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RESUMO

Introducdo: A endometriose, condicdo inflamatéria prevalente, associa-se a
alteracdes da reposta imune na cavidade peritoneal e no Utero. Evidéncias
sugerem participacdo de mediadores inflamatérios, como as células Natural
Killer e T-reguladoras na patogénese desta doenca. A resposta destas
células pode ser controlada pela atividade de algumas quimiocinas. O
objetivo deste estudo foi avaliar a expressdo génica das quimiocinas
reguladoras das células Natural Killer e T-reguladoras em endométrio tépico

em lesBes endometridticas de pacientes com endometriose.

Pacientes e Métodos: A expressao génica das quimiocinas reguladoras da
atividade das células Natural Killer (CXCL9, 10, 11, CXCL12, XCL1 e
CX3CL1) e T reguladoras (CCL17 e CCL21) foi avaliada por meio de RT-
PCR no endométrio topico e lesdo endometriotica de 22 pacientes com
endometriose de retossigmoide; 10 pacientes com endometriose retrocervical
e no endométrio topico de 32 mulheres sem endometriose comprovada por

laparoscopia para laqueadura tubaria.

Resultados: Dentre as quimiocinas relacionadas as células Natural Killer,
encontramos diferenca estatistica significativa na CX3CL1 e CXCL12, as
guais foram mais expressas no foco de endometriose intestinal e
retrocervical, quando comparadas ao endométrio toépico das pacientes e
controles (p<0,05). Das relacionadas as células T-reguladoras, a CCL17 foi
mais expressa no endométrio topico de pacientes com lesdo em
retossigmoide quando comparada aos demais grupos (p<0,05).

Conclusdes: As quimiocinas CX3CL1 e CXCL12 foram mais expressas nos
focos de endometriose intestinal e a CCL17 foi mais expressa no endométrio
topico de pacientes com lesdo de retossigmoide. Estes resultados sugerem
gue as quimiocinas CX3CL1, CXCL12 e CXCL17 participam da resposta

inflamatdria que ocorre na endometriose pélvica.

Descritores: endometriose, células matadoras naturais, linfoécitos T

reguladores, quimiocinas, endométrio



SUMMARY

Objective: Endometriosis is a highly prevalent inflammatory condition
associated with an altered immune response in the peritoneal cavity and
uterus. Evidence suggests a participation of inflammatory mediators such as
natural killer (NK) and T-regulatory (T-reg) cells in the pathogenesis of this
disease while the response of these cells may be controlled by the activity of
some chemokines.

Patients and Methods: Gene expressions of the chemokines that regulate
the activity of NK (CXCL9, CXCL10, CXCL11, CXCL12, XCL1 and CX3CL1)
and T-reg cells (CCL17 and CCL21) were evaluated using real time
polymerase chain reaction (PCR) in the eutopic and ectopic endometrium of
22 patients with bowel endometriosis, 10 patients with retrocervical
endometriosis and 32 controls.

Results: Of the chemokines associated with NK cells, the expression of
CX3CL1 and CXCL12 was significantly greater in the foci of endometriosis
(p<0.05). Of those associated with T-reg cells, significant differences
between groups were found in CCL17. In addition, CCL17 was expressed to a
higher degree in the eutopic endometrium of the patients with rectosigmoid
lesions when compared to the other groups (p<0.05).

Conclusions: Chemokines CX3CL1 and CXCL12 were more expressed in
intestinal endometriosis and CCL17 expression was higher in eutopic
endometrium of the patients with rectosigmoid lesions. These results suggest
that those chemokines participate in the inflammatory response that occurs in

pelvic endometriosis.

Descriptors: endometriosis; Natural Killers cells; T regulatory limphocytes;

chemokines; endometrium.



1. INTRODUCAO



Endometriose representa uma afeccdo ginecolégica comum, que
atinge de 10 a 15% das mulheres no periodo reprodutivo e até 50% das
mulheres com dor pélvica cronica e/ou infertilidade (Vigano, et al., 2004;
Bellelis, et al., 2010). Estima-se que o numero de mulheres com
endometriose seja de 7 milhées nos Estados Unidos da América e de mais
de 70 milhdes no mundo. Em paises industrializados, € uma das principais
causas de hospitalizacao ginecoldogica (Vercellini, et al., 2007).

Esta doenca é definida como a implantacdo de estroma e/ou epitélio
glandular endometrial em localizacdo extrauterina (Gao, et al., 2006),
podendo comprometer diversos locais, entre eles ovarios, peritdnio,
ligamentos  (terossacros, regido retrocervical, septo retovaginal,
retossigmoide, ileo terminal, apéndice, bexiga e ureteres (Vinatier, et al.,
2001; Abrao, et al., 2006; Vercellini, et al., 2007; Podgaec, et al., 2008).

Nisole e Donnez, em 1997, dividiram esta doenca em trés afeccdes
distintas: peritoneal, ovariana e de septo retovaginal, sendo esta ultima
chamada de endometriose infiltrativa profunda (Cornille, et al., 1990). No
primeiro caso, estariam incluidas as pacientes com implantes superficiais; no
segundo os cistos ovarianos tipicos da doenca e no terceiro caso, a
endometriose infiltrativa com lesées com 5mm ou mais de espessura que
podem acometer as regides retro e paracervical, de fornice vaginal e vagina,

além dos tratos gastrointestinais e urinario.

Apesar de ser uma das doencas mais estudadas em ginecologia
(Ulukus, et al., 2009), alguns aspectos continuam sendo alvo de pesquisa,
destacando-se a busca pela etiopatogenia (Abrao, et al., 2006; Podgaec,et
al., 2008; Ascien & Velasco, 2013). Duas correntes principais de hipoteses
etiopatogénicas sdo citadas ha quase um século: a teoria da metaplasia
celébmica (Meyer, 1919) e a da menstruacdo retrograda (Sampson, 1927).
Esta segunda teoria seria possivel por influéncia de um ambiente hormonal
favoravel e de fatores imunologicos que nédo eliminariam as células
endometriais da cavidade peritoneal (Harada, et al., 2001; Podgaec, et al.,
2007; Berbic & Fraser, 2013).



Pacientes portadoras de endometriose podem ser assintomaticas ou
apresentarem queixas clinicas em diferentes intensidades, sendo as
principais dismenorréia, dor pélvica crbnica, infertilidade, dispareunia de
profundidade e sintomas intestinais e urinarios ciclicos, como dor ou
sangramento ao evacuar ou urinar durante o periodo menstrual. A demora do
diagnéstico da endometriose pode ser explicada pela inespecificidade do
qguadro clinico e, eventualmente, pela falta de correlacdo entre sintomas e
gravidade da doenca ( Arruda, et al., 2003; Hemmings, et al., 2004; Kashima,
et al., 2004, Heilier, et al., 2007).

Consideracgfes gerais sobre 0s aspectos imunolégicos

Nos ultimos anos, muito tem se estudado acerca dos fatores
imunoldgicos na patogénese da endometriose e muitas anomalias foram
encontradas (Berkkanoglu and Arici, 2003; Podgaec, et al., 2007; Fairbanks,
et al.,, 2009; Berbic & Fraser, 2013), sendo que o principal mecanismo
avaliado é complementar a teoria da menstruacédo retrograda. Por algum
motivo, ainda indeterminado, as células endometriais que adentraram a
cavidade endometrial ndo seriam eliminadas e deste modo, seria permitido a
elas se implantarem e desenvolverem a doenca (Harada, et al., 2001; Berbic
& Fraser, 2013).

As células que caem na cavidade abdominal deveriam ser
identificadas como antigenos e serem submetidas a resposta imune local.
Algumas células, como os macrofagos, funcionam como apresentadoras de
antigenos aos linfocitos T através do complexo de histocompatibilidade
principal (CHP). O CHP pode ser classe | ou Il, sendo que no primeiro caso
atrai os linfocitos T citotoxicos e no segundo os lintécitos T helper
(auxiliadores). Os citotdxicos secretam substancias letais que provocam a
morte da célula-alvo e os T-helper secretam citocinas que induzem

mecanismos e fatores que podem levar a morte celular (Abbas, et al., 2011).

Deste modo, existem dois tipos de resposta imune: a inata e a
adaptativa ou adquirida. Em um dos mecanismos da resposta inata,quando

um antigeno invade o organismo, um grupo de células tenta destrui-lo por



meio da fagocitose. Estas células podem ser mondcitos, macréfagos,
neutrofilos efou células Natural Killer. Este tipo de reconhecimento é
inespecifico, pois as células fagocitam varios tipos de micro-organismos e
fazem parte da primeira linha de defesa do organismo. J4 a adaptativa, é
uma resposta especifica e conta com a atuacdo dos linfocitos, que
reconhecem o patdgeno invasor (Abbas, et al., 2011).

Existem vérios tipos de linfécitos, dentre os quais destacam-se os
linfécitos B, que produzem anticorpos que se ligam ao antigeno para elimina-
lo, os linfocitos T, que estdo envolvidos na producao de linfécitos B, auxiliam
na fagocitose, atuam na eliminacéo antigénica e na replicacdo da resposta
imune e as células NK que ndo apresentam em sua superficie marcadores
gue sao encontrados nas células B, nem os que caracterizam as células T.
No sangue circulante, 10-15% dos linfécitos sdo NK. Estas, por sua vez,
atacam as células neoplasicas e células infectadas por virus sem
necessidade de estimulo prévio. (Robertson, 2002; Abbas, et al., 2011).
Nesse topico, o balanco entre imunidade e tolerancia € importante para
manter a homeostase imune, onde muitos mecanismos séo utilizados para
manter a resposta imune sob controle, incluindo-se a atividade das células
Natural Killer (NK) e T-reguladoras (T-reg) (Ota, et al., 2002; Qin, et al., 2008;
Engel and Kronenberg, 2012) e do importante papel de outros mediadores da
resposta imune como as quimiocinas (Clore and Gronenborn, 1995; Rollins,
1997).

Quimiocinas

As quimiocinas sao uma grande familia de citocinas estruturalmente
homélogas, de aproximadamente 8 a 12kD, que estimulam o movimento dos
leucdcitos (quimiocinese) e regulam a migracdo destes do sangue para o0s
tecidos (quimiotaxia) sendo, portanto, citocinas quimiotaticas (Clore and
Gronenborn, 1995; Rollins, 1997). As citocinas, por sua vez, S0 mensageiros
do sistema imunoldgico. Correspondem a um extenso grupo de moléculas
gue atuam emitindo sinais entre as células durante o desencadeamento da
resposta imune, atuando em diferentes etapas desta resposta (Abbas, et al.,

2011). As guimiocinas envolvidas em reag¢fes inflamatorias sdo produzidas



por leucdcitos em resposta a estimulos externos e as quimiocinas que
regulam o trafego celular entre os tecidos sdo produzidas e constituidas por
vérias células, como endotélio, fibroblastos e megacariocitos (Moser and
Loetscher, 2001; Abbas, et al., 2011).

As moléculas da estrutura das quimiocinas possuem duas alcas
internas de dissulfeto e sao divididas em duas subfamilias dependendo da
posicdo de seus residuos de cisteina aminoterminais imediatamente
adjacentes (cys-cys) ou separados por um aminoacido (cys-X-cys). Estas
diferencas se correlacionam com a organizacdo de duas subfamilias
principais (CC e CXC) em aglomerados separados de genes. Cada
subfamilia possui seu préprio receptor e tem funcbes diferenciadas uma da
outra. As quimiocinas CXC séo quimiotaxicas para neutroéfilos, enquanto as
CC néo agem neste ultimo grupo celular, mas atraem mondcitos, basofilos e
linfocitos. Uma terceira familia tem como Unica representante a fractalquina
(CX3CL1), em que a caracteristica estrutural é a presenca de duas cisteinas
separadas por trés aminoacidos (CX3C) e tem por funcdo a quimiotaxia de
linfocitos T e mondcitos, além de promover a adesdo de leucécitos com
células endoteliais. Finalmente, a quarta familia, que tem dois
representantes, a linfotactina o (XCL1) e linfotactina f (XCL2), possui uma
Gnica cisteina (familia C) que promove a atracdo de células T. Esta
classificacdo foi realizada pela International Union of Immunological
Societies/World Health  Organization Subcommittee on Chemokine

Nomenclature (Bacon, et al., 2003).

Quimiocinas atuam por meio de receptores trans-membranas de alta
afinidade expostos na superficie de células circulantes. Onze receptores
diferentes para quimiocinas CC (chamadas CCR1 a CCR11) e seis para
guimiocinas CXC (chamadas CXCR1 a CXCR6) foram identificados (Moser
and Loetscher, 2001; Raman, et al., 2011). Os receptores de quimiocinas
possuem sitios de ligacdo que podem ser especificos (CCR9, CXCR6), mas,
comumente, o mesmo receptor pode ser alvo de ligacdo de varias

guimiocinas do mesmo grupo (Tabela 1 -Goncalves, et al., 2007).



Os receptores de quimiocinas sdo expressos em leucécitos, com o
maior numero de receptores diferentes vistos em linfocitos T. A expresséo
dos receptores de quimiocinas pode definir subtipos de linfécitos T, como
Thl, Th2, Th17 ou mesmo Treg (Ekman, et al., 2013). Além disso, linfécitos T
periféricos maduros expressam diferentes receptores de quimiocinas
dependendo do seu fenétipo funcional. Estas diferencas determinam, em
parte, o tipo de resposta imune que ird se desenvolver em um sitio de
inflamacéo (Sallusto, et al., 1998; Bacon, et al., 2003; Ekman, et al., 2013).



Tabela 1 - Quimiocinas humanas identificadas até o momento — modificado
e atualizado de Goncalves R, Teixeira A, Campos W and Orefice F. O papel
das quimiocinas nas uveites. 2007 Arq Bras Oftalmol pp. 363-370.

Quimiocina Nome Original

Familia
CXC

CcC

XC

CXsC

CXCL1
CXCL2
CXCL3
CXCL4
CXCL5
CXCL6
CXCL7
CXCL8
CXCL9
CXCL10
CXCL11
CXCL12
CXCL13
CXCL14
CXCL15
CXCL16
CCL1
CCL2
CCL3
CCL4
CCL5
CCL6
CCL7
CCL8
CCL9
CCL10
CCL11
CCL12
CCL13
CCL14
CCL15
CCL15
CCL17
CCL18
CCL19
CCL20
CCL21
CCL22
CCL23
CCL24
CCL25
CCL26
CCL27
CCL28
XCL1
XCL2
CXsCL1

GROa / MIP-2
GRO B
GRO Yy
PF-4
ENA-78
GCP-2
NAP-2
IL-8
MIG
IP-10
I-TAC
SDF-1
BCA-1
BRAK
Lungkine
CXCL16
1-309
MCP-1
MIP-1a
MIP-1(3
RANTES
C10
MCP-3
MCP-2
MIP-1y
CCL10
Eotaxin
MCP-5
MCP-4
HCC-1

HCC-2/MIP-13/Leotactin-1

HCC-4/LEEC
TARC
PARC/DC-CK1
MIP-33/ELC
LARC/MIP-3a.
SLC/6Ckine

MDC

MPIF-1
Eotaxin-2/MPIF-2
TECK

Eotaxin-3
ESkine/MCC/Ctack
MEC

Linfotactina a
Linfotactina
Fractalkine

Receptores
CXCR2

CXCR2

CXCR2

CXCR3

CXCR2

CXCR2

CXCR2
CXCR2+CXCR1
CXCR3

CXCR3

CXCR3

CXCR4

CXCR5

N3do determinado
N3do determinado
CXCR6

CCR8

CCR2

CCR1, CCR5

CCR5

CCR5

N3do determinado
CCR1, CCR2, CCR3
CCR3, CCR5

N3do determinado
N3do determinado
CCR3

CCR2

CCR2, CCR3
CCR1, CCR5
CCR1, CCR3
CCR1, CCR2

CCR4

N3do determinado
CCR7

CCR6

CCR7

CCR4

CCR1

CCR3, CCR5

CCR9

CCR3

CCR10

CCR3, CCR10
XCR1

XCR1

CXsCR1

Localizagdo no Gene
2421

4q21

4q21

4q21

4q21

2421

4q21

2421

4q21

4q21

4q21

10q11.21

4q21

5g31.1

Ndo determinado
17p13

17911

17912

17912

17912

17912

N3do determinado
17911

17911

N3do determinado
N3do determinado
17911

N3do determinado
17911

17912

17912

17912

16913

17912

9p13.3

2936.3

9p13.3

16913

17912

7911

19g13.3

7911

9p13.3

5p12

1924

1924

16913



Apos serem ativados pelas quimiocinas, os receptores das quimiocinas
iniciam uma complexa cascata de sinalizacdo que leva a ativacdo de
moléculas de integrina na superficie celular. As integrinas sdo moléculas
essenciais para que ocorra a adesdo das células de defesa aos tecidos
envolvidos nos processos inflamatérios (Cameron and Kelvin, 2003).

