da pressdo arterial, dos niveis séricos de
triglicérides e LDL-c e aumento dos niveis séricos de HDL-c (Ades et al.,
2014), em recente estudo publicado por Franklin et al. (Franklin et al., 2014),
os autores afirmam a influéncia positiva da atividade fisica, superior a dieta de
restricdo, para reducdo de niveis de quilomicrons e VLDL-c, porém néo
observa beneficios da atividade fisica para reducdo dos niveis de LDL-c.
Embora em nosso estudo ndo terem sido investigados quais pacientes
praticavam atividade fisica, e, diante de todas as evidéncias apresentadas,
consideramos de grande relevancia o fato das pacientes com endometriose
profunda terem apresentado niveis inferiores de LDL-c comparados ao grupo-
controle.

Sugerimos que novos estudos, com metodologia semelhante com
relacdo ao critério de selecdo de pacientes e niumero maior de individuos,

sejam realizados para observacao desta associacao.

5.1 Expressdo de RNAm dos receptores de LDL (LDL-R e LRP-1)

O objetivo principal desse estudo foi avaliar a expressdo génica e a
determinacao proteica dos receptores de LDL (LDL-R e LRP-1), com o intuito
de compreender o comportamento celular da leséo profunda de endometriose
com relagcédo ao consumo de colesterol, ou seja, se haveria ou ndo uma avidez
por parte do nédulo deste metabdlito.

De acordo com os resultados obtidos, observamos que o nivel médio de
expressdo do RNAmM do LDL-R foi maior na lesdo de endometriose que no
endométrio de mulheres com EDT (p < 0,001), j& o nivel médio de expressao

do RNAmM do LRP-1 foi maior na lesdo de endometriose de mulheres com
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EDT que no endométrio de mulheres com e sem EDT (p < 0,001 e p = 0,004,
respectivamente).

Conforme demonstraram Goldstein e Brown (Goldstein & Brown, 2009),
se uma ceélula exigir colesterol haverd aumento da expressédo de receptores
de LDL em sua membrana enquanto, se o conteudo de colesterol de uma
célula estiver elevado, haverd uma diminuicdo do numero de receptores
sintetizados. Deste modo, admite-se que ha um mecanismo regulatorio de
receptores de LDL na superficie da célula (Goldstein & Brown, 2009).

O colesterol € um componente essencial de membrana plasmética de
células e também o precursor para a fabricacdo de todos os hormdénios
esteroides e acidos biliares, além de desempenhar papel crucial na formacéao
da bainha de mielina que rodeia axénios (Goldstein & Brown, 2009).

Dentro da célula, o colesterol derivado de LDL estabelece vérias funcdes
reguladoras, incluindo a inibicdo da sintese do colesterol por mecanismo de
feedback. Além disso, os estudos do receptor de LDL deram origem ao
conceito de endocitose mediada pelo receptor (Goldstein & Brown, 2009).

No contexto tumor, a expressao de LRP-1 deve responder positivamente
a hipéxia (Montel et al., 2007), porém o0s mecanismos regulatérios
moleculares basais ndo foram bem caracterizados e compreendidos até agora
(Emonard et al., 2014).

Em tecidos normais, o LRP-1 é expresso por hepatdcitos, macrofagos,
fibroblastos, neurdnios e células do musculo liso vascular, e ha evidéncias
gue desempenha um papel importante na progressédo do cancer (Moestrup et
al., 1992).

Diversos estudos demonstraram que o LRP-1 foi superexpresso em
varios tipos de cancer, como o de mama (Catasus et al., 2011a; Li et al.,
1998), de endométrio (Catasus et al., 2011b), de prostata (McGarvey et al.,
1996) e glioblastoma (Lopes et al., 1994; Yamamoto et al., 1997; Gopal et al.,
2011). Alem disso, Baum et al. relataram que a amplificacdo do gene de LRP-
1 foi observada em alguns astrocitomas (Baum et al., 1998).

Catasus et al. demonstraram também que a expressdo de LRP-1 se
associa aos carcinomas da mama triplo-negativo e HER-2/neu, mas nédo com

o carcinoma dependente de horménios, e que este receptor aumenta de
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expressdo de acordo com o grau de proliferacdo e invasdo (Catasus et al.,
2011a).

Observou-se, portanto, que a expressao de LRP-1 em células tumorais
parece altamente dependente do tecido, o subtipo do céncer e o grau
(Emonard et al., 2014).

De modo contraditério, outros estudos mostraram que a baixa expressao
de LRP-1 pode estar associada a um fendtipo mais agressivo de varios tipos
de tumor e que o nivel diminuiu significativamente nos tipos invasivos em
comparacao com ndo invasivos em células de melanoma e préstata (Kancha
et al., 1994; de Vries et al., 1996). Verificou-se, também, que um baixo nivel
de expressdo LRP-1 foi associado com a agressividade e invasividade no
carcinoma hepatocelular (Huang et al., 2012), com evolucdo clinica
desfavoravel numa coorte de 439 pacientes com adenocarcinomas do pulméo
(Meng et al., 2011) e alta atividade de metastase em carcinoma folicular de
tireoide (Sid et al., 2006).

Consideramos, portanto, que a superexpressao de receptores de LDL
em focos de endometriose profunda pode ter importante significado no que
concerne a visao fisiopatoldgica do desenvolvimento e progressao deste tipo
de doenca. Além do colesterol atuar como substrato para divisdo celular e
componente de membrana, atua como precursor de horménios esteroides, e
esta funcdo pode representar papel de grande impotancia no contexto do
crescimento de lesdes profundas.

Sabe-se que a atividade estrogénica desempenha papel etiopatogénico
fundamental na endometriose contribuindo tanto na explicacdo de atividade
de lesdes quanto no mecanismo de dor (Brown e Farquar, 2014).

