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RESUMO

Hilario SG. Avaliacdo da expressdo génica relaciona a receptividade
endometrial em pacientes submetidas a embolizacdo do mioma uterino
[tese]. SGo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o Paulo; 2012.

OBJETIVO: Avaliar a receptividade endometrial de pacientes submetidas a
embolizacdo do mioma uterino, analisando a expressao génica de LIF, IL-11,
IL-6, claudina-4, HoxA-10, HoxA-11, receptor de estrogénio e receptor de
progesterona antes e apos este procedimento. CASUISTICA E METODOS:
Foram colhidas biopsias aspirativas de endométrio de 30 pacientes
previamente a embolizacdo do mioma uterino e repetida a coleta 3 a 4
meses apos este procedimento. A média etaria do grupo estudado foi de
36,2 anos. O volume uterino médio pré-embolizacao foi de 662,1 cc e 0 pos-
embolizacdo foi de 338,2 cc, medidos através de ressonancia nuclear
magnética. INTERVENCAO: As amostras de endométrio foram analisadas
pela técnica de RT-PCR para os genes LIF, IL-11, IL-6, claudina-4, HoxA-10,
HoxA-11, receptor de estrogénio e receptor de progesterona.
RESULTADOS: Dentre os genes estudados, LIF (p=0,005), IL-11 (p=0,001)
e HoxA-11 (p=0,021) apresentaram reducao estatisticamente significante da
expressdo no endométrio apés a embolizacdo. Os demais genes nao
apresentaram alteracdo da expressao estatisticamente significante.
CONCLUSAO: Houve alteracdo da expressdo de genes relacionados a
receptividade endometrial, no endométrio de pacientes tratadas pela técnica
da embolizacdo do mioma uterino.

Descritores: Leiomioma, embolizacdo da artéria uterina, expressao génica,
endométrio, implantacdo do embrido, reacdo em cadeia da polimerase.



SUMMARY

Hilario SG. Evaluation of gene expression related to endometrial receptivity
in patients undergoing uterine leiomyoma embolization [thesis]. Sao Paulo:
Faculty of Medicine, University of Sao Paulo, 2012.

OBJECTIVE: Assessing endometrial receptivity in patients undergoing
uterine fibroid embolization by analyzing the gene expression of LIF, IL-11,
IL-6, claudin-4, Hoxa-10, Hoxa-11, estrogen receptor and progesterone
receptor before and after this procedure. METHODS: Endometrial aspiration
biopsies were collected from 30 patients prior to embolization of uterine
myoma, and the collections were repeated 3 to 4 months after this
procedure. The average age of the study group was 36.2 years old. The
mean uterine volume pre-embolization was 662. 1 cc and post-embolization
was 338.2cc as measured by Magnectic Resonance Imaging (MRI).
INTERVENTION: Endometrial samples were analyzed by RT-PCR for genes
LIF, IL-11, IL-6, claudin-4, Hoxa-10, Hoxa-11, estrogen receptor and
progesterone receptor. RESULTS: Among the studied genes, LIF (p=0.005),
IL-11 (p=0.001) and Hoxa-11 (p=0.021) showed statistically significant
reduction of expression in the endometrium after embolization. The
remaining genes showed no statistically significant change in expression.
CONCLUSION: There was altered expression of genes related to
endometrial receptivity in the endometrium of patients treated by the
technique of embolization of uterine myoma.

Descriptors: Leiomyoma, uterine artery embolization, gene expression,
endometrium, embryo implantation, polymerase chain reaction.



1 INTRODUCAO

O leiomioma do utero € o tumor pélvico solido mais frequente nas
mulheres. Pode se apresentar nas diferentes por¢coes do Utero e em
variadas posic6es em relacdo ao miométrio. Quando se considera nédulos
de até dois milimetros em pecas de histerectomia, sua incidéncia chega a
até 77%. Em achados de ultrassom, varia de 30 a 80 %, dependendo da
idade da paciente. Por ser, na maioria dos casos, assintomatico tém sua

prevaléncia incerta (PARKER, 2007).