Além das fun¢Bes como agente quimiotatico de linfécitos, os estudos
com as quimiocinas e seus receptores revelaram outros importantes papéis
para estas moléculas, como a sua relacdo com metastases tumorais e,
contraditoriamente, a inibicdo do crescimento de células tumorais, assim
como infec¢bes e doengas autoimunes, como artrite reumatdide e esclerose
multipla (Loetscher and Moser, 2002; Dong, et al., 2003; Raman, et al., 2011).

As quimiocinas exercem um papel soberano na progressédo tumoral.
Processos inflamatérios crénicos promovem a formacdo tumoral e tanto as
células tumorais como as células do estroma, produzem quimiocinas e
citocinas. Estas atuam tanto por mecanismos autocrinos, como paracrinos
para sustentar o crescimento da célula tumoral, induzir a angiogénese e

facilitar a diminuicdo da vigilancia imunolégica (Raman, et al., 2007).

As gquimiocinas e seus receptores também tém papel importante no
desenvolvimento e manutencdo da imunidade inata e adaptativa (Raman, et
al., 2007) Além disso, atuam no processo de cicatrizacdo de feridas e
angiogénese (Raman, et al., 2011). Quando o papel fisiolégico das
guimiocinas é subvertido ou cronicamente ampliado, a doenca pode se
desenvolver. Como estdo envolvidas na fisiopatologia da inflamacao cronica,
tumorigénese e metastase, assim como nas doencas autoimunes, tem sido
avaliado o uso potencial de antagonistas de quimiocinas para terapia salvo
apropriadas (Raman, et al.,, 2011). Apesar da acdo das quimiocinas na
modulacdo da atividade de outras células do sistema imune ainda nao ter
sido completamente elucidado, algumas de suas ac¢des em outros
mediadores imunolégicos como as células T-reguladoras e NK ja séo
bastante conhecidas (Qin, et al., 2008; Robertson, 2002).



Células T-reguladoras

O balanco entre imunidade e tolerancia é importante para manter a
homeostase imune. Muitos mecanismos sao utilizados para manter a
resposta imune sob controle, como a anergia de linfocitos T, a apoptose e a
ignorancia imunolégica (Abbas, et al., 2011). Um quarto mecanismo de
tolerancia periférica € a supresséao ativa por células reguladoras como células
T CD4'CD25"" (T-reg) que expressam, constitutivamente, as moléculas
CTLA-4, GITR e Foxp3 (Fontenot, et al., 2005), células Th3 produtoras de
TGF-beta, células Trl produtoras de IL-10 e células T CD8'CD28" (Maloy and
Powrie, 2001; Askenasy, et al., 2008). As células T reguladoras foram
primeiramente descritas no inicio dos anos 70, mas como fatores
supressores soluveis hipotéticos ndo puderam ser identificados em nivel
molecular e marcadores celulares apropriados ndo eram conhecidos
(Sakaguchi, et al.,, 1995). O conceito de célula T supressora permaneceu
esquecido por um longo tempo. A descoberta de Sakaguchi e colaboradores
de que a transferéncia adotiva de uma populacédo de células T depletadas da
molécula CD25 induzia uma série de doencas autoimunes O0rgao-especificas
em recipientes imunodeficientes, colocou o modelo de células T reguladoras
novamente no foco da imunologia (Sakaguchi, et al., 1995). As células T
CD4'CD25"" foram denominadas células T reguladoras (T-reg) e, desde
entdo, as mesmas tém sido intensivamente estudadas (Long and Buckner,
2011; Filaci, et al., 2011; Selmi, 2011)

Inicialmente, acreditava-se que eram células derivadas do timo
(Seddon and Mason, 2000), entretanto, depois verificou-se que essas células
também podem ser geradas na periferia (Waldmann and Cobbold, 2001). As
células T-reg podem ser ativadas por antigenos proprios ou nao proprios e,
uma vez ativadas, podem suprimir células T de maneira antigeno nao
especifica (Jonuleit and Schmitt, 2003; Sakaguchi, et al., 2010). Os efeitos
supressivos dessas células ndo sao restritos ao sistema imune adaptativo
(células T e B), mas podem também influenciar a ativacdo e a funcéo de
células do sistema imune inato (mondcitos, macréfagos, células dendriticas).

ApOs a ativacdo do TcR (receptor de células T para antigeno de superficie),
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as células T-reg naturais inibem respostas imunesin vivo e in vitro de
maneira antigeno ndo especifica, CHP n&o restrito e via um processo
independente de células apresentadoras de antigenos (CAA). Células T-reg
adaptativas sdo induzidas por antigenos, desenvolvem-se na periferia e
exercem sua funcdo por meio da secrec¢ao de citocinas inibitérias (como IL-10
e TGF-B) ou tolerizando CAA por interagdes célula-célula (Maloy and Powrie,
2001; Selmi, 2011).

O Foxp3 foi identificado como um marcador molecular especifico para
células T-reg e sua expressao € essencial para o desenvolvimento e a fungéo
desta célula. A expressado ectdpica de Foxp3 em linfocitos T convencionais
pode conferir atividade supressora aos mesmos e estes também passam a
apresentar altos niveis de CD25. Aparentemente, o Foxp3 age estabelecendo
e mantendo o programa genético da T-reg e funciona como um regulador
negativo da ativacdo de células T e talvez como efetor transcricional de
programas de citocinas anti-inflamatorias (Fontenot, et al., 2005; Filaci, et al.,
2011; Josefowicz, et al., 2012).

No entanto, a identificacdo das células T-reg permanece problematica
porque nao existe consenso acerca de seus marcadores. Algumas evidéncias
sugerem que todos os marcadores atualmente utilizados (CD25, CTLA-4,
GITR, LAG-3. CD127 e o proprio Foxp3) podem representar marcadores
gerais de linfocitos T, ao invés de serem realmente especificos para as
células T-reg. (Askenasy, et al., 2008; Corthay, et al., 2009). Apesar de que
as evidéncias mais recentes, assim como uma grande revisdo sistematica
sobre o tema, demonstraram a especificidade de acdo do Foxp3 como
marcador especifico e efetor transcricional das células T-reg (Josefowicz, et
al., 2012; Peterson, et al., 2012)

Sabe-se que em humanos, as células T-reg sdo reguladas pelas
guimiocinas CCL17 e CCL21 (ligantes de CCR4 e CCR7) que podem

modular e expressar a sua atividade nos tecidos (Qin, et al., 2008).
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Células Natural Killer

As células Natural Killer (NK) estdo entre as principais células do
sistema imune dos vertebrados. O papel das células NK é andlogo ao de
células T citotoxicas na resposta imune adaptativa. As células NK fornecem
respostas rapidas para as células infectadas por virus e respondem a
formacdo de tumores, comecando a atuar cerca de 3 dias apos a infeccéo.
Sendo assim, desempenham importante papel na resposta inata podendo
diferenciar células infectadas por virus, células neoplasicas e células normais
(Sikora, et al., 2011; Rudensky, 2011, Vivier, et al., 2011).

As células NK sdo linfocitos e possuem a habilidade de eliminar
células-alvo de acordo com o reconhecimento do complexo de
histocompatibilidade principal (CHP) expresso em suas superficies. Elas
reconhecem as células que expressam o CHP classe | como proprias, sendo
destruidas aquelas células que néo o apresentam. Foram nomeadas natural
killers por causa da nocéo inicial de que ndo necessitam de ativacdo para
eliminar as células sem marcadores self do CHP classe I. Sdo definidas como
linfocitos granulares grandes (LGG) e constituem o terceiro tipo de células
diferenciadas do antepassado comum linféide que gera linfocitos B e T. Elas
podem também contribuir, por meio da producdo de citocinas, na resposta
imune adaptativa contra patdgenos intracelulares e células malignas
(Robertson, 2002; Rudensky, 2011; Vivier, et al., 2011).

Além do conhecimento que as células NK séo efetores da imunidade
inata, uma pesquisa revelou informacdes sobre a atividade tanto na ativacao
guanto na inibicdo dos receptores das células NK, os quais desempenham
importante papel, tanto na funcdo de auto-tolerancia quanto na sustentacéo
da atividade das células NK (Arina, et al., 2007). Elas também desempenham
um papel na resposta imune adaptativa. Numerosas experiéncias tém
trabalhado para demonstrar a sua capacidade de facilmente adaptar-se ao
meio ambiente de forma quase que imediata e formular memaria imunoldgica
antigeno especifica, fundamental para responder a infec¢cdes secundérias
com o mesmo antigeno (Vivier, et al., 2011). A capacidade das células NK

para atuar tanto na resposta imune inata quanto na adaptativa tem se tornado
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objeto de pesquisa importante, na tentativa de se utilizar seus resultados em
potenciais terapias (Arina, et al., 2007).

Nos humanos células NK migram em resposta a ligantes conhecidos
das quimiocinas CXCR3 (CXCLS9, 10, 11) e CXCR4 (CXCL12) e a quimiotaxia
de células NK é estimulada por XCL1 e CX3CL1 (Robertson, 2002).

Consideragdes sobre endometriose, células NK e células T-reg

Devido a funcdo das células NK e T-reg, postula-se que elas

desempenhem importante papel na génese da endometriose.

A primeira publicagdo em inglés avaliando a relagédo das células NK e
endometriose vem da Bélgica, em 1991 (Oosterlynck, et al., 1991). Este grupo
avaliou o percentual de células NK em relacdo a subpopulacéo linfocitaria em
sangue periférico e sua citotoxicidade em relagdo ao endométrio topico das
mesmas pacientes. A atividade das células NK e a citotoxicidade contra o
endométrio tOpico autdlogo estava diminuida nas pacientes com
endometriose e, além disto, se correlacionava com a severidade da doenca.
Apoés avaliacdo in vitro puderam observar que a citotoxicidade das células
NK era menor nas pacientes com endometriose quando comparadas as
mulheres sem a doenca e que esta diminuicdo era menor, quanto maior fosse
o estadiamento da doenca. O mesmo grupo ainda relatou uma diminui¢do da
atividade das células NK no fluido peritoneal de pacientes com endometriose
(Oosterlynck, et al., 1992).

Da mesma forma, Kikuchi et al, (Kikuchi, et al., 1993) avaliaram o
percentual de células NK em sangue periféricos de 10 mulheres com
endometriose, 10 mulheres com miomas e 9 mulheres higidas e encontraram
uma diminuicdo do percentual de células NK nas portadoras de

endometriose.

Dias Jr et al., em 2012, realizaram citometria de fluxo em sangue
periférico de 155 mulheres, sendo 100 pacientes com endometriose e 55

mulheres submetidas a laqueadura tubaria. Estas mulheres foram
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submetidas a laparoscopia e encontraram diferengcas nas concentracdes de
células NK em pacientes com endometriose profunda. Estas pacientes
apresentaram uma maior concentracdo de células NK no sangue periférico
(15,3%), em comparagdo as pacientes sem endometriose (9,8%). Ao
avaliarem as pacientes com estadio avancado da doenca (especialmente
aguelas com doenca de retossigmaide), esta diferenca foi ainda maior (19,8%
vs. 10,3%).

Apesar de resultados dispares na literatura, sugere-se que as células
NK efetivamente participam do clearance das células endometriais
regurgitadas para a cavidade abdominal, durante o periodo menstrual
(Maeda, et al., 2002; Berbic & Fraser, 2013).

Em relacdo as células T-reguladoras, Berbic et al. (Berbic, et al., 2010)
demonstraram um aumento da expressdo de Foxp3, em avaliacdo
imunoistoquimica, no endomeétrio tdépico de pacientes com endometriose
durante a fase secretora do ciclo menstrual. Os autores postularam haver
diminuicdo da habilidade dos leucécitos em reconhecer e marcar
efetivamente antigenos endometriais regurgitados pela menstruacgao,
permitindo sua sobrevivéncia e, desta forma, a capacidade de se implantar
em sitios ectopicos. Além disto, a variabilidade da expressdo do Foxp3
nestes sitios ectopicos, teve correlacdo com a fase do ciclo menstrual e com

as caracteristicas e estadios de cada lesao.

Braundmeier et al. (Braundmeier, et al., 2012), utilizaram um modelo
animal de endometriose (Papio anubis) e avaliaram a expressao de Foxp3 no
sangue periférico (imunoistoquimica) e endométrio topico (RT-PCR) de
animais controles e com endometriose induzida. A expressdo de Foxp3 e
células T-reg também estava reduzida no endométrio tépico comparada com
0S animais controles, ao passo que estes parametros estavam aumentados

no endométrio ectopico quando comparados com o endométrio tépico.

Assim como na endometriose, no cancer parece haver um disturbio da
resposta imune e algumas pesquisas tém tentado demonstrar que a inibicdo

das células T-reg poderia permitir uma melhor resposta as terapias
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imunoldgicas contra a doenca. Existem evidéncias de que certos regimes de
guimioterapia sao capazes de mediarem seus efeitos, pelo menos em parte,
por meio da inibicdo das células T-reg. Ja foi demonstrado que a
ciclofosfamida e o paclitaxel acarretam uma diminuicdo da populagdo de
células T-reg maior do que outras células do sistema imune, diminuindo
também seu papel inibitério e possibilitando assim uma resposta mais

adequada das células do sistema imune (Menetrier-Caux, et al., 2012).

Podgaec et al, 2012, avaliaram 98 mulheres, sendo 70 com
endometriose e 28 sem a doenca. Primeiramente, foram isolados os linfocitos
do fluido peritoneal e as células CD4"CD25"" por meio da citometria de
fluxo. A seguir, foi utilizado o RT-PCR para se verificar a expressédo de
Foxp3 nestas celulas. De todos os linfocitos isolados no fluido peritoneal das
mulheres com endometriose, 36,5% (mediana) foram CD4*'CD25"%" ao
passo que nas mulheres sem doenca, somente 1,15% (mediana). O
resultado da expressédo do Foxp3 foi semelhante, sendo 50 (pacientes com

endometriose) versus 5 (grupo controle).

Assim, para a hipotese do presente estudo, salientamos que a atuacao
deste grupo de mediadores da resposta inflamatéria parece ter importante
papel na coordenacdo da resposta imune contra as células endometriais.
Como demonstrado por Dias et al., 2012, as células NK estdo aumentadas no
sangue periférico de pacientes com endometriose profunda e por Podgaec et
al, 2012, mostraram que as células T-reg também estdo aumentadas no
fluido peritoneal das pacientes com endometriose, provavelmente, as células
endometriais, quando presentes na cavidade peritoneal ndo seriam
eliminadas desse local impréprio por acdo deficiente em vérias etapas da
resposta imune. Talvez o aumento das células NK seja compensatério pela
diminuicdo em sua citotoxicidade. Ou ainda que o aumento das células T-reg
poderia bloguear a resposta imune e, desta forma, permitir a implantacao das
células endometriais. Este aumento poderia ainda ser compensatorio, para
bloguear a exacerbacdo da resposta imune contra a instalacdo da

endometriose.
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Sabemos que macréfagos e células dendriticas, que sao células
apresentadoras de antigenos, podem estar ativadas e aumentadas, porém,
suprimidas pela acdo das células T-reg aumentadas (Corthay, 2009;
Peterson, 2012).

Sabendo que as células NK séo reguladas pelas quimiocinas CXCLS9,
CXCL10, CXCL11, CXCL12, XCL1 e CX3CL1 e as T-reguladoras pelas
guimiocinas CCL17 e CCL21, o estudo destes mediadores que modulam a
atividade e migracao destas células pode permitir uma melhor compreenséao
de mais uma etapa da resposta imune e ainda contribuir, no futuro, para
eventuais tratamentos desta doenca. Se estas células estdo aumentadas, as
guimiocinas gque regulam sua migragcdo devem ter um expressao diferenciada

nas pacientes com endometriose.
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2. OBJETIVOS
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Obijetivo principal

e Avaliar a expressdo génica de quimiocinas reguladoras da
atividade de células Natural Killer (CXCL9, CXCL10, CXCL11,
CXCL12, XCL1 e CX3CL1) e T-reguladoras (CCL17 e CCL21) no
tecido endometrial tépico e na lesdo endometridtica de pacientes
com endometriose profunda (retossigmoide e retrocervical).