A proteina ativa reguladora de esteroidogénese (STAR) é responsavel
pelo passo inicial da formacéo de estrogénios, isto €, a entrada de colesterol
na mitocéndria. Em seguida, cinco proteinas catalisam etapas enzimaticas
para converter o colesterol em estradiol biologicamente ativo. A etapa
principal, a conversdo dos esteroides C19 em estrogénios, é catalisada pela
aromatase, a qual sua inibicdo elimina de forma eficaz todo processo de

producéo de estrogénio (Bulun et al., 2005).
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A producgéo de estrogénio em mulheres com endometriose origina-se de
trés possibilidades distintas: o estradiol secretado pelo ovério, a conversao de
androstenediona em estrona e, posteriormente, em estradiol, fendmeno
catalisado pela aromatase no tecido adiposo e pele, e o colesterol, que é
convertido em estradiol localmente no tecido com endometriose porque
expressa um conjunto completo de genes esteroidogénicos, incluindo o gene
da aromatase. A atividade da aromatase periférica ou local, ou ambos, pode
ser particularmente importante na persisténcia da endometriose (Bulun et al.,
2005).

Existem claras diferencas moleculares entre o endométrio tépico e o
tecido encontrado nos focos de endometriose, em que se observa 0 aumento
da producao de estrogénio, prostaglandinas e citocinas, 0s quais determinam
a inflamacao presentes na endometriose. No endométrio topico de mulheres
sem endometriose, a atividade da enzima ciclo-oxigenase-2 (COX-2) e,
consequentemente, a producdo de prostaglandinas E, (PGE;) sdo baixas. O
estrogénio ndo € produzido localmente, devido a auséncia da enzima
aromatase. No endométrio de mulheres com endometriose, observa-se
aumento da atividade de COX-2 e atividade detectavel de aromatase, levando
a maior formacdo de PGE, tanto no endométrio tépico quanto no foco de
endometriose, causando coélicas menstruais severas e dor pélvica crénica
(Bulun, 2009).

Em estudo que avaliou a expressdo de SR-B1 (Scavenger Receptor
Class B1), que regula a entrada nas células de lipoproteinas de alta
densidade (HDL-c), atuando como precursor de sintese de estrogénios, foi
observado aumento da expressdo tanto do gene quanto da proteina no
endométrio e, mais intensamente, no tecido com endometriose. Deste modo,
o autor propde o uso de inibidores de SR-B1 associado a inibidores de
aromatase como alternativa de tratamento clinico da endometriose
(Ramachandran et al., 2001).

Assim, entendemos que a superexpressao de receptores de LDL no foco
de endometriose, com resultado significativamente superior ao encontrado no
endométrio, tanto de mulheres com a doenca quanto nas mulheres sem

endometriose, representa importante achado no que concerne a
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internalizacdo do colesterol, permitindo o desencadeamento da producao
autoctone do estrogénio e, consequentemente, influenciando no mecanismo
de progressao e inflamacéo.

Do ponto de vista terapéutico, estes resultados sdo animadores no
direcionamento a novas possibilidades como o uso das estatinas, inibidoras
da 3 hidroxi 3 metilglutarii Coenzima A Redutase (HMG CoA), que visam
reduzir os niveis séricos de colesterol. Estudos in vitro e in vivo iniciados em
2007 vém demonstrando os beneficios das estatinas para o tratamento
medicamentoso da endometriose por meio de sua acao antiproliferativa, anti-
inflamatoéria, antioxidante, antiangiogénica e inibidora de matriz
metaloproteinase (Gibran et al., 2014).

Outra possibilidade promissora € o uso de nanoemulsdo lipidica que
permite o acoplamento de drogas antiproliferativas em seu interior e vem
sendo utilizado no tratamento de diversos tipos de neoplasias (Valduga, 2003;
Azevedo, 2005; Mendes; Pires, 2009).

A nanoemulsdo denominada LDE é rica em colesterol e absorvida pelos
receptores de LDL (Maranhao et al., 1992; Maranhao et al., 1993; Maranhao
et al., 1994). E fabricada sem proteina, mas, em contato com o plasma,
adquire apo E, que também é reconhecida pelos receptores de LDL
permitindo a endocitose da nanoemulsdo. Assim, pode ser utilizada para
direcionar as drogas antineoplasicas contra células cancerosas que
superexpressam o receptor de LDL (Ades et al., 2001).

Foi demonstrado que, ap0s a injecdo intravenosa em pacientes, a
nanoemulsdo (LDE) pode se concentrar em células de leucemia e em
tumores solidos, tais como carcinomas dos ovarios e de mama que
superexpressam esses receptores (Maranhdo et al., 1994; Ades et al., 2001;
Graziani et al., 2002).

Recentemente, a associacao de farmacos antineoplasicos com LDE, tais
como carmustina e compostos derivatizados de etoposide e do paclitaxel,
foram testados (Maranhéo et al., 2002; Valduga et al., 2003; Rodrigues et al.,
2005). A derivatizagdo com acido oleico foi utilizada como uma estratégia

para melhorar o rendimento da associacdo e a estabilidade do farmaco,
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quando associado a LDE (Maranhdo et al., 2002; Valduga et al., 2003;
Rodrigues et al., 2005).

A associacdo com as drogas nao altera as propriedades biolégicas da
nanoemulsdo, tal como a capacidade de ligacdo a receptores de LDL.
Complexos estaveis LDE-drogas com atividade citotdxica preservada das
drogas associadas foram obtidos e foi demonstrado, em estudos in vitro e in
vivo, que os efeitos secundarios dos farmacos antineopléasicos foram
notavelmente reduzidos (Maranh&o et al., 2002; Valduga et al.,, 2003;
Rodrigues et al., 2005). A associacdo LDE-paclitaxel comprovou ser muito
menos téxica e demonstrou capacidade de concentrar a droga nos locais
tumorais (Dias et al., 2007).

Deste modo, inferimos a hipotese de aplicacdo desta tecnologia e classe
de farmacos no tratamento da endometriose profunda em sua forma mais
agressiva, e, para isso, iniciamos a viabilizacado desta possibilidade por meio
de pesquisa da presenca de “porta de entrada” das nanoemulsdes, que sao

0s receptores de LDL.