Aproximadamente seiscentas mil histerectomias sao realizadas
anualmente nos Estados Unidos (EUA), e destas 40,7% sdao realizadas por
leiomiomas. Além das histerectomias, cerca de vinte mil miomectomias sé@o
indicadas naquele pais em virtude dos sintomas causados por essa doenca
(ACOG, 2009). No Brasil, foram realizadas cerca de 107.000 histerectomias
pelo Sistema Unico de Saude em 2005, sendo que destas a grande maioria

por leiomioma (DATASUS).

Entre os fatores de risco, destacam-se a raga negra (razao de chance
de 9,4 em relacdo as brancas), menarca precoce (antes dos 11 anos tem
razdo de chance de 2,4 em relacdo a menarca ap0s os 13 anos), historia
familiar (antecedente de leiomioma em parentes de primeiro grau aumenta o

risco da doenca em 4 a 5 vezes) e o indice de massa corporea elevado



(obesas com IMC> 30 kg/m2 possuem razdo de chance de 2,3 em relacéo

aquelas com IMC< 25 kg/m2).

Como fatores protetores, citam-se o uso habitual de anticoncepcionais
orais (razdo de chance de 0,2), paridade (multiparas apresentam risco
menor em relacdo as nuligestas), idade da primeira gestacéo (entre 25 e 29
anos de idade confere protecdo quando comparada a gestacédo abaixo dos
25 anos e acima dos 30 anos) e tabagismo com mais de 19 anos de duracéo

(razdo de chance de 0,6) (SCHWARTZ, 2001; PARKER, 2007).

Manifesta-se clinicamente de diversas formas, a depender do
tamanho e da posi¢cédo dos tumores no Utero. Os sintomas mais comuns sao:
sangramento uterino excessivo, dismenorréia, dispareunia, dor pélvica
crdnica, compressao de visceras adjacentes (bexiga e intestino), aumento

do volume abdominal, infertilidade e abortamento de repeticao.

O sangramento uterino excessivo (hipermenorragia), com frequéncia
causa anemia; a dispareunia e a dor pélvica crénica prejudicam
sobremaneira a qualidade de vida da paciente. O aumento do volume
abdominal, geralmente observado nos casos de leiomiomas subserosos, traz
desconforto estético, aléem de propiciar alteracdo no ritmo intestinal e
urinario, devido a compressao exercida nos 6rgaos circunvizinhos. Os casos
que cursam com infertiidade ou abortamento de repeticdo estdo via de
regra, relacionados a nédulos que se apresentam distorcendo a cavidade

endometrial ou obstruindo o 6stio tubario (HANEY, 2000).



O diagndstico do leiomioma do Utero, na maioria dos casos, pode ser
feito pela anamnese, exame fisico geral e ginecologico. Porém a
confirmacdo diagndstica, bem como a localizagdo e definicdo das
caracteristicas dos ndédulos, necessita de exames de imagem

complementares.

A ultrassonografia pélvica, devido a sua precisédo na identificacdo dos
tumores, facilidade de execucao e baixo custo operacional, € o exame mais
utilizado. Outros métodos, como a ressonancia nuclear magnética, a
histerossonografia e a histerossalpingografia, podem ser usados como
complementares a ultrassonografia (DUEHOLM et al., 2002). A ressonancia
nuclear magnética de pelve tem mostrado maior acuracia que o ultrassom
quando se faz necessario individualizar e caracterizar 0os nodulos
miometriais, principalmente na avaliacdo que precede a tratamentos

conservadores do utero (RAJAN et al.,2011).

O objetivo do tratamento do leiomioma € o controle dos sintomas e/ou
retorno a capacidade reprodutiva, quando assim desejada. Dessa forma, a
escolha do melhor tipo de tratamento deve ser individualizada (STEWART,

2001).

O tratamento clinico tem como finalidade o controle dos sintomas,
evitando ou postergando possivel intervencéo cirargica. Pode ser feito com o
uso de anti-inflamatérios ndo hormonais, antifibrinoliticos, progestagénios ou
anticoncepcionais hormonais. Outro papel do tratamento clinico pode ser a

neoadjuvancia, buscando a reducédo do volume dos nédulos de leiomioma e



a melhora das condi¢des clinicas da paciente para posterior cirurgia. Nesse
sentido, destaca-se 0 emprego dos analogos agonistas do hormonio

liberador de gonadotrofinas (GnRH) (BOZZINI et al., 2003).