Obijetivos especificos

e Relacionar, em pacientes com endometriose profunda, a expresséo
génica das quimiocinas reguladoras da atividade de células Natural
Killer e T-reguladoras com:

fase do ciclo menstrual,

guadro clinico;

estadiamento da endometriose (ASRM, 1996);

o o T @

localizacdo da doenca: retrocervical e retossigmoide.
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3. PACIENTES E METODOS
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3.1 Pacientes
3.1.1 Local de estudo e pacientes

O estudo foi realizado no Setor de Endometriose da Diviséo de Clinica
Ginecolégica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo (HC-FMUSP). As pacientes foram divididas em
trés grupos: pacientes com endometriose de retossigmdide confirmada
histologicamente (grupo A), pacientes com endometriose retrocervical
confirmada histologicamente (grupo B) e pacientes sem endometriose
submetidas a cirurgia de laqueadura tubaria como método de planejamento
familiar (grupo C). O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da instituicdo
(n°0025/10). As pacientes foram previamente informadas sobre o estudo e o
material foi coletado apos a assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido, pelas mesmas. A coleta das amostras respeitou 0s principios
eticos, praticos e de biosseguranca estipulados pelo Ministério da Saude e

pelas Comissées de Etica em Pesquisa com Seres Humanos da instituic&o.
3.1.2 Numero de paciente estudados

Trata-se de estudo caso-controle prospectivo exploratorio, com
um n de 64 pacientes entre casos e controles, que foi 0 nimero de casos

operados consecutivamente em um ano.
3.1.3 Critérios de incluséo/excluséo
Determinou-se para os grupos A e B os seguintes critérios de inclusao:
e |dade entre 18 e 40 anos;

e Ciclos menstruais eumenorreicos com o intervalo entre os ciclos

variando de 26 a 34 dias;

e Endometriose comprovada histologicamente em regido de

retossigmoide (A) ou retrocervical (B);
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e Auséncia de doengas autoimunes comprovadas por anamnese,

exame fisico e laboratoriais quando necessario;

e Nao utilizacdo de terapéutica hormonal nos trés meses que
antecederam a cirurgia, incluindo andlogos de GnRH,

progestagénios e contraceptivos hormonais orais.

Para o grupo C, foram selecionadas mulheres respeitando os mesmos

critérios acima, com excecao da confirmacao histolégica de endometriose.

3.2 Métodos

3.2.1 Dindmica do Estudo

Todas as pacientes foram avaliadas do ponto de vista clinico pela
historia, exame fisico e de imagem (ultrassonografia pélvica e/ou transvaginal
e ressonancia magnética, quando apropriado), de acordo com a indicacao
clinica para confirmacdo da suspeita de endometriose e posterior indicacao

cirargica.

A decisdo sobre a realizacdo de tratamento clinico ou cirdrgico
depende, de forma preponderante, do quadro clinico, assim como do desejo
reprodutivo, idade da paciente e das caracteristicas das les6es. No grupo A,
as pacientes foram submetidas a cirurgia quando da presenca de lesdo em
retossigmoide a ultrassonografia e que ndo apresentaram melhora clinica
apo6s 6 a 12 meses de tratamento, ou ainda, quando havia quadro sugestivo
de subocluséao intestinal. No grupo B, foram encaminhadas para cirurgia as
pacientes com ultrassom sugestivo de lesdes retrocervicais e que

apresentavam falha do tratamento clinico ap6s 6 a 12 meses de tentativa.

Com relacdo ao grupo C, foram encaminhadas para cirurgia de
laqueadura tubéaria, pacientes com prole constituida e sem desejo
reprodutivo. Durante a cirurgia foi possivel confirmar a auséncia de lesdes de

endometriose.
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No momento da video-laparoscopia foi anotado o dia do ciclo
menstrual, sendo considerado como fase folicular do primeiro ao décimo
quarto dia do ciclo e fase Idtea do décimo quinto até o ultimo dia do ciclo

menstrual.

Os fragmentos de endométrio das participantes do estudo foram
coletados com cureta de Pipelle antes do inicio da video-laparoscopia. Os
fragmentos das lesdes de endometriose foram coletados apos a exérese dos
mesmos durante o procedimento terapéutico. Foi coletado aproximadamente

3cm? de tecido por paciente.

Cada fragmento coletado foi dividido em duas partes iguais: a primeira
foi armazenada em tubo com RNAlatter (Qiagen® -Ontario- CA code 76106)
a -80°C e a segunda encaminhada para o Departamento de Anatomia
Patoldgica, para seguir os tramites habituais do diagndstico histolégico da

doencga.
3.2.2 Quadro Clinico

Todas as pacientes foram questionadas sobre o0s seis sintomas

relacionados a endometriose:
1. Dismenorréia — dor em colica durante o periodo menstrual,
2. Dispareunia de profundidade — dor pélvica durante o ato sexual;

3. Dor pélvica aciclica — dor pélvica sem relacdo com o periodo

menstrual, constante, sem melhora com o uso de analgésicos;

4. Infertiidade — dificuldade para um casal, sem o0 uso de métodos
contraceptivos, engravidar por pelo menos um ano de tentativa, com

vida sexual ativa (duas ou mais relacdes por semana);

by

5. Alteracéo intestinal ciclica — dor e/ou sangramento a evacuacdo no

periodo menstrual,
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6. Alteracdo urinéria ciclica — dor e/ou sangramento & mic¢ao no periodo

menstrual.

Todos os quadros algicos tiveram sua intensidade avaliada de acordo com
uma escala analdgica de dor (anexo 1).

Grupo A Grupo B Grupo C
Pacientes com Pacientes com Mulheres sem
endometriose de endometriose endometriose
retossigmoide retrocervical
N=22 N=10 N=32

Coleta de

fragmentos de Coleta de
endométrio topico fragmentos de

e de lesGes de endométrio topico

endometriose

RT-PCR das quimiocinas:
CXCL, CXCL10, CXCL11,
CXCL12, XCL1 e CX3CL1

(NK)
CCL17 e CCL21 (T-reg)

Quadro 1 — Representacdo esquematica da dindmica de estudo
3.2.3 Estadiamento da Endometriose

As pacientes do grupo A foram estadiadas segundo a classificacdo da
American Society for Reproductive Medicine (1996) (Figura 1). Para fins
estatisticos, agrupamos os estadios | e || como “estadio inicial” e os estadios
[Il e IV como “estadio avangado”.
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Figura 1: Estadiamento da endometriose proposto pela American Society for
Reproductive Medicine (1996)

Estadio | (minima): 1-5 Estadio Il (leve): 8-15
Estadio Il (moderada): 168-40 Estadio IV (severa): > 40
ENDOMETRIOSE <lecm 1Jem *3em
RITONSD Superhicial | 2 4
Profanda 2 4 &
D superficial | 2 4
Profunda 4 16 20
OVARIO
E superficial | 2 4
Profunda 4 16 20
OBLITERACAO DO FUNDO Parcisl Completa
DE SACO POSTERIOR 4 40

ADERENCIAS < 173 Eavolvido 173 - 223 Envolvidos » 23 Envolvides
D Vdamentosa 1 2 4
v )\ ]
v Densa 4 ] £ 16
" E Velamentosa 1 | 2 f
Densa 4 ‘ 8 16
D Velamentosa 1 | 2 4
OMPA Densa 4 1 B* 16
E Velameatosa 1 | 2 4
Densa 4 l B* 16

* Se as fimbrias tubarias estiverem totaimente envolvidas por aderéncias, mude o escore para 16.

Porcentagem de implantes:

Lesdes vermelhas (claras, vermelhas, rosadas, em chama, vesiculas): %
Lesdes brancas (brancas, amareladas, marrons, defeitos de pertdnio): %
Lesdes pretas (pretas, depositos de hemossiderina, azuis): %

Endometnose adicional:

Patologias associadas:

[ Usarem caso de trempas

7\

D

E Usar em case de rempas )

> =
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3.3 Deteccgdo das quimiocinas por PCR em tempo real no endométrio

topico e nas lesdes endometridticas
e Extracdo de RNA

Células do endométrio topico e lesdo endometridtica, obtidas durante o
procedimento cirargico dos pacientes e dos individuos controle, foram
descongeladas, pulverizadas em gral com nitrogénio liquido e submetidas a
extracdo do RNA total, por meio da técnica descrita por Chomizinski and
Sacchi em 1987, a qual utiliza solugdo de Trizol (Life Technologies, Grand
Island, NY, USA) para isolamento de RNA total.

O RNA obtido dos fragmentos de endométrio e das lesbes
endometridticas foi extraido por meio da adicdo de 1ml de trizol, incubacéao a
temperatura ambiente por 5 minutos e, apés adicéo de 0,2 ml de cloroférmio,
agitacéo vigorosa por 15 segundos e incubacao a temperatura ambiente, por
3 minutos. A separacédo de fases foi feita por centrifugacdo a 12.000g por 15
minutos a 4°C. O RNA presente na fase aquosa (superior) foi transferido para
outro tubo e precipitado pela adicao de 0,5 ml de isopropanol por 10 minutos
a temperatura ambiente. Posteriormente, a amostra foi centrifugada a
12.000g por 10 minutos a 4°C. O sedimento foi lavado com 1 ml de etanol a
75% (com o uso de vortex), centrifugado a 7000g por 5 minutos, seco a
temperatura ambiente e ressuspenso em agua contendo DEPC
(dietilpirocarbonato). Apos este procedimento, o material foi mantido a —

80°C, para manutencao da integridade das amostras.
e Quantificacdo de RNA

Apbs a extracdo, o RNA obtido foi quantificado por meio de leitura em
espectrofotometro (Nano Vue plus, GE - New Jersey, USA) nos
comprimentos de onda (A) de 260 e 280 nm. O grau de pureza da amostra foi
verificado por meio da andlise da relacdo entre 260 e 280nm, sendo

considerados valores entre 1,7 e 2,0 (Sambrook, 1989).



GENE
CCL17
CCL21
CXCL9
CXCL10
CXCL11
CXCL12
XCL1
CX3CL1
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As amostras de RNA foram tratadas com DNAse | (Life Technologies,
Grand Island, NY, USA) para descartar possivel contaminacdo com DNA.

Além disto, uma aliquota de RNA foi submetida a eletroforese em gel
de agarose 1%, corado com brometo de etidio para visualizacdo da

integridade das amostras.
e Reacdo de PCR em tempo real (RT-PCR)

A expressao dos genes foi avaliada por PCR em tempo real utilizando
100ng de RNA em equipamento Step One (Applied Biosystems — Foster City,
CA — USA) com o kit Super Script Il Platinum SYBR® Green One-Step
gRT.PCR (11736-051- Invitrogen Carlsbad, CA - USA) que contem SYBR®
Green | como fluoréforo. A quantificacdo da expressao génica foi realizada
por 2°22CT (Livak et AL, 2001), usando o gene da Beta2-microglobulina como
controle interno. As sequéncias dos primers especificos que foram utilizados,
assim como as temperaturas de hibridizacdo e tamanhos dos fragmentos

encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2: Lista de Primers das quimiocinas CCL17, CCL21, CXCL9,
CXCL10, CXCL11, CXCL12, XCL1 e CX3CL1 utilizados no presente estudo.

GENE BANK  SENSE REVERSE

PB

NM_002987  ACTGAAGATGCTGGCCCTGGTC AAACGATGGCATCCCTGGAGC 182

NM_002989 CCCAGCTATCCTGTTCTTGC TCAGTCCTCTTGCAGCCTTT
NM_002416.1 TGCTGGTTCTGATTGGAGTG TTTGGCTGACCTGTTTCTCC
NM_001565 CTGTACGCTGTACCTGCATCA TTCTTGATGGCCTTCGATTC
NM_005409 AGAGGACGCTGTCTTTGCAT TGGGATTTAGGCATCGTTGT
AY802782 GTCAGCCTGAGCTACAGATGC CTTTAGCTTCGGGTCAATGC
NM_002995 TGGCATCTGCTCTCTCACTG ATTTCCTGTCCATGCTCCTG
NM002996 TCTGCCATCTGACTGTCCTG CTGTGCTGTCTCGTCTCCAA

201
246
172
154
162
236
169

A representacdo esquematica de todo o processo da deteccdo da
expressdo génica das quimiocinas pelo PCR em tempo real no endométrio

topico e nas lesdes endometridticas se encontra no quadro 2.
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Fragmentos de
endométrio topico
e de lesdes de
endometriose

Armazenamento Pulverizagdo em
em RNAlatter a gral de nitrogénio
-802C liguido

Quantificagdo do Tratamento com
RNA DNAse

Extracdo de RNA

Analise da

PCR em tempo real expressao génica
(Z-AACT)

Quadro 2 — Representacdo esquematica da deteccdo das quimiocinas por

PCR em tempo real no endométrio topico e nas les6es de endometriose.
3.4 — Método Estatistico

Para responder aos objetivos do estudo, as caracteristicas
guantitativas foram descritas segundo grupos com uso de medidas resumo
(média, desvio padrdo, mediana, minimo e maximo). A idade foi comparada
entre os grupos com uso do teste ANOVA (Neter, et. al., 1996). Para
comparacao das queixas clinicas entre os grupos foi aplicado o teste Kruskal-
Wallis, seguido de comparacdes multiplas ndo paramétricas (Neter, et. al.,

1996), para identificar entre quais grupos ocorre a diferenca.

As caracteristicas qualitativas das mulheres foram descritas segundo
grupos com uso de frequéncias absolutas e relativas, verificada a existéncia
de associacdo entre as medidas e 0s grupos, com uso de testes da razéo de

verossimilhancgas (Kirkwood e Sterne, 2006).
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As quimiocinas foram descritas segundo grupos e locais de avaliagao
com uso de medidas resumo e comparadas entre 0os grupos e locais, uso do
teste ANOVA com medidas repetidas, sendo o fator local hierarquico ao fator
grupo (Singer e Andrade, 2000). As analises foram seguidas de comparacdes
multiplas de Tukey (Neter, et. al., 1996) para verificar entre quais grupos e
locais ocorreram as diferencas. Todos os resultados foram padronizados pelo
valor do grupo controle, sendo este considerado como 1 e os demais como

uma comparagcao com relacéo a este valor.

Os resultados das quimiocinas foram descritos no endométrio tépico
segundo grupo de pacientes e segundo fase do ciclo menstrual, com uso de
medidas resumo e comparados os valores de quimiocinas, segundo grupos e

fase com uso de ANOVA com dois fatores (Neter, et. al., 1996).

Os resultados foram ilustrados com graficos de barras representando
as medias com os respectivos erros padrdes e os testes foram realizados

com nivel de significancia de 5%.
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4. RESULTADOS
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Cento e vinte e duas pacientes foram submetidas a tratamento
cirurgico no Setor de endometriose do Hospital das Clinicas da Universidade
de S&o Paulo, sendo que 64 foram incluidas em nosso estudo quando
avaliadas, por cumprirem os critérios para participacdo do mesmo. A seguir,
foram divididas nos seguintes grupos: A: 22 pacientes com endometriose
intestinal, B: 10 pacientes com endometriose retrocervical e C: 32 pacientes
submetidas a laqueadura tubaria para contracepc¢ao definitiva. A média etaria
no grupo A foi de 34,14 (DP=4,87), no grupo B de 34,70 (DP=5,66) e no
grupo C de 31,97 (DP=3,46), o que ndo mostrou diferenca significativa (p =
0,102) na comparacao entre 0S grupos.

Como exposto na tabela 3, todas as queixas clinicas avaliadas
apresentaram diferencas estatisticas significativas entre 0s grupos
(p<0,001), sendo o valor no grupo controle estatisticamente menor que nos

grupos de pacientes.
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Tabela 3 — Descricdo das caracteristicas referentes ao quadro clinico das
pacientes com endometriose retrocervical e de retossigmoide e mulheres

sem endometriose (grupo controle).