5.2 Determinacdo proteica por imunoistoquimica dos receptores de
LDL (LDL-R e LRP-1)

Os resultados observados por meio da analise qualitativa do score de
intensidade de determinacao proteica dos receptores LDL-R e LRP-1 foram
diferentes da expressdo génica, pois demonstraram que ndo foi possivel
identificar entre quais grupos (com e sem endometriose) e locais de avaliacao
(endométrio e lesdo de endometriose) ocorreram diferencas no score de
intensidade de marcacdo para LDL-R (p > 0,05), mas sugere que a
intensidade de marcacéo para LDL-R é maior no endométrio do que na lesao
das mulheres com EDT (p = 0,053).

Embora as proteinas sejam moléculas funcionais para 0s processos
fisiol6gicos mais relevantes, estudos que comparam o RNA mensageiro
(RNAmM) com a abordagem protedbmica podem apresentar diferentes

resultados, pois as variagbes na quantidade de proteina nem sempre se
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correlacionam com niveis de RNAm e as proteinas podem ser modificadas na
sua estrutura em funcdo de alteragBes poOs-traducdo, incluindo a maturagéo
proteolitica, fosforilacdo, glicosilacdo, as quais s6 podem ser detectadas por
meio do estudo das proteinas diretamente (Evans et al., 2014).

Em tecidos reprodutivos, LRP-1 € conhecido por ser expresso na
placenta (Zheng et al.,1994; Fischer et al.,2001), nos ovarios (Moestrup et al.,
1992; Zheng et al.,1994) e no endométrio (Moestrup et al.,1992; Zheng et
al.,1994; Sayegh et al.,1995; Foca et al., 2000).

No estudo de Sayegh et al., houve acentuada coloracdo por
imunoistoquimica de LRP-1 em estroma endometrial tanto na fase
proliferativa quanto na fase secretora (Sayegh et al., 1995), enquanto epitélio
e glandulas endometriais resultaram uniformemente negativos (Moestrup et
al., 1992, Sayegh et al., 1995). Entretanto, Foca et al. observaram que a
expressdo de RNAm de LRP-1 no endométrio humano foi significativamente
maior na fase secretora quando comparada com a fase proliferativa do ciclo
menstrual (Foca et al., 2000).

Em nosso estudo, dividimos, também, as pacientes em fase proliferativa
e secretora, e essa divisdo, apesar de aleatéria, deu-se de forma homogénea
com 52,6% das pacientes do grupo sem endometriose na fase proliferativa e
47,4% na fase secretora. No grupo com endometriose, havia 55% de
pacientes na fase proliferativa e 45% na fase secretora. As pacientes foram
classificadas por meio do dateamento determinado pela data da dltima
menstruacdo informada no dia do procedimento cirargico, o qual definimos
como fase proliferativa do primeiro ao décimo quarto dia e como fase
secretora, do décimo quarto ao vigésimo oitavo.

De acordo com Ecochard e Gougeon, o ciclo menstrual “normal’
(intervalo entre o primeiro dia da menstruacdo para inicio da proxima
menstruacdo) em mulheres jovens e saudaveis com fertilidade comprovada é
de 28 dias, e os estudos de ultrassom e hormonais mostram que mulheres
com idade entre 19-42 anos tém fases foliculares de 14,6 dias de duracao e
fases lutea de 13,6 dias de duracdo (Ecochard & Gougeon 2000).

Observamos, em nosso estudo, que, na andlise de determinacao

proteica por imunoistoquimica dos receptores de LDL, ndo houve diferenca na
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intensidade de marcacao influenciada pela fase do ciclo menstrual, porém, na
andlise por expressdo de RNAmM dos mesmos receptores, foi evidenciado que
os niveis de RNAm de LDL-R no endométrio de mulheres com endometriose
foram maiores na fase secretora (p = 0,001), assim como os niveis de RNAmM
do LRP-1 também foram maiores na fase secretora no endométrio de
mulheres sem endometriose (p=0,008). Esses achados foram compativeis
com os resultados do estudo de Foca et al. (Foca et al., 2000).

A acdo do LRP-1 tem sido amplamente estudada no mecanismo de
remodelacdo endometrial durante todo o ciclo menstrual como responsavel
pelo clearance de MMPs (matriz metaloproteinases) por meio de sua
capacidade de ligacdo e endocitose, promovendo internalizacéo e dissociagao
em ambiente acido (Emonard et al., 2004).

Apés a entrega do contetdo de LRP-1 nos lisossomas para degradacao,
0 receptor é reciclado para a superficie celular para novo ciclo de endocitose.
Tal mecanismo de depuracdo é particularmente efetivo para eliminar as
proteinases (Casslen et al., 1998). Isto diminui consideravelmente a atividade
fibrinolitica no endométrio durante a fase secretora do ciclo (Lillis et al., 2008).

Desta forma, a MMP-2 e MMP-9 sédo eficientemente eliminadas do
estroma do endométrio durante as fases proliferativa e secretora. Esse
controle é importante para estas gelatinases, em especial, a forma ativa de
MMP-2, que estdo presentes no endométrio durante o ciclo, isto é, durante
periodos quando a degradacdo excessiva do estroma ndo deve ocorrer
(Selvais et al., 2009).

5.3 Correlacdo de receptores de LDL com o indice de massa corpOrea
(IMC)

De acordo com os resultados do nosso estudo, foi observado que o IMC
apresentou correlagao positiva com o score de intensidade de marcacéo para
LDL-R no endométrio de mulheres sem endometriose (p = 0,048) e, com 0s
niveis de RNAm do LRP-1 na lesdo de endometriose (p = 0,024), o que

sugere que individuos com relacdo desfavoravel de peso e altura podem
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expressar mais intensamente esta familia de receptores tanto no endométrio
de pacientes sem a doenca quanto na lesdo de endometriose, isto posto pela
determinacao proteica e expressao génica, respectivamente.

N&o ha na literatura qualquer estudo que tenha avaliado a associacéo do
indice de massa corpérea com a expressdo desta familia de receptores em
endométrio ou lesdes de endometriose e, assim, abre-se oportunidade para

nova linha de pesquisa.