O tratamento cirargico, por sua vez, pode ser conservador ou radical.
O tratamento conservador é realizado pela miomectomia convencional
laparotémica, ou ainda através da videolaparoscopia ou histeroscopia. A
terapéutica radical, ou seja, a histerectomia pode ser efetuada por
laparotomia, videolaparoscopia, ou por via vaginal (DAVIDS,1952;

ALELEZ,1995; VERCELLINI et al., 1998).

1.1 Embolizagdo do Mioma Uterino

A embolizacdo do mioma uterino (EMU) surge como uma efetiva
alternativa no tratamento do leiomioma do Utero. Trata-se de um tratamento
multidisciplinar, cujo diagnéstico e indicacdo sao feitos pelo ginecologista e o

processo de embolizagéo pelo radiologista vascular intervencionista.

Com objetivo de reduzir o tamanho dos leiomiomas e possibilitar
acesso cirargico menos extenso, RAVINA et al. (1995) descrevem

inicialmente a EMU como tratamento prévio na cirurgia dos leiomiomas.

A melhora da sintomatologia observada ap6s o procedimento é téao
significativa que a EMU é considerada atualmente opcéo terapéutica no
tratamento dos leiomiomas uterinos em mulheres que apresentam contra-

inidicacdo ao tratamento cirurgico convencional (GOODWIN et al., 1998).



RAVINA et al. (1997) relatam controle da menorragia em 89% das
pacientes submetidas a EMU. O volume do Utero e do maior leiomioma
reduziu em média 55% e 69%, respectivamente, apdés 6 meses do

tratamento.

HUTCHINS et al. (1999), descrevem acompanhamento de 305
pacientes submetidas a EMU pelo periodo de dois anos. O indice de
sucesso terapéutico foi de 96%. O controle da menorragia e dos sintomas
compressivos ocorreu em 92% das pacientes. Nesta série, seis pacientes
foram submetidas a histerectomia, 2 delas por sindrome po6s-embolizacéo

refratdria a tratamento clinico. Cinco pacientes foram submetidas a

miomectomia, 3 por insucesso técnico e duas eletivamente por infertilidade.

RAVINA et al. (1999) apresentam resultados do tratamento de 184
pacientes portadoras de leiomioma uterino durante um periodo de seis anos
(1991 a 1997). A média etaria das pacientes foi de 43 anos, e 80% das
mesmas tinham 3 ou mais leiomiomas com diametro médio de 5,8cm. O
insucesso técnico ocorreu em 8 (4,3%) dos casos e perdeu-se seguimento
de 19 pacientes. As pacientes remanescentes foram acompanhadas por
periodo médio de 30 meses. Das 157 mulheres, 146 (93%) ficaram
assintomaticas e 11 ndo apresentaram resposta ao tratamento. As
complicagbes foram: expulsao de leiomioma em seis pacientes, piometra em
trés pacientes, que foram entdo tratadas com antibibticoterapia. Uma
paciente desenvolveu necrose de leiomioma pediculado subseroso, 0 que
resultou em abdome agudo inflamatério e indicacdo de laparotomia.

Verificou-se amenorréia p6s-EMU em 5 pacientes com idade de 30, 39, 40,



47 e 48 anos. Diagnostico de gestacao ocorreu em 7 pacientes, 6 evoluiram

para gravidez a termo e 1 aborto espontaneo.

MESSINA et al. (2002) descreveram melhora da menorragia e colica
menstrual em 90% das mulheres portadoras de leiomiomatose uterina
submetidas a embolizagdo do mioma uterino com particulas de PVA. O

volume uterino diminui em média 43,7% ap6s um ano da EMU.

A EMU apresenta vantagem de tratar todos leiomiomas
simultaneamente, ser minimamente invasiva, ndo provocar aderéncias dos

orgaos pélvicos e permitir o retorno precoce ao trabalho (SPIES et al. ,2001).