% de

pacientes | Média
acometidas | (EVA) DP N

Controle 37,50% 1,38 2 32

EDT RS 86,36% 755 3,26 22 <0,001
Dismenorréia EDT RC 80% 6,9 3,93 10

Controle 0 0 0O 32

EDT RS 54,54% 3,5 3,67 22 <0,001
Dispareunia EDT RC 60% 23 2,75 10

Controle 0 0 0O 32

EDT RS 36,36% 2,59 3,57 22 <0,001
DPC EDT RC 50% 22 3,19 10
Alteracdes Controle 0 0 0 32
intestinais EDT RS 40,90% 282 3,71 22 <0,001
ciclicas EDT RC 40% 2,1 3,45 10
Alteracdes Controle 0 0 0 32
urinarias EDT RS 18,18% 1,36 3,06 22 <0,001
ciclicas EDT RC 0 0 0 10

DP = desvio padrao
EVA = escala visual analogica de dor
EDT RS = pacientes com endometriose de retossigmoide
EDT RC = pacientes com endometriose retrocervical

Conforme demonstrado pelos graficos 1 a 4, as quimiocinas CX3CL1,
CXCL12 e CCL17 apresentaram medias estatisticamente diferentes entre os
grupos ou locais de avaliacdo (p<0,05). Quando as quimiocinas com
diferencas estatisticas significativas foram avaliadas isoladamente, pudemos
observar que duas delas (CX3CL1 e CXCL12) eram reguladoras da atividade

das células NK.
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Considerando as quimiocinas relacionadas a atividade das células NK,
a CX3CL1 (Fraktalkine) apresentou maior expressao na lesdo endometriotica
da doencga retrocervical quando comparado aos demais grupos (p<0,05).
(Graficol).

© 4.5 1
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- * Endométrio
zg 3 - Tépico
o .
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)
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-
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>
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Retossigméide Retrocervical

*p<0,05 quando comparado com 0s demais grupos.

Grafico 1 — Expresséao relativa da quimiocina CX3CL1 em endométrio topico
e lesdo endometridtica de pacientes com endometriose retrocervical e de

retossigmoide e endométrio topico de pacientes sem endometriose.

Tanto as pacientes com endometriose retrocervical, como aquelas com
doenca de retossigmoide, possuiam uma expressdo da CXCL12 maior no
foco de doenca do que no endométrio topico das mulheres com endometriose

e daquelas submetidas a lagueadura tubaria (p < 0,05) (Grafico 2).
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*p<0,05 quando comparado com 0s demais grupos.

Grafico 2— Expressao relativa da quimiocina CXCL12 em endomeétrio topico
e lesdo endometridtica de pacientes com endometriose retrocervical e de

retossigmoide e endométrio topico de pacientes sem endometriose.

Nas demais quimiocinas relacionadas com a atividade e/ou migracéao
das células NK, nao foram encontradas diferencas significativas na
comparacao entre os grupos e/ou locais avaliados, apesar de verificarmos
uma certa tendéncia em alguns casos, como a XCL1, que parece ser menos
expressa na endometriose de retossigmoide e a CXCL9, que parece estar
diminuida na lesdo endometridtica das pacientes com endometriose de

retossigmoide, porém, as duas sem confirmacao estatistica.
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Quadro 3— Expressao relativa da quimiocina CXCL9, CXCL10, CXCL11 e

XCL1 em endométrio topico e lesdo endometridtica de pacientes com

endometriose retrocervical e de retossigmoide e endométrio topico de

pacientes sem endometriose.

Das quimiocinas relacionadas a atividade das células T-reg, a CCL17

apresentou resultado significativo. Ela foi mais expressa no endométrio topico

de pacientes com lesdo em retossigméide quando comparada aos demais

grupos (p<0,05) (Grafico 3).
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* p<0,05 quando comparado com os demais grupos.

Grafico 3— Expressao relativa da quimiocina CCL17 em endométrio topico e
lesdo endometridtica de pacientes com endometriose retrocervical e de

retossigmoide e endométrio topico de pacientes sem endometriose.

Quando avaliamos a CCL21, nao encontramos diferencas

significativas na expresséo génica entre os grupos (Grafico 4).
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Grafico 4— Expressao relativa da quimiocina CCL21 em endométrio topico e
lesdo endometridtica de pacientes com endometriose retrocervical e de

retossigmoide e topico de pacientes sem endometriose

Nenhuma das duas fases do ciclo menstrual teve predominancia
significativa em nenhum dos 3 grupos, ndo mostrando diferencas
significativas nas expressfes génicas das quimiocinas quando comparadas

as fases do ciclo menstrual (Tabela 4).
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Tabela 4 — Descricdo da expressao génica das quimiocinas XCL1, CX3CL1,
CXCL9, CXCL10, CXCL11, CXCL12, CXCL17 e CCL21 nas pacientes com e

sem endometriose segundo as fases do ciclo menstrual, folicular e lGtea.

Fase do ciclo menstrual

Quimiocina Folicular Lutea

DP \ Média DP
XCL1 1,335 1,487 29 0,998 1,147 35 0,189
CX3CL1 1,087 0,914 29 1,086 1,095 35 0,845
CXCL9 1,066 1,058 29 1,786 4,097 35 0,919

CXCL10 0,973 1,053 29 2,183 6,478 35 0,399
CXCL11 1,009 1,183 29 1,449 1,927 35 0,157
CXCL12 1,669 1,812 29 1,395 1,766 35 0,430
CCL17 2,414 1,919 29 3,374 4,631 35 0,751
CCL21 3,917 9,995 29 6,353 25,919 35 0,147

A tabela 5 mostra que pacientes com endometriose e com
dismenorréia apresentam estatisticamente menor valor da quimiocina
CXCL11 (NK) no endométrio topico que pacientes sem dismenorréia (p =
0,019).
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Tabela 5 — Descricdo da expressao génica das quimiocinas XCL1, CX3CL1,
CXCL9, CXCL10, CXCL11, CXCL12, CXCL17 e CCL21 nas pacientes com
endometriose de retossigmoide e retrocervical segundo a presenca de

dismenorréia.

Dismenorréia

Quimiocina Nao

DP N Média
XCL1 0,396 0,513 5 0,889 0,875 27 0,220
CX3CL1 0,498 0,250 5 0,945 0,637 27 0,087
CXCL9 0,685 0,395 5 0,878 1,134 27 0,880
CXCL10 1,698 1,520 5 0,665 0,398 27 0,060
CXCL11 2,273 1661 5 0,700 0,524 27 0,019
CXCL12 0,592 0,636 5 1,796 2,353 27 0,511
CCL17 3,822 2,883 5 3,328 4,590 27 0,511
CCL21 2,336 2,399 5 2,405 2,920 27 0,725

A tabela 6 mostra que a presenca de dispareunia nao influencia
estatisticamente nos valores das quimiocinas em pacientes com

endometriose (p > 0,05).

Tabela 6 — Descricdo da expressao génica das quimiocinas XCL1, CX3CL1,
CXCL9, CXCL10, CXCL11, CXCL12, CXCL17 e CCL21 nas pacientes com
endometriose de retossigmoéide e retrocervical segundo a presenca de

dispareunia de profundidade.

Dispareunia

Quimiocina Nao Sim

DP N Média DP N
XCL1 1,012 0,949 14 0,657 0,739 18 0,301
CX3CL1 0,922 0,765 14 0,839 0,485 18 0,561
CXCL9 0,570 0,262 14 1,064 1,359 18 0,722

CXCL10 0,857 1,045 14 0,803 0,461 18 0,398
CXCL11 1,182 1,312 14 0,761 0,534 18 0,639
CXCL12 1,172 1,311 14 1,947 2,707 18 0,808
CCL17 3,826 5,660 14 3,078 3,080 18 0,985
CCL21 2,227 2,598 14 2,524 3,031 18 >0,999

Pela tabela 7, tem-se que pacientes com endometriose que possuem
dor pélvica cronica apresentam estatisticamente menores valores de CCL17

e de CCL21 (T-reg) (p = 0,001 e p = 0,005 respectivamente) e apresentam
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maiores valores de XCL1 e CXCL12 (NK) (p = 0,045 e p = 0,049

respectivamente).

Tabela 7 — Descricdo da expressao génica das quimiocinas XCL1, CX3CL1,
CXCL9, CXCL10, CXCL11, CXCL12, CXCL17 e CCL21 nas pacientes com
endometriose de retossigmoide e retrocervical segundo a presenca de dor

pélvica cronica.

Dor Pélvica Cronica

Quimiocina Nao Sim

DP N Meédia DP \
XCL1 0,593 0,795 19 1,133 0,833 13 0,045
CX3CL1 0,900 0,699 19 0,838 0,485 13 0,734
CXCL9 0,986 1,326 19 0,647 0,369 13 0,970

CXCL10 0,888 0,940 19 0,738 0,383 13 0,880
CXCL11 1,139 1,155 19 0,663 0,488 13 0,209
CXCL12 1,005 1,423 19 2,489 2,861 13 0,049
CCL17 4,776 5,229 19 1,402 0,416 13 0,001
CCL21 3,369 3,273 19 0,969 0,786 13 0,005

A tabela 8 mostra que a presenca de alteracdes intestinais néo
influencia estatisticamente nos valores das quimiocinas estudadas em

pacientes com endometriose (p > 0,05).

Tabela 8 — Descricdo da expressao génica das quimiocinas XCL1, CX3CL1,
CXCL9, CXCL10, CXCL11, CXCL12, CXCL17 e CCL21 nas pacientes com
endometriose de retossigmoéide e retrocervical segundo a presenca de

alteracoes intestinais.

Alteracdes intestinais ciclicas

Quimiocina NETe} Sim

Média DP N Média DP N
XCL1 0,703 0,765 19 0,972 0,952 13 0,650
CX3CL1 0,845 0,557 19 0,918 0,709 13 0,970
CXCL9 1,031 1,309 19 0,581 0,385 13 0,223

CXCL10 0,896 0,901 19 0,725 0,501 13 0,650
CXCL11 0,994 1,127 19 0,874 0,685 13 0,970
CXCL12 1,557 2,096 19 1,683 2,457 13 0,910
CCL17 4,330 5431 19 2,055 0,966 13 0,448
CCL21 2,792 3,353 19 1,813 1,705 13 0,762




39

A tabela 9 mostra que pacientes com estadiamento avangado (ASRM,
1996) apresentam estatisticamente maior expressdao de CCL21 (T-reg)
guando comparas as pacientes com estadiamento inicial (p = 0,041).

Tabela 9 — Descricdo da expressao génica das quimiocinas XCL1, CX3CL1,
CXCL9, CXCL10, CXCL11, CXCL12, CXCL17 e CCL21 nas pacientes com
endometriose de retossigmoide e retrocervical segundo estadiamento inicial
(1 e 2) e avancado (3 e 4) — ASRM 1996.

Estadiamento

Quimiocina Inicial (1 e 2) Avancado (3 e 4)

Média DP N Média DP N
XCL1 1,107 0,435 3 0,782 0,872 29 0,286
CX3CL1 0,429 0,092 3 0,921 0,626 29 0,082
CXCL9 0,405 0,225 3 0,894 1,093 29 0,207
CXCL10 0,528 0,450 3 0,858 0,783 29 0,457
CXCL11 1512 1563 3 0,887 0,900 29 0,580
CXCL12 0,728 0,668 3 1,699 2,300 29 >0,999
CCL17 1,638 0,714 3 3,589 4,515 29 0,457
CCL21 0,377 0,136 3 2,603 2,873 29 0,041
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5. DISCUSSAO
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A tentativa de identificacdo da etiopatogenia da endometriose é um
dos assuntos mais estudados nos ultimos anos (Ulukus et al., 2009). Apesar
de novas hipoteses terem sido levantadas, diversas pesquisas tém
encontrado evidéncias de que a teoria da menstruacdo retrograda
complementada por fatores imunoldgicos parece ter importante papel na
génese desta doenca (Podgaec et al., 2010; Herington et al., 2011,
Fassbender et al., 2011).

Levando em consideracdo as diversas alteracbes no sistema
imunoldgico observadas até o momento e, considerando que as células T-reg
e NK desempenhem importante papel nesta resposta imunolégica (Podgaec,
et al., 2012 e Dias Jr, et al.,, 2012), resolvemos estudar o que poderia
modificar o comportamento destes dois importantes agentes do sistema

imune, as quimiocinas.

As quimiocinas sao um grupo de, pelo menos, 47 proteinas correlatas,
fazendo delas a maior familia de citocinas conhecida (Robertson et al., 2002;
Abbas et al., 2011) e séo divididas em quatro subgrupos: CXC (ou a), CC (ou
b), CX3C e subfamilias C. Cada quimiocina consegue se ligar a mais de um
receptor e cada receptor interage com mais de uma quimiocina (Nishida et
al., 2011).

Conforme a prépria nomenclatura, quimiocinas sao citocinas
guimiotaticas. Elas atuam se ligando a receptores de membrana e podem,
desta forma, modular a atividade de algumas células mediadoras da resposta
inflamatdria, incluindo-se as células T-reg e NK. A migracdo e a atividade
dessas células nos tecidos-alvo podem ser influenciadas pela acdo deste

grupo de proteinas (Qin et al., 2008).

A correlacdo entre a atividade das células T-reg e células NK na
endometriose ainda € assunto pouco esclarecido. Se considerarmos ainda
gue suas acles podem ser moduladas por outros mediadores da resposta
inflamatéria como as quimiocinas, abrimos um leque ainda maior de

perguntas.
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Budiu et al (2009) avaliaram a presenca da glicoproteina mucina 1,
(MUC1) na endometriose. Estas sdo normalmente expressas no epitélio
luminar e glandular em endométrio humano e pouco expressas nas células
epiteliais do ovario. No entanto, sdo superexpressadas em carcinomas
ovarianos de células claras e endometridides. Além disto, alguns estudos
visando uma terapia antigeno-especifica contra o cancer foram
desenvolvidos avaliando uma possivel vacina contra a MUC1 (Cramer, et al.,
2005 e Oei, et al., 2008) e, desta forma, os autores deste grupo resolveram
avaliar o comportamento desta glicoproteina em um modelo animal de
endometriose ovariana, além de avaliarem sua resposta inflamatoria.
Encontraram um aumento da expressdo de MUCL1 na superficie ovariana e
uma predominancia da subclasse IgG1, sugerindo uma resposta Th2 e um
acumulo de linfocitos Foxp3+ CD4 nos linfonodos nos estagios avancados de

doencga.

Basta et al (2010) avaliaram 47 mulheres, sendo 16 submetidas a
laparoscopia para tratamento de gestacdo ectOpica tubarea, 16 mulheres
submetidas a laparoscopia para tratamento de endometrioma ovariano e 15
pacientes submetidas a lagueadura tubarea que foram denominadas grupo
controle. Neste estudo, o percentual de Foxp3+ com a subpopulacdo de
linfécitos T CD4*CD25™" encontrados na decidua do grupo com gestacéo
ectopica foi significativamente menor quando comparados tanto aos tecidos
das pacientes com endometriomas ovarianos quanto ao endométrio do grupo
controle. Os autores especularam que os disturbios do equilibrio do
endometrioma e da decidua na gestacdo ectopica seriam devidos a

alteracdes da populacao de células T-reg nestes locais.

Berbic et al., em 2010, realizaram um estudo em que analisaram por
imunoistoquimica a expressao de Foxp3 em amostras de 127 endométrios
topicos e 59 lesdes endometridticas peritoneais. Foi demonstrado que nas
pacientes com endometriose, a expresséo de células Foxp3+ CD4*CD25""
ndo tiveram o declinio esperado na fase secretora do ciclo menstrual. Isto
poderia contribuir para a diminuicdo na habilidade de recrutar novos

leucdcitos ou outras células do sistema imune para permitir uma resposta
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imunolégica efetiva contra os fragmentos endometriais que adentram a
cavidade peritoneal, impedindo ou, ao menos, dificultando o desenvolvimento

dos implantes endometriéticos.

André et al., 2011, mostraram a presenca de certos polimorfismos no
Foxp3 em pacientes inférteis e com endometriose quando comparadas a
mulheres normais. Utilizaram uma coorte de 419 mulheres, sendo 177
mulheres inférteis e com endometriose, 71 mulheres com infertilidade
idiopatica e 171 mulheres férteis como controle. Avaliaram amostras de
sangue periférico e os polimorfismos foram identificados por meio do uso de
PCR. Apos andlise estatistica, encontraram que o polimosfismo rs3761549
estava fortemente associado a endometriose. Foi o primeiro estudo avaliando
polimorfismos do Foxp3 com a endometriose e infertilidade, sugerindo uma

relacdo entre 0s mesmos.

Qin et al., 2008 mostraram que as células T-reg sofrem influéncia de
algumas quimiocinas (CCL17 e 21) podendo fazer com que o desempenho
de sua funcao seja exacerbado ou mesmo comprometido, através da inibicdo
de sua acdo. Em nosso trabalho pudemos observar uma diferenca estatistica
significativa na avaliacdo da quimiocina CCL17, que foi mais expressa no

endométrio topico das pacientes com endometriose de retossigmoide.