6 CONCLUSOES
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CONCLUSOES

De acordo com os resultados de nossa pesquisa, concluimos que:

a)

b)

Houve maior expressdo Génica de receptores de LDL (LDL-R e
LRP-1) em membrana celular de focos de endometriose profunda
intestinal. Este achado ndo teve similaridade com a determinacéo
proteica

N&o houve diferenca na comparacdo da expressdo Génica, assim
como na determinacdo proteica, dos receptores de LDL (LDL-R e
LRP-1) no endométrio de mulheres com e sem endometriose

Houve reducdo dos niveis séricos de LDL colesterol em pacientes
com endometriose profunda em comparacdo com mulheres sem a

doenca.



7 ANEXOS
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7 ANEXOS

7.1 Anexo A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Grupo com
Endometriose).

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
GRUPO COM ENDOMETRIOSE

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL

LEGAL
L N OME. o
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO & .o SEXO: Mo F o
DATA NASCIMENTO: ........ oo l......
ENDEREQCO ..ot NO ..o APTO...............
BAIRRO: .., CIDADE ...
(0] =1 = E TELEFONE (DDD): (cvveve)veeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeees e s esese s s
2. RESPONSAVEL LEGAL ..ottt en ettt e ate e ateeaesaane s

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.)

DOCUMENTO DE IDENTIDADE :......otvviiiiiieiiieeeeeieieeeieeeieeeeeeeeeeeeee SEXO: Mo Fo
DATA NASCIMENTO.: ....... [ [o.....

N B ] = O LR NO..ovviiien. APTO..............
BAIRRO: ... CIDADE:.... .
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DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TiTULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA

a. A expressao de receptores de LDL em membrana celular de focos
de endometriose profunda para viabilizacdo do uso de nanoemulséo

lipidica carreadora de droga anti proliferativa.

2. PESQUISADOR: Dr. Luciano Gibran

CARGO/FUNCAO: P6s-Graduando do Departamento da Ginecologia da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo.

INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N°: 76.149

UNIDADE DO HCFMUSP: Disciplina de Ginecologia HCFMUSP

3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

i. RISCO MINIMO RISCO MEDIO D
ii. RISCO BAIXO o RISCO MAIOR D

4. DURACAO DA PESQUISA : 24 MESES

5. SOBRE A PESQUISA:

5.1 —= JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS DA PESQUISA

A endometriose € uma doenca ginecolégica que acontece quando o tecido da
parte interna do Utero (endométrio) se espalha em outros 6rgdos e regifes do
abdémen, tais como: ovario, intestino, bexiga e peritdnio. Esta doenca pode
causar dores intensas no abdome, principalmente célicas no periodo menstrual,

comprometendo seriamente a qualidade de vida das mulheres.
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A Senhora esté sendo convidada a participar do estudo que vai avaliar a presenca
de receptores de LDL (células do sangue responsaveis pelo transporte de

colesterol = gordura) em pessoas que tem endometriose.

Algumas doencas podem causar aumento dos niveis de colesterol nos tecidos
como “fonte de energia”, consequentemente, os niveis de colesterol do sangue
podem apresentar-se diminuidos. Esse projeto tem como objetivo verificar se este

fendbmeno ocorre também em pacientes com endometriose.

Sua participacdo neste estudo serd como paciente controle (sem endometriose),
pois € necessario comparar pacientes com endometriose e pacientes sem
endometriose. A cirurgia de abdome para as pacientes controle sera realizada nas
pacientes que desejam realizar a laqueadura tubaria como método

anticoncepcional.

Para isso, sera feita uma pesquisa em laboratério para investigar no sangue e no
material de bidpsia removido durante a videolaparoscopia para laqueadura
tubdria, a qual a senhora sera submetida, se o tecido sadio removido recebe

menos colesterol comparado ao tecido acometido por endometriose.

5.2 — PROCEDIMENTOS QUE SERAO UTILIZADOS E PROPOSITOS:

A senhora serd submetida a uma videolaparoscopia, que é um tipo de cirurgia na
qual sao realizados 3 pequenos cortes na pele e os médicos realizardo a cirurgia
observando o interior da barriga em uma televisdo. Durante a cirurgia, o seu
médico realizara a laqueadura tubéaria e removera uma pequena amostra de tecido
sadio chamado peritbnio, que é um tecido de revestimento interno do abddémen,
préximo a regido das tubas uterinas e também uma pequena amostra de
endométrio normal, tecido de revestimento que se localiza dentro do Utero. Estes
tecidos serdo enviados ao Laboratdrio de Metabolismos de Lipides do INCOR
para analise da presenca de receptores de LDL (colesterol) para podermos

realizar a pesquisa que estamos propondo.
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5.3 = RISCOS RELACIONADOS AOS PROCEDIMENTOS:

Os riscos da obtencdo dos tecidos no intra-operatério da videolaparoscopia sao

minimos e ndo causam transtornos a sua saude.

Antes da cirurgia, serd retirada uma amostra de sangue para fazer outros exames
relacionados com a gordura no sangue. Os riscos decorrentes desses exames séo
minimos, relacionados a picada na veia que pode deixar uma mancha roxa no
local. Para a realizacdo deste exame e da cirurgia laparoscopica é necessario
estar 12 horas em jejum.

5.4 — DESCONFORTOS E RISCOS ESPERADOS:

A pesquisa nao oferece risco ou desconforto pois a remogéo dos fragmentos de
tecido sadio (peritbnio e endométrio) serdo representados por uma diminuta

porcgéo, as quais ndo oferecem qualquer dano a integridade do paciente.

5.5 — BENEFICIOS QUE PODERAO SER OBTIDOS:

Com esta pesquisa, a qual a senhora esta participando, tentaremos descobrir se
os achados encontrados poderdo ajudar futuras pacientes em seu tratamento.
Concordando com o uso deste material, do modo descrito, é necessario
esclarecer que a senhora nao tera quaisquer beneficios ou direitos financeiros

sobre os eventuais resultados decorrentes da pesquisa.