As particulas de PVA injetadas nas artérias uterinas impactam em
vasos que nutrem os nodulos de leiomioma, 0S quais apresentam maior
calibre quando comparados a circulacdo intrinseca do utero. Plaquetas
aderem as particulas e o fluxo arterial diminui. Simultaneamente, ocorre
processo de coagulacdo intravascular. Quando um numero suficiente de

artérias é ocluido a coagulacéo se propaga de modo retrogrado até atingir a

artéria uterina.

A EMU promove isquemia do leiomioma sem afetar o miométrio. Essa
resposta diferenciada pode ser explicada pelo modo de irrigacdo destas
estruturas e pelo diametro das particulas de PVA. Este material embolizante
tem diametro médio de 500 micra, tamanho suficiente para ocluir vasos
calibrosos que irrigam os leiomiomas, mas o seu diametro excede aquele
dos vasos que nutrem 0 miomeétrio e por iSso nao ocorre a sua oclusédo. A

viabilidade do miométrio também € mantida pela circulagédo colateral que



apresenta importante contribuicdo das artérias ovarianas. Dessa maneira €

possivel promover a isquemia dos leiomiomas e manter viavel o miométrio.

Com o desenvolvimento de novas técnicas, utilizacdo de micro
cateteres, e principalmente com a utilizacdo de novo material emboligénico,
como as embosferas (esferas calibradas de copolimero acrilico- Trisacryl),
hidrofilicas, cobertas com gelatina porcina com 700 a 900 micra de
diametro, a probabilidade de complicagdes diminui significantemente,
obtendo-se melhora dos sintomas de menorragia e cdélica menstrual e maior
reducdo do volume dos leiomiomas (KATSUMORI et al.,2002; CHIESA e

HART,2004; CHUA et al.,2005).

As tradicionais particulas de PVA apresentam formato irregular,
proporcionando embolizagdo n&o uniforme e mais proximal, enquanto as
particulas de Trisacryl tém como caracteristica pouca agregacao,
embolizacdo mais uniforme e distal, aumentando a seletividade do

procedimento (SPIES et al., 2005).

As particulas de Trisacryl sédo insoluveis em fluidos orgéanicos, semi-
rigidas quando secas, mas maleaveis quando Umidas, prevenindo deste

modo a agregacao das particulas no interior do cateter.

A avaliagdo da cavidade endometrial apés a EMU através de
histeroscopia fornece dados macroscopicos e até mesmo a oportunidade de
coleta de material para analise anatomopatoldogica, que excluem doenca
maligna do endométrio, e avalia a resposta do manto endometrial secundario

a producao hormonal ovariana principalmente quando realizada na segunda



fase do ciclo menstrual. A gravidez pos-EMU é relatada por diversos autores

demonstrando a viabilidade deste tecido endometrial (RAVINA et al., 2001)

Entretanto a atrofia endometrial também é descrita, conferindo deste
modo, importancia na avaliacdo do comportamento do endométrio frente a
produgédo hormonal ovariana, viabilizando a ocorréncia de futuras gestacoes

(TROPEANO et al., 2003).

Como qualguer outra modalidade de intervencdo conservadora,
clinica ou cirdrgica, a EMU nao prescinde do acompanhamento evolutivo da
doenca, visando assegurar a paciente que a doenca estd controlada de
modo temporario ou definitivo e, também, que ndo ha surgimento ou

agravamento de um processo patolégico associado, exigindo a reavaliacdo

da conduta terapéutica (MESSINA, 2004).

Argumentos que resgatam a EMU incluem a natureza conservadora, a
caracteristica minimamente invasiva do procedimento e a baixa possibilidade

de transformagé&o maligna do leiomioma (TAKAMIZAWA et al., 1999).

A EMU em pacientes com infertilidade ou com desejo futuro de
gravidez é tema polémico. No inicio indicava-se a embolizacdo em mulheres
com prole definida pelo receio das eventuais complicacbes, como necrose
massica do Utero, insuficiéncia ovariana pos-embolizacdo. Mas com a
melhora da técnica e dos agentes embolizantes, esses riscos diminuiram e
atualmente, o procedimento pode ser indicado em casos selecionados de
mulheres que desejam gravidez. Segundo alguns autores, a taxa de

gravidez se assemelha as das pacientes que foram submetidas a



miomectomia. No entanto, a opinido ndo € unanime, pois se deve considerar
a quantidade, volume e localizac&o dos leiomiomas no Utero (RAVINA, 1995;

Mc LUCAS et al., 2001) .