Sabemos que a quimiocina CCL17 pode modular a acdo das células
T-reg (Qin et al., 2008, Heiseke et al., 2012). Muitos estudos ja
demonstraram a acdo desta quimiocina na génese de doencas intestinais,
como a doenca de Crohn (Izcue et al., 2008; Park et al., 2010; Heiseke et al.,
2012). Experimentos usando camundongos deficientes em CCL17
confirmaram que esses animais ndo sao capazes de desenvolver sinais
clinicos relevantes de doencas autoimunes intestinais, mesmo quando
avaliados em diferentes espacos de tempo. Estes resultados sugerem que a
inflamacdo é colocada em xeque e pode ser inibida por fatores imunes
regulados em camundongos deficientes em CCL17, jA que esta quimiocina
parece ser essencial para o desenvolvimento da inflamacdo no intestino de
camundongos. A CCL17 tem um efeito autdcrino nas células dendriticas que

promove a producdo de citocinas inflamatorias e a ativacdo das respostas
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Thl e Th17, que reduzem a expanséo de células T-reg. Desta forma, Heiseke
et al., em 2012, demonstraram que os camundongos deficientes em CCL17
tém maior propenséo a expansao clonal de células T-reg em comparagado aos
camundongos competentes em CCL17. Ou seja, a falta de CCL17 permite
gue as células T-reg tenham uma expansdo de seu numero e, desta forma,

uma maior acao na manutencao da resposta imune.

Sendo assim, a sua concentracdo diminuida na lesdo endometriética
de pacientes com endometriose de retossigméide quando comparado ao
endométrio topico de pacientes controles, nos leva a pensar em uma possivel
associacdo com a génese de outras doencas autoimunes intestinais. Esta
diminuicdo de CCL17 encontrada na lesdo de retossigmoéide, permitiria a
expanséao clonal de células T-reg neste local. Isto ainda vai ao encontro do
gue ja foi relatado por outros autores (Budiu et al., 2009; Berbic et al., 2010;
Basta et al., 2010; Prieto, 2011) e mesmo com o relatado por noSso grupo em
2012, quando Podgaec, et al.,, demonstraram um percentual maior de
linfécitos CD4*CD25"" no fluido peritoneal de mulheres com endometriose.
O aumento da concentracdo das células T-reg no fluido peritoneal de
pacientes com endometriose e ainda, a sua maior concentracdo nos
endometriomas ovarianos nos leva a uma hipotese de que esta maior
concentracdo leve a um funcionamento defeituoso das outras células do
sistema imune. Sendo assim, o encontrado em nosso estudo complementaria
a descricado de um ambiente propenso a maior concentracdo destas células
gue atuam de forma tdo intensa na resposta imune. Além disto, a maior
concentragdo de CCL17 no endométrio tépico das pacientes com
endometriose intestinal indica a baixa propensdo das células T-reg em se
concentrar nesta localizacdo, permitindo um maior acumulo na cavidade
peritoneal e ocasionando algumas das modificacbes da resposta imune que

poderiam ser parte da resposta para a instalacdo desta doenca.

As células NK, assim como outras células T e B, s&o um dos maiores
subconjuntos de linfocitos que foram identificados em todas as espécies de
vertebrados examinados (Linsen et al., 2005). S&o linfécitos distintos das

células T e B e que desempenham importante papel nas respostas imunes
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inata e adaptativa. O termo natural killer deriva do fato de que estas células
sdo capazes de realizar sua funcdo de morte sem a necessidade de
expansdo clonal e/ou diferenciacdo, fato necessario por outras células
assassinas do sistema imune, como os linfocitos T citotoxicos (CTL)
(Robertson, 2002).

Como as células NK participam do clearance das células endometriais
regurgitadas para a cavidade abdominal, imagina-se que elas estejam
subativadas na endometriose ou nao reconhecam o tecido endometrial
ectépico como sendo um material em apoptose e que deveria ser eliminado
(Ota et al., 2002). Entretanto, o numero de células NK € um tema um tanto
guanto controverso. Diversos trabalhos séo conflitantes, mostrando que este
namero pode estar diminuido (Ota et al., 2002), aumentado (Hill et al., 1988 e
Masubayashi et al., 2001), inalterado (Oosterlynck et al., 1994) ou variavel de
acordo com o estadio (ASRM, 1986) da doenca (Dias Jr et al., 2005).

A atividade das células NK pode ser modulada pela presenca de
algumas quimiocinas (Robertson, 2002). Seja pelo aumento da migracdo
destas células em resposta a presenca de determinadas quimiocinas (CXCL
9, 10, 11 e 12, XCL1 e CX3CL1), como pelo aumento de sua atividade
citolitica quando na presenca de quimiocinas especificas (CXCL10 e
CX3CL1) (Robertson, 2002; Moris and Ley, 2004; Groom and Luster, 2011).

A presenca diferenciada de algumas quimiocinas encontradas em
nosso trabalho, como a CX3CL1 e a CXCL12, mostra exatamente esta acao
deficitaria de células NK em pacientes com endometriose. Apesar de néo
termos resultados estatisticamente significativos, as quimiocinas XCL1,
CXCL9, CXCL10 e CXCL11 foram mais expressas no grupo controle que em
pacientes com endometriose. Principalmente se levarmos em consideracéo a
XCL1 e a CXCL9 que tiveram resultados aparentemente mais expressivos e,
como elas atuam de modo a estimular a migracéo das células NK, isto iria ao
encontro do acima exposto, sugerindo uma migracao deficitaria de células NK
para sitios de endometriose, permitindo, desta forma um comprometimento

da resposta imune local e o posterior desenvolvimento da doenca.
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A CX3CL1 (Fraktalkine) € uma das quimiocinas mais estudadas em
endometriose (Zhang et al., 2004; Shimoya et al., 2005; Watanabe et al.,
2006; Nishida et al., 2011). Watanabe et al., 2006 avaliando mulheres sem
endometriose, demonstraram que a CX3CL1 é mais presente no endométrio
topico na fase secretora, quando comparada a proliferativa, exemplificando
ainda que a presenca dela poderia ser uma das responsaveis pela regulacédo
do ambiente imunolégico, atraindo células NK.

Nosso estudo encontrou uma diferenca estatistica significativa no que
diz respeito a presenca de CX3CL1 no endométrio ectopico de pacientes com
endometriose retrocervical. Quando comparadas ao endométrio tépico das
pacientes dos demais grupos, apresentavam uma expressao aumentada. Isto
talvez mostre uma tentativa do organismo em aumentar a quimiotaxia para
células de defesa, como as NK e, desta forma tentar diminuir os danos

causados por esta doenca.

CXCL12 (SDF-1a - Stromal cell-derived factor-1) foi identificado com
um produto de gene que € regulado de uma maneira consistente pelo
estrogénio, além de também estar relacionada com a migracdo de células NK
(Glace et al., 2009). Neste grupo encontramos uma concentracdo menor no
endométrio topico de pacientes e controles, quando comparado as lesdes
das pacientes com endometriose. Também nos estranha o fato da sua
concentracdo ser maior na lesdo de endometriose, mas usando da mesma
hipétese levantada para a CX3CL1, acreditamos ser uma resposta do
organismo, na tentativa de tentar aumentar a concentracdo de células de

defesa contra a endometriose.

Utilizando um modelo animal com camundongos, Glace et al., em
2009, também demonstraram um aumento na expressdo de CXCL12 nas
lesdes em casos de endometriose ovariana em comparacao ao endomeétrio
tépico, mostrando ainda que este aumento pode ser reprimido pelo raloxifeno
e pela progesterona. Da mesma maneira, Furuya et al., em 2007, mostrou
diferencas no comportamento das quimiocinas CXC em pacientes com
endometriose ovariana e com carcinomas ovarianos, quando comparados a

pacientes livres de doenga. Encontraram também um aumento da expressao
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de CXCL12 nas lesBes ovarianas quando comparados aos endométrios

topicos (Furuya et a., 2007).

Em 2009, Al-Jefout et al., publicaram interessante estudo duplo cego
gue trouxe novas perspectivas para o diagnostico ndo invasivo da
endometriose. Neste estudo, os autores utilizaram a deteccdo de fibras
nervosas no endomeétrio de pacientes com endometriose, através da biopsia
endometrial e imunoistoquimica. Os resultados mostraram que, em 64
mulheres com diagnostico laparoscopico de endometriose, a média de
densidade de fibras nervosas na biopsia endometrial foi de 2,7 fibras
nervosas por milimetro quadrado. Apenas uma mulher com
endometriose ndo teve fibras nervosas detectaveis. Seis mulheres tiveram
fiboras nervosas detectadas, mas n&do tinham endometriose ativa vista
na laparoscopia. Com altas sensibilidade e especificidade, a densidade das
fibras nervosas nao variou nas diferentes fases do ciclo menstrual. Além
disto, as mulheres com endometriose e sintomas de dor tém maior densidade

de fibras nervosas em comparacdo com mulheres inférteis, mas sem dor.

Utilizando esta mesma prerrogativa de um diagnéstico ndo invasivo
para endometriose e, também pensando na bidépsia endometrial como
alternativa, avaliamos a expressdo das quimiocinas estudadas de acordo
com os sintomas apresentados. Desta forma, pudemos observar diferencas
estatisticas significativas quando avaliamos a dismenorréia e a dor pélvica
cronica. No primeiro caso, tivemos uma maior expressdo de CXCL11 no
endométrio tépico das mulheres que ndo apresentavam dismenorréia. No
caso da dor pélvica crénica, tivemos uma maior expressdo de CXCL12 no
endométrio topico das mulheres que apresentavam a queixa € uma maior
expressdo de CCL17 e CCL21 naquelas que ndo apresentavam a queixa

clinica.

Quando avaliamos altera¢cBes intestinais ciclicas e dispareunia, néo
encontramos diferencas significativas. As alteracdes urinarias ciclicas nao
foram avaliadas pois eram pacientes sem endometriose do trato urinario e
também ndo avaliamos o aspecto infertilidade visto que em nosso grupo

controle, todas as pacientes eram multiparas.
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N&o foi encontrado nenhum estudo na literatura para que pudéssemos
discutir sobre o fato de termos encontrado uma maior expressao de CCL21
no endométrio topico de pacientes com estadios avancados da doenca.

A endometriose é uma entidade em estudo e que muitas davidas ainda
pairam no ar. A teoria imunoldgica é alvo de muitas pesquisas atualmente.
Diversos estudos tém tratado a endometriose como uma doenca imunologica
(Agic et al., 2006; Podgaec et al., 2007; Barrier, 2010) e, provavelmente, a
busca por um diagndéstico ndo invasivo e mesmo por um tratamento ou

profilaxia definitivos poderéo vir desta teoria.

A acdo de células mediadoras da resposta inflamatéria como as
células T-reg e NK, parece ter papel fundamental na génese desta doenca.
Além disto, como visto pela primeira vez em nosso estudo, o papel de
algumas quimiocinas, como a CCL17, CX3CL1 e CXCL12, na modulagao
desta resposta inflamatoria fara parte do quebra-cabecas para a resposta

inflamatoria da endometriose.
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6. CONCLUSOES
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. Com relacdo as quimiocinas relacionadas a atividade das células NK,

as pacientes com endometriose profunda apresentam:

e expressdo de CX3CL1 e CXCL12 aumentadas de forma
significativa no foco de endometriose, quando comparadas ao

endométrio tdpico das pacientes com e sem endometriose.

e as quimiocinas CXCL9, CXCL10, CXCL11 e XCL1 nao tiveram

diferencas estatisticas significativas nos grupos estudados.

. Com relagdo as quimiocinas relacionadas a atividade das células T-

reg, as pacientes com endometriose profunda apresentam:

e expressdo de CCL17 aumentada no endométrio topico das
pacientes com endometriose de retossigmoéide em comparacdo ao
endométrio topico das pacientes com endometriose retrocervical e
sem endometriose e, quando comparada ao foco de endometriose

nas pacientes com endometriose retrocervical e de retossigmoide.

e a expressdo da quimiocinas CCL21 ndo apresentou diferencas

estatisticas significativas nos grupos estudados.

. Com relacédo a fase do ciclo menstrual, ndo se observou diferencas

significativas na expressao das quimiocinas.

. Em relacdo ao quadro clinico, encontramos que as pacientes com
dismenorréia e endometriose apresentam menor valor de CXCL11 no
endométrio tépico. Aquelas com dor pélvica cronica apresentam
valores menores de CCL17 e CCL21 e maiores de XCL1 e CXCL12 no
endométrio tépico. Os demais sintomas nao tem correlacdo com a

expressao das quimiocinas.

. Pacientes com estadiamento avancado (ASRM, 1996) da doenca

apresentam maior valor de CCL21 no endomeétrio tépico.
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6. ANEXOS
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Anexo 1

©) 4 B B

ESCALA VISUAL ANALOGICA - EVA
ESCALA VISUAL ANALOGICA — EVA

A Escala Visual Anal6gica — EVA auxilia na afericdo da intensidade da dor
no paciente, € um instrumento importante para verificarmos a evolu¢do do
paciente durante o tratamento e mesmo a cada atendimento, de maneira
mais fidedigna. Também é util para analisarmos se o tratamento esta sendo
efetivo, quais procedimentos tém surtido melhores resultados, assim como se
h&a alguma deficiéncia no tratamento, de acordo com o grau de melhora ou

piora da dor.

A EVA pode ser utilizada no inicio e no final de cada atendimento, registrando
o resultado sempre na evolugcdo. Para utilizar a EVA o atendente deve
guestionar o paciente quanto ao seu grau de dor, sendo que 0 significa

ausénciatotal de dor e 10 o nivel de dor maxima suportavel pelo paciente.

Dicas sobre como interrogar o paciente:
e Vocé temdor?
e Como vocé classifica sua dor? (deixe ele falar livremente, faca
observacdes na pasta sobre o que ele falar)
Questione-o:
a) Se nao tiver dor, a classificacéo é zero.
b) Se a dor for moderada, seu nivel de referéncia é cinco.
c) Se for intensa, seu nivel de referéncia € dez.

OBS.: Procure estabelecer variacbes de melhora e piora na escala acima

tomando cuidado para ndo sugestionar o paciente.



Anexo 2 — Aprovacdo Comité de Etica e Pesquisa - HCFMUSP

KC

A ComissGo de Efica para Andlise de Projetos de

APROVAGCAO

Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sac Paulo, em sessGo de
28/04/2010, APROVOU o Protocolo de Pesquisa n® 0025/10. intitulado:
‘A EXPRESSAO DE QUIMIOCINAS REGULATORIAS DAS CELULAS
NATURAL KILLER E T-REGULADORAS EM PACIENTES COM
ENDOMETRIOSE" apresentado pelo Deparfamento de OBSTETRICIA E
GINECOLOGIA, inclusive o Termo de Consentimento Livie e

Esclarecido.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar &
CAPPesq, os relatdrios parciais e final sobre a pesquisa [Resolugdo do
Conselho Nacicnal de Sadde n° 196, de 10/10/1996, inciso IX.2, lefra

i I8

Pesquisador (a) Responsavel: Dr, Sergio Podgaec

Pesquisador (a) Executante: Patrick Bellelis
CAPPesq, 29 de Abril de 2010

R

Prof. Dr. Eduardo Massad

Presidente da Comissdo

de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa

Comissao de Etica para Analise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP & da FMUSP Diretoria Clinica do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paule Rua Ovidio Pires de Campos,
225, 5° andar - CEP 05403 010 - S30 Paulo -~ SP Fone: 011 3069 8442 Fax: 011 3069 6492 e-mail:
cappesq@hcnet usp.br / secretariacappesq2@henet.usp br
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Anexo 3 — Termo de consentimento livre e esclarecido (pacientes)

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

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

1. NOME: it
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :
DATA NASCIMENTO: ........ J— [

ENDEREGO ...ttt e N e, APTO: ..o
BAIRRO: e CIDADE .o

N® APTO:
................................................................................ CIDADE:

TELEFONE: DDD

DADOS SOBRE A PESQUISA
1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA A expressdo de quimiocinas regulatérias das células Natural
Killer e T-reguladoras em pacientes com endometriose
PESQUISADOR : SERGIO PODGAEC .........ooiui oot ee et
CARGO/FUNGAO: MEDICO ASSISTENTE INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° 72644
UNIDADE DO HCFMUSP: DEPARTAMENTO DE GINECOLOGIA
3. AVALIAGAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO = RISCO MEDIO X
RISCO BAIXO m] RISCO MAIOR o

4 DURAGAO DA PESQUISA : 2 ANOS



1 — Para o tratamento da sua doenga, a senhora tera que ser submetida a uma cirurgia. O objetivo deste
estudo é avaliar se a coleta de sangue de seu brago e de liquido que existe em seu abdome no inicio da
cirurgia, além da analise do material retirado durante a cirurgia podem ajudar no diagnéstico e

tratamento da sua doenga que se chama endometriose.