Caso a senhora ndo concorde em doar o fragmento de tecido para pesquisa, nada
influenciara o seu tratamento. Salientamos que a senhora tem a liberdade de
retirar 0 consentimento em qualquer fase da pesquisa sem prejuizos a seu
cuidado e que terda direito de acesso sobre o0s eventuais resultados desta pesquisa

e toda assisténcia necessaria caso assim o desejar.

Os pesquisadores estardo a sua disposicdo para quaisquer esclarecimentos no
endereco abaixo especificado.Se a senhora tiver alguma consideragdo ou duvida
sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: 3069-6442 ramais 16,
17, 18 ou 20,FAX:3069-6442ramal26— e-mail:cappesg@hcnet.usp.br
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5.6 - CUSTOS

A senhora ndo tera custos ao participar do estudo.

5.7 —= TRATAMENTO ALTERNATIVO:

N&o existem diferencas nos tratamentos realizados em virtude de sua participacdo

ou nao neste estudo.

6 — ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS
DO SUJEITO DA PESQUISA CONSIGNANDO:

Sua participacdo no presente estudo € voluntaria.

A senhora pode optar por ndo participar ou interromper sua participa¢do no estudo
a qualgquer momento sem sancdo nem perda de beneficios aos quais pudesse ter
direito. Se decidir interromper antes de terminar o estudo, sera solicitado a voltar

ao consultério/hospital para uma visita final.

Havendo interesse subsequente da paciente, os pesquisadores se comprometem
a descartar as amostra colhidas imediatamente ap0s notificacdo oficial da

paciente ou de seus representantes legais.

O pesquisador assegura TOTAL sigilo e privacidade quanto aos dados

armazenados e obtidos com este estudo.

O Dr. Luciano Gibran pode retirar a senhora do estudo sem o seu consentimento

por qualquer uma das seguintes razdes:
a) Com base em critérios para melhorar seu atendimento médico;
b) Se a senhora deixar de seguir o esquema do estudo;

c) Desenvolvimento de efeitos adversos graves.
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7 — INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS
RESPONSAVEIS PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA
CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACOES
ADVERSAS.

O Dr. Luciano Gibran estara a sua disposicéo a qualquer momento para discutir as
davidas que a senhora possa ter a respeito deste estudo e sua participagao.

O consultoério do Dr. Luciano Gibran fica a Rua Cotoxd, 611 cj. 103 e o numero do

telefone de seu consultério é (11) 3865-8319, durante o horario comercial.

Se 0 desenho do estudo ou o uso da informacdo forem alterados ou se surgir
alguma descoberta significativa durante o estudo que possam afetar seu desejo
em participar, a senhora sera informada e ser4 obtido novamente o seu

consentimento.

Se tiver quaisquer duvidas sobre seus direitos como individuo de pesquisa ou

queixas referentes a este estudo, a senhora devera telefonar para:

Dr. Luciano Gibran
End.: Rua Cotox6 n° 611, conj. 103, Bairro Pompéia, Sdo Paulo

Tel. 11- 3865-8319 — CEP: 05020-010

8 — OBSERVACOES COMPLEMENTARES:
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9 — CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Ao assinar este termo de consentimento livre e esclarecido, reconhecgo que li e
compreendi a informacdo precedente descrevendo este estudo. Minhas duvidas
foram satisfatoriamente esclarecidas e estou assinando este termo de
consentimento livie e esclarecido indicando meu desejo de participar.

Compreendo que receberei uma cépia assinada deste termo.

Ao assinar este termo de consentimento livre e esclarecido, ndo abdiquei de
nenhum de meus direitos legais aos quais eu pudesse fazer jus como participante

de um estudo de pesquisa.

Sao Paulo, ............ (o [T de....oooo....
Assinatura do paciente/representante legal Data / /
Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semianalfabetos ou

portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participagdo neste

estudo.

Assinatura do responsével pelo estudo Data / /
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7.2 Anexo B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Grupo sem
Endometriose).

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
GRUPO SEM ENDOMETRIOSE

DADOS DE IDENTIFICACAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL

LEGAL
L NOME: <ottt eeee e ettt
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ....oooovoveeeeeeeeeeeeeeeeeeenes SEXO: Mo F o
DATA NASCIMENTO: ........ Lvoeood ...
ENDERECO ..o NI APTO:...oen....
BAIRRO: ... (o[ 07:Y ) =TSO
CEP: e TELEFONE (DDD): (crvvvv)eceeeeeeeeeseeseeeseeseeseeseeseeeseeseeeeeesseseeenens
2. RESPONSAVEL LEGAL ... eeeeeeeeeee e seeee e s ese e es s seeene s

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.)

DOCUMENTO DE IDENTIDADE :.....oovviiiiiiiiiiieieiiieeeiieeeeeeee e SEXO: Mo Fo
DATA NASCIMENTO.: ....... o, l.......

ENDEREQCO: ..ottt NO..ovviieen APTO..............
BAIRRO: ... CIDADE:.....co o,
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DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA
a. A expressdao de receptores de LDL em membrana celular de focos
de endometriose profunda para viabilizacdo do uso de nanoemulsao

lipidica carreadora de droga anti proliferativa.

2. PESQUISADOR: Dr. Luciano Gibran
CARGO/FUNCAO: Po6s-Graduando do Departamento da Ginecologia da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo.
INSCRIC}AO CONSELHO REGIONAL N°; 76.149
UNIDADE DO HCFMUSP: Disciplina de Ginecologia HCFMUSP

3. AVALIAGAO DO RISCO DA PESQUISA:
i. RISCO MINIMOX RISCO MEDIO D
ii. RISCO BAIXO o RISCO MAIOR D

4. DURACAO DA PESQUISA : 24 MESES

5. SOBRE A PESQUISA:

5.1 — JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS DA PESQUISA

A endometriose € uma doenca ginecolégica que acontece quando o tecido da
parte interna do Utero (endométrio) se espalha em outros 6rgdos e regibes do
abdémen, tais como: ovario, intestino, bexiga e peritbnio. Esta doenca pode
causar dores intensas no abdome, principalmente célicas no periodo menstrual,

comprometendo seriamente a qualidade de vida das mulheres.
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A Senhora esté sendo convidada a participar do estudo que vai avaliar a presenca
de receptores de LDL (células do sangue responséaveis pelo transporte de
colesterol = gordura) em pessoas que tem endometriose.