1.2 Receptividade Endometrial

A preservacao da cavidade endometrial, garantindo futuro reprodutivo
a paciente submetida a EMU, sempre foi alvo de estudo dos centros que
desenvolvem esta técnica como alternativa ao tratamento do leiomioma
uterino. Esta claro que a implantacdo do embrido humano requer uma
interacdo coordenada entre o proprio concepto e o Gtero. Embora, ha muito
se conheca gue os esterdides ovarianos medeiem esse processo, foi apenas
nas Ultimas duas décadas que alguns fatores locais foram identificados. A
regulacdo esteroidal das funcdes uterinas € mediada fundamentalmente por
fatores de crescimento e citocinas, bem como pela expressdo de seus

receptores.

1.2.1Fator Inibidor de Leucemia (Leukemia Inhibitory Factor — LIF)

O fator inibidor de leucemia (LIF) foi inicialmente reconhecido como
sendo capaz de induzir a diferenciagdo de macrofagos da linhagem de

células leucémicas mieldides M1 (TOMIDA et al.,1984). Porém, atualmente
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se sabe que tem atuacdo relacionada a proliferacdo, diferenciacdo e
sobrevivéncia celular em multiplos sistemas, tais como, imunolégico,
cardiaco, nervoso e reprodutivo (OZAKI e LEONARD, 2002). E uma citocina

altamente glicosilada, com peso molecular entre 40 e 50 kDa.

LIF esthd expresso em varios tecidos embrionarios e adultos
(SCHAFER-SOMI, 2003) com niveis particularmente altos no Utero. Na
superficie da célula, o receptor —p para LIF (LIF-RB) se liga a uma
glicoproteina gp-130 (receptor comum para familia IL-6), formando um
agregado de alta afinidade pelo qual o sinal transmitido pelo LIF € deflagrado
(HEINRICH et al., 2003). A traducdo do sinal ocorre pela ativacdo de
diversas vias, sendo a principal delas a JAK/STAT. A supressédo do sinal
pode ser obtida por supressores da citocina ou por proteinas inibidoras da

ativacdo de STAT (PIAS) (DUVAL et al., 2000).

Em humanos, LIF mRNA e proteina sdo expressos em glandulas
endometriais durante a fase litea do ciclo menstrual, periodo em que ocorre
a implantacdo (CHEN et al., 1995). LIF-RB e gp-130 s&do expressos no
epitélio luminal ao longo do ciclo de mulheres comprovadamente férteis
(GULLINAN et al., 1996). A expressao de LIF esta reduzida em analise de
endométrio de pacientes com infertilidade sem causa aparente, quando
comparada com mulheres sem comprometimento da fertilidade (LAIRD et
al., 1997). Em mulheres inférteis, registraram presenc¢a de mutagédo do gene
LIF em 2,7 % das nuliparas e 6,9 % nas pacientes com infertilidade

secundaria (KRALICHOVA et al., 2006).
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A acado bioléogica do LIF no endométrio permanece ainda
desconhecida, embora a sua expressdo em glandulas desse tecido indique
importancia nas alteracdes da cavidade endometrial ao longo do ciclo. A
proteina LIF tem sua expressdo maximizada em bidpsias endometriais na
segunda metade da fase secretdria do ciclo menstrual em mulheres férteis,
sugerindo um papel na receptividade uterina (LEDEE-BATAILLE et al.,

2002).

Algumas evidéncias sugerem que esta citocina produzida pelo
endométrio e pelo blastocisto participa do mecanismo de interacdo entre o
embrido e o Uutero, associada a varias outras citocinas, fatores de
crescimento, fatores de crescimento transformantes (TGF) e moléculas de
aderéncia, que iniciam o processo de nidacdo e atuam também na fase de
invasdo embrionaria (DOMINGUEZ et al., 2003; HERRLER et al., 2003).
Dessa forma, a relagdo materno-fetal ndo constitui um simples mecanismo
de tolerancia a um ser diferente, mas uma série de complexas interacdes de

citocinas que modulam o dialogo imunolégico (CHAOUAT et al., 2004).