2 — Conforme comentado acima, a senhora sera submetida a cirurgia e também a coleta de sangue do
brago e de liquido do abdome durante esta cirurgia. Além disto, o material retirado durante a cirurgia
sera encaminhado para analise.

3 — Serao realizados: coleta de sangue por pungao periférica da veia do antebrago; exames radiologicos:
antes da anestesia, sera realizada pungéo em seu brago para a coleta de sangue. Durante a cirurgia, o
liquido encontrado dentro de seu abdome e os focos de endometriose serdo coletados e encaminhados
para analise.

4 - Durante a cirurgia podem ocorrer complicagoes, ja que a senhora estara anestesiada, mas, conforme
comentado, sua doenca exige esta cirurgia. Todo o procedimento da pesquisa sera realizado enquanto a
senhora estiver anestesiada. Os desconfortos podem ocorrer depois, como: dor no local da cirurgia,

fraqueza, vémito (pela anestesia), infecgdo do corte e hematoma (mancha roxa na pele).

5 — Nao ha beneficios diretos ao participante, porém, com esta pesquisa da qual a senhora esta participando,
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tentamos descobrir se com os exames de sangue e do liquido de seu abdome poderiamos evitar as cirurgias nos

casos de endometriose.

6 — Relacgao de procedimentos alternativos que possam ser vantajosos, pelos quais o paciente pode
optar: ndo ha

7 — Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para
esclarecimento de eventuais davidas. O principal investigador é o Dr Patrick Bellelis que pode ser
encontrado no enderego Av Dr Enéas Carvalho de Aguiar, 255 — 10° andar.Telefone(s) 3069-6373. Se
vocé tiver alguma consideragao 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: 3069-6442 ramal 26 — E-mail: cappesq@hcnet.usp.br

8 - E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de participar do
estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituicao;

09 — As informagdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgado a
identificacdo de nenhum paciente;

10 — Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas, quando em estudos
abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores;

11 — Nao ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo exames e
consultas. Também ndo ha compensacéo financeira relacionada a sua participacao. Se existir qualquer
despesa adicional, ela sera absorvida pelo orgamento da pesquisa.

12 — Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos propostos



neste estudo (nexo causal comprovado), o participante tem direito a tratamento médico na Instituigéo,
bem como as indenizagdes legalmente estabelecidas.
13 - Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado somente para esta

pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagées que li ou que foram lidas para
mim, descrevendo o estudo “A expressé&o de quimiocinas regulatérias das células Natural Killer e T-
reguladoras em pacientes com endometriose”

Eu discuti com o Dr. Sergio Podgaec sobre a minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros
para mim quais sdo os propdsitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e
riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que
minha participagao é isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando
necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento
a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer
beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servigo.

Assinatura do paciente/representante legal Data ! /

Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos 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 responsavel pelo estudo Data / /

56
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Anexo 4 — Termo de consentimento livre e esclarecido (controles)

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

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

I L L PRSP
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N° & ..o e SEXO: Mo F o
DATA NASCIMENTO: ........ oo T
ENDEREGO ....ociiiiiiciiieiiiiiiieeie et enee e senee s N i
BAIRRO: ...

BAIRRO: CIDADE:

CEP: ................ TELEFONE: DDD

DADOS SOBRE A PESQUISA
1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA A expresséo de quimiocinas regulatérias das células Natural
Killer e T-reguladoras em pacientes com endometriose
PESQUISADOR : SERGIO PODGAEC...........cociioeieeieeeeeeieeeeeeesseeasas s evn s aess s esssses s sassnanannes
CARGO/FUNGCAO: MEDICO ASSISTENTE INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° 72644
UNIDADE DO HCFMUSP: DEPARTAMENTO DE GINECOLOGIA
3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA;
RISCO MINIMO o RISCO MEDIO X
RISCO BAIXO o RISCO MAIOR o

4 DURAGAO DA PESQUISA : 2 ANOS



58

1 — Para o tratamento da sua doenga, a senhora tera que ser submetida a uma cirurgia. O objetivo deste
estudo é avaliar se a coleta de sangue de seu brago e de liquido que existe em seu abdome no inicio da
cirurgia, além da analise do material retirado durante a cirurgia, quando comparados a pacientes com

endometriose, podem ajudar no diagndstico e tratamento da sua doenga que se chama endometriose.

2 — Conforme comentado acima, a senhora sera submetida a cirurgia e também a coleta de sangue do
brago e de liquido do abdome durante esta cirurgia. Além disto, o material retirado durante a cirurgia
sera encaminhado para analise.

3 — Serao realizados: coleta de sangue por pungéo periférica da veia do antebrago; exames radiolégicos:
antes da anestesia, sera realizada pungé@o em seu brago para a coleta de sangue. Durante a cirurgia, o
liquido encontrado dentro de seu abdome e os focos de endometriose serdo coletados e encaminhados
para analise.

4 — Durante a cirurgia podem ocorrer complicagoes, ja que a senhora estara anestesiada, mas, conforme
comentado, sua doenga exige esta cirurgia. Todo o procedimento da pesquisa sera realizado enquanto a
senhora estiver anestesiada. Os desconfortos podem ocorrer depois, como: dor no local da cirurgia,
fraqueza, vomito (pela anestesia), infecgao do corte e hematoma (mancha roxa na pele).

5 — Nao ha beneficios diretos ao participante, porém, com esta pesquisa da qual a senhora esta participando,

tentamos descobrir se com os exames de sangue e do liquido de seu abdome poderiamos evitar as cirurgias nos
casos de endometriose.

6 — Relagao de procedimentos alternativos que possam ser vantajosos, pelos quais o paciente pode
optar: ndo ha

7 — Em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para
esclarecimento de eventuais duvidas. O principal investigador é o Dr Patrick Bellelis que pode ser
encontrado no enderego Av Dr Enéas Carvalho de Aguiar, 255 — 10° andar.Telefone(s) 3069-6373. Se
vocé tiver alguma consideragao 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: 3069-6442 ramal 26 — E-mail: cappesq@hcnet.usp.br

8 - E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de participar do
estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituigao;

09 — As informagdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros pacientes, ndo sendo divulgado a
identificagdo de nenhum paciente;

10 - Direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais das pesquisas, quando em estudos
abertos, ou de resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores;

11 — Nao ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo exames e
consultas. Também ndo ha compensacéo financeira relacionada a sua participagao. Se existir qualquer

despesa adicional, ela sera absorvida pelo orgamento da pesquisa.



12 — Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos propostos
neste estudo (nexo causal comprovado), o participante tem direito a tratamento médico na Instituicao,
bem como as indenizagdes legalmente estabelecidas.

13 - Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado somente para esta

pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que foram lidas para
mim, descrevendo o estudo “A expressdo de quimiocinas regulatérias das células Natural Killer e T-
reguladoras em pacientes com endometriose”

Eu discuti com o Dr. Sergio Podgaec sobre a minha decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros
para mim quais sdo os propdsitos do estudo, os procedimentos a serem realizados, seus desconfortos e
riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que
minha participagao € isenta de despesas e que tenho garantia do acesso a tratamento hospitalar quando
necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento
a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizo ou perda de qualquer

beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu atendimento neste Servigo.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data __ [ |

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos 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 participagao neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /
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Anexo 5 — Expressao das quimiocinas XCL1, CX3CL1, CXCL9, CXCL10, CXCL11l, CXCL12, CXCL17 e CCL21 do

endomeétrio topico das pacientes submetidas a laqueadura tubéria.

CX3CL1

CXCL9

CXCL10

CXCL11

CXCL12

CXCL17

CCL21

Iniciais XCL1

VDR 0,643361
MHS 0,335341
MEGC 0,971778
AS 1,837443
MAJF 0,489948
CAAS 0,486901
MLO 0,39576
VMS 0,442485
CSA 0,531706
PGOS 0,225891
COJ 1,418828
NMAB 5,932743
SMS 1,051683
MJSL 1,321979
SRS 0,777384
SMK 0,260021
SDF 0,526206
MLS 7,157617
LLS 0,438822
IASQ 2,716463
CMS 0,412424
SRS 1,8757
VAF 1,343726

EMD

1,495667

0,921856149
1,225706489
1,846269999
4,716162891
2,833555673
0,535743204

0,57618881

0,59526895
1,230814674
0,513919232
1,145211092

6,47829223
0,858335485

2,16237022

1,48618483
1,149186977
1,409920238
0,483696347

0,98046195
1,057321078
0,293020509
1,173919555
0,547649041
0,885806537

0,197470211
2,301711376
1,386749243
1,699024831
0,584675052
0,722318456
0,364428309
0,379114867
3,783461954
0,266592285
0,745203801
11,29574044
0,318796333
1,355388971
0,749867155
0,268818985
0,459681636
1,080336641
1,178716638
3,655495403
0,537311618
1,189791633
1,713386869
0,726452784

0,599773761
0,659063926
0,591106632
0,538676231
0,6006058
38,78670489
0,439974042
5,196320126
0,271399565
1,058110511
2,792370378
0,186272979
1,309022879
1,172420673
0,768698795
1,120770053
0,874475768
0,584996668
6,261031296
1,071535994
0,812652408
0,54242302
0,303561411
0,577198843

0,298133084
0,717986383

0,90627977
1,112672014

1,09052919
10,35336895
1,022448649
0,931113141
1,615553343
0,229573558
0,497589652
1,680660574
0,368319169
0,806098692
1,039599891
0,638619445
0,638176941
0,381813068
5,600743613
1,154284127
1,109037684
0,544139471
1,346914606
0,766627889

3,910586949
0,181543246
1,223814724
1,132401183
2,456127001
0,441469343
0,200320943
1,737948294
0,261047665
0,506763724
3,578574864
1,791769631
1,112176039
5,312478735
0,592293912
0,937821436
0,855230471
1,419630191

0,45387759
2,758062522
1,789808409
1,326059179
0,175764444
0,392802267

0,00128226
2,211315689
0,009936166
6,671009057
2,102207385
0,513310971

1,08065424
1,374498183
3,221884999
1,384058574
3,084218551
13,70760861
1,413140587
0,010130892
7,594236878
1,084405999
6,385966568
2,296337985
0,622814743

6,08874545
0,722107234
2,366614954
0,031207465
2,598654797

0,189582597
11,95795215
1,287790969
1,878913222

0,55783039
0,182364705
0,135644122
0,183124717

54,2630576
0,442239084
0,044283051
154,4395491
0,121995382

6,82532828
0,944025959
2,373306514
0,725425034
0,666182073
0,722920265
1,978940776
0,553071704
1,494163927
0,033773335
6,162895966
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SDM
EMS
EUR
JuJ
LOM
MLB
PZF
LHIM

0,560326
1
2,779893
1,427588
1,833715
1,477706
1,206167
4,31102

0,933397526

1
0,382261961
0,540697484
1,054700623
0,731993909
0,657195063
1,136370707

1,28136451
22,4589245
0,799130453
0,85341001
1,521085172
0,456714006
0,918763175
1,014623821

2,353797669

1,29635452
0,552019185
0,767543442
0,858315712
0,681157493
1,104972383

3,41165157

4,342989266
0,897807708
0,710934419
1
1,010660456
0,475810293
0,9881544
545216184

0,830311832

1
1,776016717
1,502052419
3,561179513
0,775777673
0,491187299
1,292035009

1,849909892
0,608257876
1,678142235
2,545192896

1,44086483

1,34089382
2,075264176
1,005612857

3,482826094
0,658268669
0,526176396
1,033277985
2,149481119
0,630220434
0,540654344
2,170516572
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Anexo 6 — Expresséo das quimiocinas XCL1, CX3CL1, CXCL9, CXCL10, CXCL11, CXCL12, CXCL17 e CCL21 nas lesbes de

endometriose das pacientes com endometriose de retossigmoide.

Iniciais XCL1 CX3CL1 CXCL9 CXCL10 CXCL11 CXCL12 CXCL17 CCL21

GHM 0,461275111 0,752421797 0,284737998 1,91386665 0,266097781 6,535896607 0,001586326 4,819549963
FFB 0,185269764 2,487356934 0,034284658 0,099890432 0,180995833 12,12897021 0,00816068 1,776328538
MEGC 0,097645634 0,194469195 0,095305741 0,354164205 0,092527652 9,430832708 0,340070319 0,486630428
ASS 0,152904138 2,522079143 0,052874171 0,177327761 0,138795085 11,48266143 0,530308949 1,553905142
MDM 0,016777823 0,961003472 0,328441182 0,829601445 3,931359749 4,294187427 0,030520132 0,608740154
MFD 0,014414847 2,093059825 0,027369387 0,082898529 0,126835314 23,67652031 0,042715545 1,104886701
ACC 0,345725604 0,3873242 0,094581835 0,571763453 0,163688899 3,571141159 0,032015292 0,61000731
MLB 1 0,843589795 0,039437364 0,29351178 0,301457888 8,860481874 0,112726999 0,699258813
MFD 0,183735124 1,164421634 0,124801479 0,297196764 0,369085864 1,717589362 0,027165229 1,308485954
AAS 0,045588993 2,938935197 0,731534057 2,701611663 6,401404113 7,418436515 0,151772783 1,715725124
MFD 0,528043744 1,3995117 1,073749111 0,405768932 0,804072998 9,222099051 0,009024827 2,541162153
DRB 1 3,093764857 0,232389524 0,424671828 0,433786899 33,91696471 0,183043062 1,685572214
SFR 0,472180168 3,294303668 0,505922721 0,536909305 1,490801718 10,05474899 0,005412703 5,059302275
MFE 0,079171739 5,32954935 0,750430795 0,676860444 0,941457835 23,88222192 0,07875662 0,085231967
ASD 0,09040832 3,096596806 0,589973041 0,321892376 1,287032413 35,9556145 0,049797772 2,77821536
PLS 0,036184091 0,425261911 1,550675632 0,23724183 0,047584924 4,971375788 0,014381171 0,707978983
SET 0,017138437 1,251730125 1,319847219 0,422144936 0,992355115 7,860086347 0,079732129 1,835277777
SDF 0,114259764 1,412943276 0,618746746 0,333764013 2,030279551 11,38825787 0,094003938 1,767007836
FF 0,10787402 0,891695813 0,63891811 0,219356644 0,388322818 9,002496673 0,081856171 2,180982868
A 0,208523134 4,866564069 0,289196688 0,452475102 1,283024204 15,9867543 0,111033352 2,563257538
MS 0,225869183 1,294732042 1,620506646 0,869911362 1,287433922 10,01989275 0,099977343 2,855668349
PBB 0,142977432 2,342426124 0,735869037 0,857923142 1,519628197 13,7314794 0,010655152 1,994667722
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Anexo 7 — Expressao das quimiocinas XCL1, CX3CL1, CXCL9, CXCL10, CXCL1l1l, CXCL12, CXCL17 e CCL21 no

endomeétrio topico das pacientes com endometriose de retossigmaéide.

Iniciais  XCL1 CX3CL1 CXCL9 CXCL10 CXCL11 CXCL12 CXCL17 CCL21

GHM 0,01861616 0,257673048 0,406606994 1,009394627 1,097353529 0,055030878 3,149024539 1,845355072
FFB 0,040015406 0,893545778 0,360658902 1,89669843 2,06197721 0,126165132 7,371228086 6,399230519
MEGC 0,022292456 0,341892232 0,32257509 0,464738256 0,505235664 0,028903443 1,172757722 2,44850041
ASS 0,015535359 0,420627054 0,418618199 0,60814629 0,661140311 0,104776361 4,181165066 3,012368862
MDM 0,014758597 0,88246658 0,263286771 0,381959165 0,415243182 0,03630684 2,063230493 6,319885573
MFD 0,044492296 1,631968882 0,668827901 1,182213264 1,285231626 0,088718892 5,486571857 11,68753222
ACC 0,006231086 0,309200284 0,783881204 4,241252315 4,610836111 0,23822309 6,267564769 2,214373277
MLB 0,461275111 1,422682319 0,6393629 0,641486279 0,697385555 0,037822412 22,78330282 10,18870252
MFD 0,036694289 0,479503599 0,425640382 1,050801607 1,142368724 0,086832875 2,707394273 3,43401999
AAS 0,018652843 0,74026491 5,339027343 0,785389553 0,853828596 0,079790741 13,03153387 5,30149201
MFD 0,017712226 0,200140293 3,81482516 0,617037601 0,670806413 0,130327656 5,545528659 1,433327649
DRB 0,046132566 0,589593918 1,259470157 0,079307456 0,086218328 0,015252031 2,29969893 4,222444433
SFR 2,953937609 1,782650089 0,221732006 0,226063552 0,304176033 1,336273353 0,891270339 1,386904489
MFE 2,63914269 0,679777044 0,682115021 0,424177591 0,367327392 1,235414494 1,101649278 0,423486662
ASD 1,41969336 2,34302695 0,552510175 0,460655554 0,704620516 3,860894576 1,794528704 1,581801357
PLS 1,244261184 1,068964208 1,347062638 1,702565513 1,94001578 8,748557515 1,456893077 2,077946395
SET 2,523470734 1,915782192 0,623188682 0,742730286 0,599606691 1,190299941 1,647107823 0,39973573
SDF 2,142268565 1,690644757 0,5769279 0,72107954 0,502441796 1,262816627 1,828049327 0,914565522
FF 1,011509139 1,051955406 0,758889078 0,653083929 0,48771099 7,839682139 2,121059365 1,688437103
A 1,355109426 2,508410647 0,598794526 1,47553722 2,295484017 2,892456297 1,953139507 1,721956189
MS 0,764829118 0,441539236 0,520377662 0,599765446 1,335785526 0,607924961 1,513433201 0,44876076
PBB 0,76678252 0,572426969 0,39506582 0,299241114 0,414170983 4,846136903 1,392449494 0,401187466
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Anexo 8 — Expresséo das quimiocinas XCL1, CX3CL1, CXCL9, CXCL10, CXCL11, CXCL12, CXCL17 e CCL21 nas lesbes de

endometriose das pacientes com endometriose retrocervical.