Algumas doencas podem causar aumento dos niveis de colesterol nos tecidos
como “fonte de energia”’, consequentemente, os niveis de colesterol do sangue
podem apresentar-se diminuidos. Esse projeto tem como objetivo verificar se este

fendbmeno ocorre também em pacientes com endometriose.

Sua participacdo neste estudo serd como paciente controle (sem endometriose),
pois € necessario comparar pacientes com endometriose e pacientes sem
endometriose. A cirurgia de abdome para as pacientes controle sera realizada nas
pacientes que desejam realizar a laqueadura tubaria como método

anticoncepcional.

Para isso, sera feita uma pesquisa em laboratério para investigar no sangue e no
material de bidpsia removido durante a videolaparoscopia para laqueadura
tubdria, a qual a senhora sera submetida, se o tecido sadio removido recebe

menos colesterol comparado ao tecido acometido por endometriose.

5.2 — PROCEDIMENTOS QUE SERAO UTILIZADOS E PROPOSITOS:

A senhora serd submetida a uma videolaparoscopia, que é um tipo de cirurgia na
qual sao realizados 3 pequenos cortes na pele e os médicos realizardo a cirurgia
observando o interior da barriga em uma televisdo. Durante a cirurgia, o seu
médico realizara a laqueadura tubéaria e removera uma pequena amostra de tecido
sadio chamado peritbnio, que é um tecido de revestimento interno do abddémen,
préximo a regido das tubas uterinas e também uma pequena amostra de
endométrio normal, tecido de revestimento que se localiza dentro do Utero. Estes
tecidos serdo enviados ao Laboratdrio de Metabolismos de Lipides do INCOR
para analise da presenca de receptores de LDL (colesterol) para podermos

realizar a pesquisa que estamos propondo.
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5.3 = RISCOS RELACIONADOS AOS PROCEDIMENTOS:

Os riscos da obtencdo dos tecidos no intra-operatério da videolaparoscopia sao

minimos e ndo causam transtornos a sua saude.

Antes da cirurgia, serd retirada uma amostra de sangue para fazer outros exames
relacionados com a gordura no sangue. Os riscos decorrentes desses exames séo
minimos, relacionados a picada na veia que pode deixar uma mancha roxa no
local. Para a realizacdo deste exame e da cirurgia laparoscopica é necessario
estar 12 horas em jejum.

5.4 — DESCONFORTOS E RISCOS ESPERADOS:

A pesquisa nao oferece risco ou desconforto pois a remogéo dos fragmentos de
tecido sadio (peritbnio e endométrio) serdo representados por uma diminuta

porcgéo, as quais ndo oferecem qualquer dano a integridade do paciente.

5.5 — BENEFICIOS QUE PODERAO SER OBTIDOS:

Com esta pesquisa, a qual a senhora esta participando, tentaremos descobrir se
os achados encontrados poderdo ajudar futuras pacientes em seu tratamento.
Concordando com o uso deste material, do modo descrito, é necessario
esclarecer que a senhora nao tera quaisquer beneficios ou direitos financeiros

sobre os eventuais resultados decorrentes da pesquisa.

Caso a senhora ndo concorde em doar o fragmento de tecido para pesquisa, nada
influenciara o seu tratamento. Salientamos que a senhora tem a liberdade de
retirar 0 consentimento em qualquer fase da pesquisa sem prejuizos a seu
cuidado e que terda direito de acesso sobre o0s eventuais resultados desta pesquisa

e toda assisténcia necessaria caso assim o desejar.

Os pesquisadores estardo a sua disposicdo para quaisquer esclarecimentos no
endereco abaixo especificado.Se a senhora tiver alguma consideragdo ou duvida
sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: 3069-6442 ramais 16,
17, 18 ou 20,FAX:3069-6442ramal26— e-mail:cappesg@hcnet.usp.br
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5.6 - CUSTOS:

A senhora ndo tera custos ao participar do estudo.

5.7 —= TRATAMENTO ALTERNATIVO:

N&o existem diferencas nos tratamentos realizados em virtude de sua participacéo

ou nao neste estudo.

6 — ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS
DO SUJEITO DA PESQUISA CONSIGNANDO:

Sua participacdo no presente estudo € voluntaria.

A senhora pode optar por ndo participar ou interromper sua participacao no estudo
a qualgquer momento sem sancdo nem perda de beneficios aos quais pudesse ter
direito. Se decidir interromper antes de terminar o estudo, sera solicitado a voltar

ao consultério/hospital para uma visita final.

Havendo interesse subsequente da paciente, 0os pesquisadores se comprometem
a descartar as amostra colhidas imediatamente ap0s notificacdo oficial da

paciente ou de seus representantes legais.

O pesquisador assegura TOTAL sigilo e privacidade quanto aos dados

armazenados e obtidos com este estudo.

O Dr. Luciano Gibran pode retirar a senhora do estudo sem o seu consentimento

por qualquer uma das seguintes razdes:
a) Com base em critérios para melhorar seu atendimento médico;
b) Se a senhora deixar de seguir o esquema do estudo;

c) Desenvolvimento de efeitos adversos graves.
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7 — INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS
RESPONSAVEIS PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA
CONTATO EM CASO DE INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACOES
ADVERSAS.

O Dr. Luciano Gibran estara a sua disposicdo a qualquer momento para discutir as
davidas que a senhora possa ter a respeito deste estudo e sua participagao.

O consultoério do Dr. Luciano Gibran fica a Rua Cotoxd, 611 cj. 103 e o numero do

telefone de seu consultério é (11) 3865-8319, durante o horario comercial.