O receptor do LIF (LIF-R) esta expresso tanto no endométrio como no
0. A transcricdo de LIF-R se evidencia nas fases de morula e blastocisto,
indicando que o LIF embrionario pode agir de maneira paracrina no

desenvolvimento do blastocisto (LEI et al., 2004).

Observacdes em cultura de células endometriais apontam a ligacao
entre o LIF e as vias inflamatérias, principalmente com IL-1 e fator de

necrose tumoral — alfa (TNF-a), deixando margem a questao, se o LIF esta
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ligado a fendmenos inflamatorios ou a implantacdo (ou ambos). IL-13
estimula a secrecdo de LIF por células epiteliais endometriais in vitro

(PIERRER d’'HAUTERIVE et al., 2004).

O LIF, em camundongos, tem fundamental importancia na capacidade
reprodutiva, uma vez que fémeas knock-out para esse gene apresentam

falha de implantacdo embrionaria (DIMITRIADES et al., 2005)

Progesterona parece ser o maior modulador da expressao de LIF.
N&o somente a expressao endometrial de LIF coincide com a fase de
predominio de atuacdo da progesterona sobre o epitélio luminar, como o
tratamento de mulheres com mifepristone (RU 486) imediatamente apds a
ovulacdo, reduz a imunorreatividade de LIF no periodo esperado de

implantagdo (GEMZELL-DANIELSSON, 1997).

A relacdo entre a expressdo de LIF no endométrio na fase lutea e o
sucesso em uma gestacdo permite inclusive a possibilidade do seu uso
clinico através da deteccéo por imunohistoquimica na janela de implantacéo,
relacionando esse achado com o progndstico do tratamento por fertilizagéo

in vitro (SERAFINI et al., 2008).

1.2.2Interleucina-11 (IL-11)

IL-11 foi inicialmente descrita como um fator de crescimento atuante

em multiplos estagios da hematopoiese, em sinergia com outros fatores (DU
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e WILLIAMS, 1994). Mais recentemente, foi demonstrada importante acéo
anti-inflamatéria (SANDS et al., 1999), bem como acado pleiotréfica em

multiplos tipos celulares.

Diversos estudos identificaram tanto IL-11 quanto IL-11Ra em células
deciduais de endométrio gravidico em fase secretoria tardia (KARPOVICH et
al., 2003). Além disso, células de trofoblasto invasivo séo ricas em IL-11 e
IL-11Ra durante o inicio de gestagdo em primatas, sugerindo envolvimento

na placentacédo (DIMITRIAIDIS et al., 2003).

IL-11, assim como LIF, faz parte de um restrito grupo de fatores
conhecidos que comprovadamente participam do mecanismo de
implantacdo em ratos (BILINSKI et al., 1998; ROBB et al., 1998). Ambos, LIF
e IL-11, sdo membros da familia IL-6 de citocinas que inclui oncostatina M,
cardiotrofina-1, fator neurotrdfico ciliar, entre outros. Eles dividem uma
subunidade de sinal acessoério de transducao que € uma glicoproteina 130,
embora possuam unidades receptoras separadas. A IL-11, ligando-se em
seu receptor ativa varias vias, inclusive a JAK/STAT, como o LIF (HEINRICH

et al., 1998).

Muito embora, LIF e IL-11 sejam importantes na implantagcdo em
ratos, suas producdes no endomeétrio ocorrem em momentos e locais
distintos. A IL-11 e IL-11Ra tém sua produgédo restrita as células estromais
decidualizadas poOs-implantacdo (STEWART et al.,, 1992). Ratas com
mutacdo no gene IL11Ra sao inférteis por uma resposta de decidualizagao

defeituosa que ocorre no periodo pos-implantacdo. Esta claro que o
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mecanismo de infertilidade ligado a defeitos do LIF e IL-11 estdo presentes
guando essas mutacfes sdo maternas. Quando blastocistos com mutacdes
para esses genes sao colocados em fémeas normais a implantacdo ocorre

de forma perfeita (CHEN et al., 2000).