Iniciais XCL1 CX3CL1 CXCL9 CXCL10 CXCL11 CXCL12 CXCL17 CCL21

PPD 0,991510087 1,183954426 1,769947953 1,007297831 0,754204878 5,405339228 1,628907861 0,589228222
MFC 0,325944753 4,001701479 0,64113805 0,210587296 0,434680833 23,26977186 0,038926731 2,281366823
MJS 0,079422928 4,508393833 0,239103464 0,312188719 0,313606722 16,92853428 0,174936713 2,371662033
FV 0,367215626 1,504843594 0,433380738 1 0,871775393 8,909751295 0,007779564 2,058935217
Cl 0,138763434 5,016264942 0,132742931 0,368181824 0,175924508 17,72096375 0,030946177 1,134375625
CP 0,245334045 2,563639757 0,689985016 2,307867363 1,19413702 14,9504309 0,133220222 1,825306121
CcC 0,972061404 3,506625953 1,609861904 0,662269495 0,866323878 12,04619123 0,605851028 2,741049606
ADV 1,901739125 4,619682008 3,75212252 0,917939078 0,575476287 10,90120084 7,121716469 5,150556923
EDT 1,964264697 4,519626483 2,986875155 1,175252144 0,882726483 17,67728933 2,517069409 3,93100565
MGS 0,086662962 1,824515678 0,293492784 0,228701909 0,343596772 10,23000653 0,125930967 1,84543182
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Anexo 9 — Expressao das quimiocinas XCL1, CX3CL1, CXCL9, CXCL10, CXCL1l1l, CXCL12, CXCL17 e CCL21 no

endomeétrio topico das pacientes com endometriose retrocervical.

Iniciais  XCL1 CX3CL1 CXCL9 CXCL10 CXCL11 CXCL12 CXCL17 CCL21

PPD 0,825705577 0,564206199 1,2515422 1 1 0,569348995 1,063562636 0,084079531
MFC 0,504420689 0,704943389 1 0,279998366 0,136032982 2,147093713 0,924602392 1,809885509
MJS 0,957071992 0,515101272 1,326575639 0,403737728 0,439223876 1,093827441 1,329519558 1
FV 0,959729241 0,514153398 0,548934887 0,937239922 3,155849459 1,448324785 0,993715656 0,220354526
Cl 0,252035586 0,83971078 0,272193956 0,912243147 0,413519821 0,333182645 2,07039351 0,102870301
CP 0,513832253 0,700359589 0,627517213 0,513996454 0,724430095 3,364996866 3,736441669 1,01389513
CcC 0,636317787 0,643352895 0,095963324 1,094680845 0,489434731 2,486635696 1 0,957569056
ADV 0,781733818 0,58166733 0,333948361 0,307355523 0,386906907 3,975772377 2,75743141 0,561885641
EDT 1,395468303 0,38012128 0,561273923 0,693472372 0,423750915 1,056992516 0,939662774 0,842716009
MGS 1,596817409 0,330605491 0,144914809 0,045905802 0,044090095 0,128800952 2,406147359 0,461204482
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Anexo 10 - Idade, raca, paridade, pratica de exercicios fisicos e fase do
ciclo menstrual das pacientes submetidas a laqueadura tubéria.

Iniciais Idade Fase do
Ciclo
Menstrual
VDR 31 Folicular
MHS 26  Folicular
MEGC 29  Folicular
AS 39 Folicular
MAJF 32 Latea
CAAS 24 Latea
MLO 30 Latea
VMS 31 Folicular
CSA 36  Folicular
PGOS 29 Folicular
CcOoJ 28 Latea
NMAB 27 Latea
SMS 34 Latea
MJSL 33  Folicular
SRS 31 Folicular
SMK 34 Latea
SDF 34 Lutea
MLS 32 Folicular
LLS 34 Lutea
IASQ 33  Folicular
CMS 38 Lutea
SRS 29 Lutea
VAF 35 Lutea
EMD 30 Folicular
SDM 29 Folicular
EMS 35 Lutea
EUR 33 Lutea
JuJ 33  Folicular
LOM 29 Lutea
MLB 33 Folicular
PZF 37 Lutea

LHIM 35 Folicular
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Anexo 11 — Idade, raca, paridade, pratica de exercicios fisicos e fase do

ciclo menstrual das pacientes com endometriose de retossigmoide.

Iniciais Idade Fase do
Ciclo
Menstrual

GHM 30 Folicular
FFB 36 Latea
MEGC 41 Folicular
ASS 30 Latea
MDM 29 Latea
MFD 35 Latea
ACC 37 Latea
MLB 40 Latea
MFD 25 Latea
AAS 38 Latea
MFD 33 Folicular
DRB 34 Folicular
SFR 39 Folicular
MFE 30 Latea
ASD 32 Latea
PLS 33 Latea
SET 37 Latea
SDF 36 Folicular
FF 45 Folicular
A 27 Folicular
MS 30 Lutea
PBB 34 Latea
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Anexo 12 — Idade, raca, paridade, pratica de exercicios fisicos e fase do

ciclo menstrual das pacientes com endometriose retrocervical.

Iniciais Idade Fase do
Ciclo
Menstrual
PPD 34 Latea
MFC 36 Latea
MJS 47 Latea
FVv 35 Latea
Cl 32 Latea
CP 31 Folicular
CcC 38 Folicular
ADV 27 Folicular
EDT 29 Folicular
MGS 38 Folicular
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Anexo 13 — Queixas clinicas das pacientes submetidas a laqueadura
tubaria (notas atribuidas por meio da aplicacdo da escala visual

analégica de dor)

Iniciais Dismenorréia Dispareunia Dor Alteracdo Alteracao
de pélvica Intestinal  Urinaria
profundidade crbnica

VDR 0 0 0 0 0
MHS 0 0 0 0 0
MEGC 5 0 0 0 0
AS 0 0 0 0 0
MAJF 6 0 0 0 0
CAAS 4 0 0 0 0
MLO 2 0 0 0 0
VMS 0 0 0 0 0
CSA 4 0 0 0 0
PGOS 5 0 0 0 0
COJ 0 0 0 0 0
NMAB 0 0 0 0 0
SMS 0 0 0 0 0
MJSL 0 0 0 0 0
SRS 0 0 0 0 0
SMK 0 0 0 0 0
SDF 2 0 0 0 0
MLS 0 0 0 0 0
LLS 0 0 0 0 0
IASQ 0 0 0 0 0
CMS 0 0 0 0 0
SRS 0 0 0 0 0
VAF 0 0 0 0 0
EMD 0 0 0 0 0
SDM 0 0 0 0 0
EMS 2 0 0 0 0
EUR 3 0 0 0 0
JuJ 2 0 0 0 0
LOM 4 0 0 0 0
MLB 5 0 0 0 0
PZF 0 0 0 0 0
LHIM 0 0 0 0 0
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Anexo 14 - Queixas clinicas das pacientes com endometriose de
retossigmoide (notas atribuidas por meio da aplicacdo da escala visual

analégica de dor)

Iniciais Dismenorréia Dispareunia Dor Alteracdo Alteragéo
de pélvica Intestinal  Urinaria
profundidade crbnica

GHM 0 0 0 0 0
FFB 0 0 0 0 0
MEGC 5 0 0 0 0
ASS 0 0 0 0 0
MDM 6 0 0 0 0
MFD 4 0 0 0 0
ACC 2 0 0 0 0
MLB 0 0 0 0 0
MFD 4 0 0 0 0
AAS 5 0 0 0 0
MFD 0 0 0 0 0
DRB 0 0 0 0 0
SFR 0 0 0 0 0
MFE 0 0 0 0 0
ASD 0 0 0 0 0
PLS 0 0 0 0 0
SET 2 0 0 0 0
SDF 0 0 0 0 0
FF 0 0 0 0 0
A 0 0 0 0 0
MS 0 0 0 0 0
PBB 0 0 0 0 0
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Anexo 15 - Queixas clinicas das pacientes com endometriose
retrocervical (notas atribuidas através da aplicacdo da escala visual
analégica de dor)

Iniciais Dismenorréia Dispareunia Dor Alteracdo Alteragéo
de pélvica Intestinal  Urinaria
profundidade crbnica

PPD
MFC
MJS
FV
Cl
CP
CcC
ADV
EDT
MGS

H

'_\

QWO WOVWUTOWOOO
OCONUITOWOPRrEFPO®
QWO WMONOONDN
U'IOBOOOOOI—‘U'I
QO OO0 O0OO0OOO0OO0

[EEN
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Objective: To evaluate the expression of chemokines that regulate natural killer (NK) and T-regulatory (T-reg) cell activity in eutopic
and ectopic endometrial tissue samples from endometriosis patients.

Design: Case-control study (Canadian Task Force classification II-2).

Setting: Tertiary referral hospital.

Patient(s): Sixty-four consecutive patients with and without endometriosis.

Intervention(s): After videolaparoscopy, patients were divided into three groups: bowel endometriosis (n = 22), retrocervical endome-
triosis (n = 10), and endometriosis-free women (n = 32).

Main Outcome Measure(s): Gene expression of the chemokines that regulate NK (CXCL9, CXCL10, CXCL11, CXCL12, XCL1, and
CX3CL1) and T-reg cell activity (CCL17 and CCL21) evaluated by real-time polymerase chain reaction.

Result(s): Of the chemokines associated with NK cells, CX3CL1 and CXCL12 expression was statistically significantly greater in the
foci of endometriosis compared with the eutopic endometrium in patients and controls. From the chemokines associated with T-reg
cells, CCL17 expression was statistically significantly greater in the eutopic endometrium of the patients with rectosigmoid endome-
triosis compared with the foci of endometriosis or eutopic endometrium of the patients with retrocervical endometriosis or the
disease-free women.

Conclusion(s): Both T-reg and NK cells mediate inflammatory response and may play a fundamental role in endometriosis by causing
an impaired clearing of endometrial cells. Establishing how CCL17, CXCL12, and CX3CL1 mod-
ulate this response is essential to understanding inflammatory responses in endometriosis. (Fer-
til Steril® 2013;99:1987-93. ©2013 by American Society for Reproductive Medicine.)
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have been published on the role of im-
munologic factors in the pathogenesis
of endometriosis. Endometriotic lesions
have been associated with the presence
of various cytokines and with various

I n recent years, a number of studies

types of inflammatory response (1-3).
In this respect, the balance between
immunity and tolerance is important to
maintain immune homeostasis, thus
justifying the many mechanisms
involved in keeping the immune
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response under control, including the
activity of the natural killer (NK) and
T-regulatory (T-reg) cells (4-6).

Natural killer cells play a major role
in the immune system of vertebrates,
and they constitute an important part
of the innate immune response. These
lymphocytes are capable of differenti-
ating between virus-infected cells, neo-
plastic cells, and normal cells (7).
Natural killer cells can recognize the
major histocompatibility = complex
(MHC) expressed on the surface of po-
tential target cells and can eliminate
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these targets accordingly. Cells expressing MHC class I mole-
cules are identified as normal self-cells, but cells that do not
express MHC class I molecules are destroyed.

Expression of MHC class I has been extensively studied in
pregnancy, cancer, and in immune response in general. It is
well known that all normal human body cells express MHC
class I on their cell surface, as endometrial cells do (8, 9).
Therefore, in endometriosis, it is reasonable to assume that
NK cells participate in the immune response against the
endometrial cells that are regurgitated through the tubes
into the abdominal cavity during menstruation (10).

T-regulatory cells, first described by Sakaguchi et al. (11)
in 1995, can be activated by self or non-self antigens; once
they are activated, they can suppress T cells in a non-
antigen-specific manner (12, 13). Berbic et al. (14) found an
increase in Foxp3, the most specific marker of T-reg cells,
in the eutopic endometrium of patients with endometriosis
during the secretory phase of the menstrual cycle. The role
played by these cells in the inflammation process appears to
be important in coordinating the immune response against
ectopic endometrial cells. Consequently, cells such as T-reg
and NK cells that mediate inflammatory response appear to
play a fundamental role in endometriosis by causing an
impaired clearance of endometrial cells.

Because T-reg cells exert their function by producing in-
hibitory cytokines, it has been speculated that the endometrial
cells present in the peritoneal cavity fail to be eliminated be-
cause of a defective immune response. This defective response
would be due to a decrease in the activity of NK cells, macro-
phages, dendritic cells, or CD4 and CD8 lymphocytes that
may be suppressed by the action of the T-reg cells (15, 16).
However, studies have reported conflicting results, with some
reporting that the number of NK cells decrease (4), increase
(17, 18), remained unchanged (19), or vary in accordance
with the stage (20) of the disease (21). As reported by our
group, in patients with endometriosis, particularly those with
advanced stages of the disease such as rectosigmoid
endometriosis, the concentration of NK cells in peripheral
blood is higher (16). Furthermore, the concentration of T-reg
cells in the peritoneal fluid of patients with endometriosis has
also been found to be higher compared with that of women
without endometriosis (22).

It has been well established that T-reg cells in humans are
regulated by the CCL17 and CCL21 chemokines (ligands of
CCR4 and CCR7), which can modulate the activity of T-reg
cells in the tissues by, respectively, hampering or exacerbating
these responses. It is also understood that the migration of NK
cells increases in response to the presence of certain chemo-
kines such as CXCL9, CXCL10, CXCL11, CXCL12, XCL1, and
CX3CL1. The cytolytic activity of NK cells may increase in re-
sponse to CXCL10 and CX3CL1 as well (5, 23). Therefore, we
evaluated the expression of the chemokines that regulate the
activity of the NK and T-reg cells in eutopic and ectopic
endometrial tissue samples from patients with endometriosis.

MATERIALS AND METHODS

This study was conducted in the endometriosis division of the
Department of Gynecology at the University of Sao Paulo

School of Medicine’s Teaching Hospital, between August
2010 and May 2011. The study was approved by the institu-
tion’s internal review board under reference 0025/10, and
all the patients read and signed an informed consent form.

Sixty-four patients consecutively attending the endome-
triosis clinic were admitted to the study. Women with pelvic
pain and a suspicion of endometriosis were evaluated based
on clinical symptoms, a physical examination, and a transva-
ginal ultrasonography during which a specific protocol was
used to map the disease (24). Surgical treatment by laparos-
copy was indicated whenever the patient’s clinical condition
failed to improve with hormone therapy and/or when the im-
aging exam suggested severe lesions of deep endometriosis
affecting the rectosigmoid and retrocervical region. Biopsies
were performed during the surgical procedure to obtain histo-
logic confirmation of the disease. The total number of patients
was determined by the number of procedures expected to be
performed in this department within the referred time frame.

The inclusion criteria for the patients with endometriosis
were age 18 to 40 years, bowel/retrocervical endometriosis
confirmed by histology, and no autoimmune diseases as con-
firmed by anamnesis, a physical examination, and laboratory
tests, requested whenever necessary. In addition, patients had
to have normal menstrual cycles at intervals of 26 to 34 days,
and should not have used hormone therapy, including GnRH
analogues, progestogens, or oral contraceptives, in the 3
months preceding surgery. Accordingly, all endometriosis pa-
tients who were undergoing hormone treatment (such as pro-
gesterone or combined oral contraceptives) interrupted their
treatment at least 3 months before surgery.