Se 0 desenho do estudo ou o uso da informacdo forem alterados ou se surgir
alguma descoberta significativa durante o estudo que possam afetar seu desejo
em participar, a senhora sera informada e ser4 obtido novamente o seu

consentimento.

Se tiver quaisquer duvidas sobre seus direitos como individuo de pesquisa ou

queixas referentes a este estudo, a senhora devera telefonar para:

Dr. Luciano Gibran
End.: Rua Cotox6 n° 611, conj. 103, Bairro Pompéia, Sdo Paulo

Tel. 11- 3865-8319 — CEP: 05020-010

8 — OBSERVACOES COMPLEMENTARES:
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9 — CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Ao assinar este termo de consentimento livre e esclarecido, reconhego que li e
compreendi a informacdo precedente descrevendo este estudo. Minhas duvidas
foram satisfatoriamente esclarecidas e estou assinando este termo de
consentimento livre e esclarecido indicando meu desejo de participar.

Compreendo que receberei uma cépia assinada deste termo.

Ao assinar este termo de consentimento livre e esclarecido, ndo abdiquei de
nenhum de meus direitos legais aos quais eu pudesse fazer jus como participante

de um estudo de pesquisa.

Sao Paulo, ............ (o [T de....oooo....
Assinatura do paciente/representante legal Data / /
Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semianalfabetos ou

portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

(Somente para o responsavel do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participagdo neste

estudo.

Assinatura do responsével pelo estudo Data / /
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7.3 Anexo C — Tabela com os dados das pacientes e suas caracteristicas

fisicas.
n cadneorno Paciente Nome Idade %sz;) Es(tzantqt;ra IMC F?:Si'slgo
1 1 Caso MARICELMA 32 65 154 27,4 secretora
2 4 Caso LUCIANA 29 64 172 21,6 proliferativa
3 5 Caso ANGELA 44 62 170 21,5 proliferativa
4 7 Controle ANA PAULA 32 85 168 30,1 secretora
5 15 Caso JULIANA 26 62 158 24.8 secretora
6 17 Caso ANDREA 35 67 165 24,6 proliferativa
7 21 Caso DEBORA 42 73 158 29,2 secretora
8 25 Caso CAROLY 48 93,5 172 31,6 proliferativa
9 26 Caso LIANE 32 54 152 23,4  proliferativa
10 27 Caso ALESSANDRA 35 57 153 24,3 secretora
11 28 Caso ANDREA 38 71 169 249 proliferativa
12 29 Caso JULIA 30 45,5 158 18,2 secretora
13 30 Caso GABRIELA 36 55,8 162 21,3 proliferativa
14 31 Caso PATRICIA 37 51 163 19,2 secretora
15 34 Caso DENISE 31 76 173 254 secretora
16 37 Caso GENI 47 63,5 153 27,1 proliferativa
17 38 Caso VERONICA 39 56,1 157 22,8 secretora
18 39 Caso FATIMA 41 63,9 162 24,4 secretora
19 40 Caso FLAVIA 31 53,6 153 22,9 proliferativa
20 41 Caso CINTIA 28 61,5 163 23,1 proliferativa
21 42 Caso PATRICIA 32 57 153 24,3 proliferativa
22 43 Controle DANIELA 35 67 165 24,6 secretora
23 44 Controle JOELMA 24 69 161 26,6 secretora
24 45 Controle LUANA 28 78 174 25,8 secretora
25 46 Controle FABIANA 29 75 165 27,5 proliferativa
26 a7 Controle  MARIVANEIDE 30 82 169 28,7 proliferativa
27 49 Controle TATIANA 33 80 180 24,7 proliferativa
28 50 Controle LUCIANA 32 60 169 21,0 secretora
29 51 Controle MARIA MELO 41 88 172 29,7 secretora
30 52 Controle LIDIA 28 67 159 26,5 proliferativa
31 53 Controle ELISABETE 43 73 167 26,2 proliferativa
32 54 Controle CLAUDIA 44 67 165 24,6 proliferativa
33 55 Controle ANA 32 60 166 21,8 proliferativa
34 56 Controle  MARIA NOVAIS 32 80 165 29,4 secretora
35 57 Controle REGINA CELIA 44 72 158 28,8 proliferativa
36 59 Controle ROSA 31 73 152 31,6 proliferativa
37 60 Controle RENATA 32 65 160 254 secretora
38 61 Controle EDILENE 32 74 162 28,2 proliferativa
39 64 Controle LOURDES 36 86 167 30,8 secretora
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7.4 Anexo D — Tabela com o perfil lipidico das pacientes