The inclusion criteria for the group of women without en-
dometriosis were the same as those applied to the previous
group with the exception of the requirement for histologic
confirmation of endometriosis. These women were undergo-
ing tubal ligation as a permanent method of contraception.
In both groups, the day of the menstrual cycle on the day of
surgery was recorded, thus determining the phase of the cycle
(luteal or follicular).

The patients were then divided into three groups: bowel
endometriosis (group A, n = 22 patients), retrocervical endo-
metriosis (group B, n = 10 patients), and women without the
disease (group C, control, n = 32 patients). After anesthesia
and with the patient placed in position, a sample of the eu-
topic endometrium was collected using a Pipelle curette
(groups A, B, and (). During surgery, tissue samples were ob-
tained from the ectopic endometrium (groups A and B). The
tissue samples from the eutopic and ectopic endometrium
were divided into two equal parts and sent to the laboratory
to be stored until analysis.

Gene expression was determined by reverse-transcriptase
polymerase chain reaction (RT-PCR) analysis using the B2m
gene as a housekeeping gene. The total RNA was isolated
from the eutopic and ectopic endometrium in the biopsy
samples according to a standard Trizol RNA isolation protocol
(Invitrogen). Samples of total RNA were quantified by
measuring the optical density at 260 nm (Nano Vue Plus
Spectrophotometer; GE). All RT-PCR reaction mixtures
were prepared using Superscript Platinum III One-Step
kits with incorporated SYBR Green (11736-051; Invitrogen).

1988

VOL. 99 NO. 7 /JUNE 2013



The production of complementary DNA (cDNA) and DNA
amplification were performed on a Step One thermocycler
(Applied Biosystems), and the amplification products were
confirmed on a 1.5% agarose gel. The primers used were as
follows: CCL17 sense, 5'-ACTGAAGATGCTGGCCCTGGTC-3';
CCL17 reverse, 5'-AAACGATGGCATCCCTGGAGC-3'; CCL21
sense, 5'-CCCAGCTATCCTGTTCTTGC-3’; CCL21 reverse, 5'-
TCAGTCCTCTTGCAGCCTTT-3'; CXCL9 sense, 5-TGCTGGT
TCTGATTGGAGTG-3'; CXCL9 reverse, 5-TTTGGCTGACCT
GTTTCTCC-3’; CXCL10 sense, 5-CTGTACGCTGTACCTGC
ATCA-3’; CXCL10 reverse, 5-TTCTTGATGGCCTTCGATTC-3';
CXCL11 sense, 5-AGAGGACGCTGTCTTTGCAT-3'; CXCL11
reverse, 5-TGGGATTTAGGCATCGTTGT-3’; CXCL12 sense,
5'-GTCAGCCTGAGCTACAGATGC-3’; CXCL12 reverse, 5'-CT
TTAGCTTCGGGTCAATGC-3'; XCL1 sense, 5-TGGCATCT
GCTCTCTCACTG-3'; XCL1 reverse, 5'-ATTTCCTGTCCATG
CTCCTG-3’; CX3CL1 sense, 5'-TCTGCCATCTGACTGTCCTG-
3’; and CX3CL1 reverse, 5'-CTGTGCTGTCTCGTCTCCAA-3'.
Reverse transcription was performed at 45°C for 30 minutes,
95°C for 5 minutes, and 5°C for 5 minutes. After reverse tran-
scription, PCR was performed under the following conditions:
95°C for 30 seconds, 60°C for 30 seconds, and 72°C for 1 minute
for 35 cycles. The fold change was represented as 2~ 24",

Analysis of variance (ANOVA) and Tukey’s post hoc test
were used to compare the results of the chemokines, and the
Mann-Whitney nonparametric test was used to compare clin-
ical characteristics. The tests were performed using the SAS
software program, version 8.0 (SAS Inc.) and the SPSS statis-
tical software package, version 15.0 (SPSS Inc.). P<.05 was
considered statistically significant.

RESULTS

The mean age of the patients in group A was 34.14 + 4.87
years compared with 34.70 4 5.66 years for the patients in
group B and 31.97 4+ 3.46 years for those in group C. The
groups were not statistically significantly different with re-
spect to age or parity (Table 1). In addition, the phases of
the menstrual cycle at the time of surgery were similar in
the group of patients with endometriosis and the group
without endometriosis, with a similar number of patients
and controls in the follicular and luteal phases of the
menstrual cycle.

Regarding the chemokines related to NK cell activity
(Fig. 1), statistically significant differences were found be-
tween the groups or sites of evaluation with respect to the
mean levels of CX3CL1 and CXCL12 (P<.05). Of those related
to T-reg cell activity (Fig. 2), statistically significant differ-
ences were found only for CCL17 (P<.05). When chemokine
expression in the eutopic endometrium was compared accord-
ing to the phase of the menstrual cycle, no statistically signif-
icant differences were found between the follicular and luteal
phases (Table 2). CX3CL1 (fractalkine) was expressed to
a greater extent in the eutopic endometrium of women with
retrocervical lesions compared with the other groups (P< .05).

With respect to CXCL9 (MIG), CXCL10, CXCL11, and
XCL1, no statistically significant differences were identified
between the groups or sites (P>.05); although there did ap-
pear to be some trends, the high standard error did not permit

Fertility and Sterility®

this hypothesis to be confirmed. Both in the patients with ret-
rocervical endometriosis and in those with rectosigmoid le-
sions, CXCL12 (SDF-1a) expression was greater in the foci
of endometriosis compared with the eutopic endometrium
(P<.05). Of the chemokines associated with T-reg cell activ-
ity, CCL17 (TARC) was expressed to a greater extent in the eu-
topic endometrium of patients with lesions of endometriosis
in the rectosigmoid compared with the other groups (P<.05).

DISCUSSION

In recent years, research in endometriosis has focused on the
etiopathogenesis of the disease (25). Although new hypothe-
ses have been raised, studies have found evidence that the
theory of retrograde menstruation, taken together with im-
munologic factors, appears to play a significant role in the
genesis of this disease (15, 16, 26, 27).

Chemokines are a group of at least 47 correlated proteins,
making them the largest family of cytokines known (23, 28).
Depending on the number and spacing of their conserved
cysteine residues, chemokines are classified into four
groups: CXC (or a), CC (or b), CX5C, and the C subfamilies.
Each chemokine can bind to more than one receptor, and
each receptor interacts with more than one chemokine (29).

The correlation between T-reg and NK cell activity in en-
dometriosis remains poorly understood. If we further consider
that their effects can be modulated by other mediators of the
inflammatory response such as the chemokines, then the
range of questions that remains to be answered is even larger.

Basta et al. (30) found differences in Foxp3™ CD4 levels
when tissue samples from ectopic pregnancy, eutopic secre-
tory endometrium, and ovarian endometriomas were com-
pared. Those investigators speculated that the disturbances
in the equilibrium of the last two might be due to alterations
in the population of T-reg cells at these sites.

Reviewing the role of T-reg cells in the pathogenesis of
endometriosis, Berbic and Fraser (31) showed that in patients
with endometriosis Foxp3™ CD4 levels did not decrease as ex-
pected in the secretory phase, which may contribute toward
reducing the ability of newly recruited leukocytes to initiate
effective immune responses against the endometrial frag-
ments that invade the peritoneal cavity.

Despite those findings published in the literature, our
study found no differences in chemokine expression when
it was evaluated in accordance with the phase of the men-
strual cycle. Moreover, although the phase of the menstrual
cycle at the time of surgery was not controlled, there were
a similar number of patients and controls in the follicular
and luteal phases of the menstrual cycle and no statistically
significant differences between the groups.

André et al. (32) reported the presence of certain polymor-
phisms in Foxp3 in infertile patients with endometriosis com-
pared with healthy women. Therefore, the genetic aspect
certainly appears to play an important part in the genesis of
endometriosis; however, much still remains to be investigated
with respect to the immunologic theory.

Qin et al. (5) showed that T-reg cells and their principal
marker Foxp3 are affected by some chemokines (CCL17 and
CCL21), which may exacerbate or hamper their function. In
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TABLE 1

Clinical characteristics related to ethnicity, parity, and the practice of physical exercise in the patients with endometriosis and controls.

Controls Rectosigmoid patients Retrocervical patients Total
n % n % n % n % Pvalue
Ethnicity .001
Caucasian 15 46.9 17 77.3 8 80.0 40 62.5
African descent 17 53.1 2 9.1 2 20.0 21 32.8
Asian descent 0 0.0 3 13.6 0 0.0 3 4.7
Parity .694
None 17 77.3 7 70.0 24 75.0
1 3 13.6 1 10.0 4 12.5
>1 2 9.1 2 20.0 4 12.5
Regular physical exercise <.001
Yes 0 0.0 13 59.1 4 40.0 17 26.6
No 32 100.0 9 40.9 6 60.0 47 73.4
Total 32 100.0 22 100.0 10 100.0 64 100.0

Bellelis. Chemokines in deep endometriosis. Fertil Steril 2013.

our study, a statistically significant difference was found in
CCL17 chemokine expression. CCL17 is known to be able to
modulate the effect of the T-reg cells (5, 33). Numerous
studies have shown the effect of this chemokine on the
genesis of bowel conditions such as Crohn disease (33-35).
Experiments in CCL17-deficient rats confirmed that these an-
imals failed to develop relevant clinical signs of autoimmune
bowel disease, even when evaluated at different time points.
Those results suggest that immune factors regulated in
CCL17-deficient rats inhibit inflammation. Furthermore, in
2012, Heiseke et al. (33) showed that the clonal expansion
of T-reg cells is more likely to be present in CCL17-deficient
rats than in CCL17-competent rats; that is, a lack of CCL17 al-
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Relative expression of CXCL12 and CX3CL1. * P <.05 when
compared to other groups.

Bellelis. Chemokines in deep endometriosis. Fertil Steril 2013.

lows T-reg cells to expand in number, thus enhancing im-
mune response.

Consequently, a reduction in CCL17 concentration in the
ectopic endometrium of patients with endometriosis affecting
the rectosigmoid or in those with retrocervical lesions leads us
to speculate on a possible association with the genesis of other
autoimmune diseases. This reduction in CCL17 found in the
ectopic endometrium of patients with rectosigmoid and retro-
cervical lesions permits the clonal expansion of T-reg cells at
this site. This hypothesis is in agreement with reports by other
investigators (14, 30, 36, 37); although these findings were
not statistically significant, there was a clear tendency
toward a decrease. The increased concentration of T-reg
cells in the peritoneal fluid of patients with endometriosis
and, furthermore, the increase in the number of these cells
in ovarian endometriomas has led us to believe that this
greater concentration results in a malfunction of the other
cells of the immune system. Therefore, our findings
complement the description of an environment that
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TABLE 2
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Description of the chemokines in the eutopic endometrium according to the phase of the menstrual cycle.

Phase of the menstrual cycle

Follicular phase

Luteal phase

Variable Group Mean Standard deviation n Mean Standard deviation n
XCL1 Control 1.640 1.802 16 1.341 1.409 16
Patient (rectosigmoid) 0.946 1.135 8 0.714 0.926 14
Patient (retrocervical) 0.985 0.482 5 0.700 0.312 5
CX3CL1 Control 1.279 1.032 16 1.317 1.497 16
Patient (rectosigmoid) 1.053 0.857 8 0.986 0.620 14
Patient (retrocervical) 0.527 0.163 5 0.628 0.142 5
CXCL9 Control 1.324 1.086 16 2.817 5.869 16
Patient (rectosigmoid) 0.995 1.184 8 0.930 1.296 14
Patient (retrocervical) 0.353 0.239 5 0.880 0.456 5
CXCL10 Control 1.269 1.314 16 3.615 9.493 16
Patient (rectosigmoid) 0.656 0.440 8 1.073 1.031 14
Patient (retrocervical) 0.531 0.397 5 0.707 0.337 5
CXCL11 Control 1.327 1.452 16 1.781 2.591 16
Patient (rectosigmoid) 0.744 0.691 8 1.221 1.114 14
Patient (retrocervical) 0.414 0.245 5 1.029 1.230 5
CXCL12 Control 1.489 1.403 16 1.372 1.074 16
Patient (rectosigmoid) 1.695 2.679 8 1.521 2.572 14
Patient (retrocervical) 2.203 1.596 5 1.118 0.722 5
CXCL17 Control 2.513 2.339 16 2.432 3.353 16
Patient (rectosigmoid) 2.370 1.456 8 5.200 6.055 14
Patient (retrocervical) 2.168 1.198 5 1.276 0.470 5
CCL21 Control 5.881 13.286 16 10.329 38.436 16
Patient (rectosigmoid) 1.958 1.014 8 3.849 3.672 14
Patient (retrocervical) 0.767 0.244 5 0.643 0.754 5

Bellelis. Chemokines in deep endometriosis. Fertil Steril 2013.

encourages a greater concentration of these cells, which act so
intensely on immune response. Moreover, the greater
expression of CCL17 in the eutopic endometrium of patients
with endometriosis of the rectosigmoid indicates the lower
propensity for T-reg cells to concentrate at this location,
allowing them to focus on the peritoneal cavity.

Together with other T and B cells, NK cells represent one
of the major subsets of lymphocytes and have been identified
in all species of vertebrates examined. These lymphocytes are
different from the T and B cells and play an important role in
innate immune response. The term “natural killer” originates
from the fact that these cells can perform their function of
killing without any requirement for the clonal expansion
and/or differentiation required by other killer cells of the im-
mune system such as the cytotoxic T lymphocytes (CTL) (23).
Because NK cells participate in the clearance of the endome-
trial cells regurgitated into the peritoneal cavity, it is reason-
able to speculate that they would be underactivated in
endometriosis or would not recognize the ectopic endometrial
tissue as being material in apoptosis that should be
eliminated (4).

The migration of NK cells may increase in response to the
presence of certain chemokines such as CXCL9, CXCL10,
CXCL11, CXCL12, XCL1, and CX3CL1. Additionally, an in-
crease in their cytolytic activity may take place when NK cells
are exposed to specific chemokines such as CXCL10 and
CX3CL1 (38-44). The differences in the levels of some of
the chemokines found in our study highlights the defective
action of NK cells in patients with endometriosis. CX3CL1

(fractalkine) is one of the most studied chemokines in
endometriosis (29, 45-47). Watanabe et al. (47) evaluated
healthy women and showed that CX3CL1 is present to
a greater extent in eutopic endometrium in the secretory
phase of the cycle compared with the proliferative phase.
Furthermore, those investigators suggested that its presence
could be one of the factors responsible for regulating the
immunologic milieu, attracting cells such as the NK cells.

Our study found a statistically significant difference with
respect to the presence of CX3CL1 in the ectopic endometrium
of the women with retrocervical lesions, where it was ex-
pressed to a greater extent compared with the eutopic endo-
metrium of the women in the other groups. This may
indicate an attempt by the organism to induce chemotaxis
of defense cells such as the NK cells in an effort to reduce
the damage caused by this disease.

CXCL12 (SDF-1a, stromal cell-derived factor-1) was
identified as a gene product that is consistently regulated by
estrogen and has also been associated with NK cell migration
(48). Our study found lower levels in the eutopic endometrium
of patients and controls compared with the ectopic endome-
trium. The fact that its levels are higher in the ectopic endo-
metrium is surprising; however, using the same line of
reasoning applied to CX3CL1, we believe this to be a response
of the organism attempting to increase the concentration of
defense cells against endometriosis. In 2009, Glace et al.
(48) also showed an increase in CXCL12 levels in the ectopic
endometrium when evaluating an animal model of ovarian
endometriosis, and Furuya et al. (49) reported similar findings
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in patients with ovarian endometriosis compared with
disease-free patients.

Endometriosis is a condition that continues to be evalu-
ated, and many questions remain to be clarified. The immuno-
logic theory is currently the target of much research. A
number of studies have approached endometriosis as an im-
munologic disease (1, 50, 51), and identification of
a noninvasive diagnosis and a definitive or prophylactic
treatment may well result from this theory. The action of
cells that mediate inflammatory response, such as the T-reg
and NK cells, when they are inactive, underactive, or even
when functioning normally appears to play a fundamental
role in the genesis and/or maintenance of this disease.
Furthermore, as seen for the first time in our study, the role
of certain chemokines in modulating this inflammatory
response represents a fundamental key to understanding the
inflammatory response in endometriosis. We measured
mRNA levels to identify chemokine ligands and changes in
receptors in cases of deep endometriosis, but it should be
taken into consideration that posttranscriptional changes
may also interfere in immune cascade processes.
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