no

caderno Paciente CT HDL-C LDL-C TG APO A1l APOBI100
1 1 Caso 174 39 114 102 197,1 134,7
2 4 Caso 186 39 120 137 96,9 79
3 5 Caso 191 46 114 153 149,4 70,7
4 7 Controle 179 46 121,6 57 154,1 79
5 15 Caso 144 34 94 79 97,3 61,3
6 17 Caso 177 47 103 137 157,8 62,7
7 21 Caso 145 37 91 85 99,9 59,5
8 25 Caso 220 47 129 222 167,9 86,2
9 26 Caso
10 27 Caso 189 49 111 140 149,3 62,5
11 28 Caso 189 54 116 94 146,3 83,1
12 29 Caso 182 48 108 128 137,6 71,1
13 30 Caso 179 54 105 99 158 55,5
14 31 Caso
15 34 Caso 194 54 116 123 1354 72,9
16 37 Caso 255 39 180 183 81,8 108,9
17 38 Caso 185 31 123 154 107,8 69,3
18 39 Caso 155 41 99 74 98,1 51,6
19 40 Caso 221 25 162 170 86,1 93,5
20 41 Caso
21 42 Caso 195 32 136 139 111,3 68,8
22 43 Controle 191 22 155 71 102,4 66,1
23 44 Controle 195 40 133 113 1211 75,3
24 45 Controle 197 54 118 124 127 77,3
25 46 Controle 215 35 162 90 118,9 92,1
26 47 Controle 196 52 171 123 157,7 92,7
27 49 Controle 173 52 161 62 146,8 65,3
28 50 Controle 141 40 131 52 125 64,8
29 51 Controle 161 32 145 82 117,7 88,5
30 52 Controle 185 90 176 a7 1711 42,7
31 53 Controle 306 37 254 259 125,3 161,5
32 54 Controle 248 45 217 155 155,8 128,4
33 55 Controle 180 44 154 129 156,8 77,8
34 56 Controle 168 39 130 189 125,2 143,5
35 57 Controle 210 39 182 138 140,5 1215
36 59 Controle 148 38 116 160 131,4 65
37 60 Controle 184 48 163 106 169 80,7
38 61 Controle 225 35 152 188 136,8 1245
39 64 Controle 176 32 120 119 111,3 95,8
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LDL-R LRP-1
cadneorno Paciente Endométrio Endometriose Endométrio Endometriose
1 1 Caso 0,01 0,08 0,05 0,99
2 4 Caso 0,01 0,02 0,17 0,13
3 5 Caso 0,01 0,00 0,06 0,03
4 7 Controle 0,01 0,12
5 15 Caso 0,02 0,03 0,05 0,30
6 17 Caso 0,00 0,03 0,06 0,30
7 21 Caso 0,01 0,03 0,04 0,22
8 25 Caso 0,01 0,02 0,02 0,37
9 26 Caso 0,00 0,06 0,05 0,23
10 27 Caso 0,04 0,03 0,04 0,35
11 28 Caso 0,01 0,07 0,05 0,47
12 29 Caso 0,01 0,01 0,10 0,30
13 30 Caso 0,01 0,00 0,04 0,27
14 31 Caso 0,02 0,04 0,07 0,20
15 34 Caso 0,01 0,01 0,05 0,18
16 37 Caso 0,00 0,02 0,31 0,52
17 38 Caso 0,02 0,02 0,07 0,07
18 39 Caso 0,01 0,01 0,13 0,33
19 40 Caso 0,01 0,01 0,04 0,13
20 41 Caso 0,00 0,01 0,12 0,47
21 42 Caso 0,01 0,01 0,26 0,27
22 43 Controle 0,03 0,38
23 44 Controle 0,03 0,15
24 45 Controle 0,02 0,14
25 46 Controle 0,02 0,05
26 47 Controle 0,02 0,06
27 49 Controle 0,02 0,10
28 50 Controle 0,01 0,12
29 51 Controle 0,04 0,19
30 52 Controle 0,02 0,10
31 53 Controle 0,01 0,10
32 54 Controle 0,01 0,11
33 55 Controle 0,01 0,08
34 56 Controle 0,01 0,10
35 57 Controle 0,03 0,12
36 59 Controle 0,00 0,17
37 60 Controle 0,02 0,13
38 61 Controle 0,01 0,04
39 64 Controle 0,04 0,12
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7.6 Anexo F - Tabela com os dados de determinacdo proteica.

LDL-R LRP-1
n n°caderno Paciente Endométrio Endometriose Endométrio Endometriose
1 1 Caso 4 4 3 3
2 4 Caso 3 2 4 2
3 5 Caso 4 3 3 3
4 7 Controle 4 4
5 15 Caso 4 3 4 3
6 17 Caso 3 3 3 2
7 21 Caso 3 2 3 2
8 25 Caso 3 2 3 1
9 26 Caso 2 3 3 3
10 27 Caso 4 3 4 3
11 28 Caso 4 3 3 3
12 29 Caso 2 2 3 3
13 30 Caso 3 2 3 3
14 31 Caso 4 2 4 3
15 34 Caso 3 2 4 1
16 37 Caso 4 3 3 2
17 38 Caso 3 2 3 1
18 39 Caso 3 3 1 2
19 40 Caso 4 2 4 1
20 41 Caso 4 4 2 3
21 42 Caso 3 2 3 3
22 43 Controle 4 4
23 44 Controle 4 4
24 45 Controle 4 4
25 46 Controle 4 3
26 47 Controle 4 3
27 49 Controle 4 4
28 50 Controle 4 3
29 51 Controle 4 3
30 52 Controle 3 3
31 53 Controle 4 3
32 54 Controle 3 3
33 55 Controle 3 3
34 56 Controle 4 4
35 57 Controle 4 3
36 59 Controle 4 4
37 60 Controle 3 4
38 61 Controle 4 4
39 64 Controle 4 3
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7.7 Anexo G — Aprovacdo CAPPesq - HCFMUSP.

i g Hospital das Clinicas da FMUSP
kb Comissao de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa
FLsS CAPPesq

N° Protocolo: 0417/11 .
Titulo: A EXPRESSAO DE RECEPTORES DE LDL EM MEMBRANA CELULAR DE
FOCOS DE ENDOMETRIOSE PERITONEAL PROFUNDA PARA VIABILIZACAO DO
USO DE NANOEMULSAO LIPIDICA CARREADORA DE DROGA ANTI
PROLIFERATIVA

Pesquisador Responsdvel: Sergio Podgaec

Pesquisador Executante: Luciano Gibran

Finalidade Académica: Mestrado

Departamento: OBSTETRICIA E GINECOLOGIA

A Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa —
CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sdo Paulo, APROVOU / TOMOU CIENCIA na sessdo datada de
19/10/2011, o protocolo acima.

A CAPPesg em obediéncia & Resolucdo CNS 196/96, solicita ao

pesquisador (a) s elaboracao de relatério parcial e final.

No caso de relatério parcial € necessdrio informar o tempo
previsto para a conclusdo do protocolo e breve resumo dos resultados

obtidos.

CAPPesq, 21 de Outubro de 2011

PROF. DR. EUCLIDES AYRES DE CASTILHO
Coordenador

Comiss@o de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa - CAPPesq

\

Rua Dr. Ovidio Pires de Campos, 225 - Prédio da Administracao - 5° andar - CEP 05403-010 - Sao Paulo - SP.
Fone: 55 11 2661-6442 ramais 16, 17, 18 e 20 - e-mail: cappesq@hcnet.usp.br
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