Estudos in vitro identificaram um papel da IL-11 e LIF na adesao
endometrial. Ambos participam da adesdo das células endometriais
humanas a fibronectina e colageno IV (MARWOOD et al., 2009), duas
matrizes que estdo presentes na superficie dos blastocistos (SHIMOMURA
et al., 2006) e células trofoblasticas humanas no primeiro trimestre
(KUROSAWA et al., 1985). Além disso, o tratamento com IL-11 do epitélio
endometrial humano priméario amplia a adesao do trofoblasto com as células
endometriais. Esse efeito é abolido apds adicdo de anticorpo neutralizante
de IL-11, o qual inibe a acdo de fosforilacdo de STAT3 (MARWOOD et al.,

2009).

Em contraste com LIF, a expressdo de mRNA para IL-11 esta
reduzida na decidua e trofoblasto de mulheres com gestacdo anembrionada
que resulta em abortamento precoce. IL-11 e IL-11Ra também estédo
reduzidos no endométrio de mulheres com infertilidade e endometriose em
comparacdo com mulheres férteis durante a janela de implantacdo

(STOIKOS et al., 2003).

Os mecanismos pelos quais IL-11 e LIF endometriais regulam a
adesao do trofoblasto foram revelados por estudos genéticos de “microarray”

nos quais essas citocinas se apresentaram em diferentes modelos de
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expressdo de RNA mensageiros envolvidos nessa regulacdo. LIF e IL-11
aumentam a integrina a2 mRNA e a expressao dessa proteina pelas células
do epitélio endometrial. LIF mas nao IL-11, regula a adesao dessas células
ao colageno |V pela via da proteina integrina a231. LIF em sinergia com IL-
11 aumentam TGFB1 e a secregcao de CD44 nas células endometriais,
enquanto LIF e IL-11 regulam de forma diferente a expressdo do mRNA do
CD44, demonstrando como é complexo esse mecanismo de adesao celular

(MARWOOD et al., 2009).

1.2.3Interleucina-6 (IL-6)

IL-6 € uma citocina multifuncional que regula véarios aspectos da
resposta imunoldgica, reacdo de fase aguda e hematopoiese, além de ter
alguma fungéo redundante com a IL-11 e LIF. A deficiéncia de IL-6 em ratas
levou a reducédo da fertilidade e redu¢cdo no niumero de sitios de implantacao
vidveis (ROBERTSON et al.,, 2000). Em humanos, a IL-6 € fracamente
expressa na fase proliferativa do endométrio, mas apresenta forte
imunorreatividade na fase secretOria, predominantemente nas células
glandulares e luminais do epitélio (TABZADEH et al., 1995; VANDERMOLEN
e GU, 1996). Além disso, IL-6-R € encontrado no epitélio glandular durante o
ciclo menstrual. Dessa forma, um papel na implantagcdo do embrido humano

pode ser conferido a essa citocina.



16

IL-6 sérica tem se demonstrado aumentada em pacientes com aborto
de repeticdo (ZENCLUSSEN et al., 2003), embora niveis locais uterinos néo
tenham sido obtidos. Quantificando a secrecéao de IL-6 através de bidpsias
endometriais de pacientes inférteis em comparacdo com pacientes férteis
entre os dias LH+6 (6° dia apds o pico de LH) e LH+13, ndo foi verificada
diferenca (SHERWIN et al., 2002), isso ocorre provavelmente porque a IL-6
tem um papel redundante na receptividade endometrial. Também foi
sugerido que a IL-6 possa contribuir para o crescimento do trofoblasto e o
desenvolvimento da placenta em humanos (NISHINO et al., 1990). O fato da
IL-6 ser superexpressa durante a janela de implantacdo e de seu receptor
ser encontrado tanto no blastocisto quanto no endométrio sugerem uma

funcdo paracrina/autocrina dessa citocina no periodo peri-implantacional.

A regulacéo da expressédo de IL-6 através de hormonios esteroidais é
controversa. Estimulagcédo e supressdo da secrecao endometrial de IL-6 por
estrogénio e progesterona ja foram ambos descritos (TABIBZADEH et al.,
1989; LAIRD et al., 1993; TSENG et al., 1996). Nenhum efeito direto do
tratamento com estrogénio e/ou progesterona pode ser estabelecido na
secrecéo de IL-6 endometrial. Em outro estudo, no entanto, foi demonstrado
que estradiol media uma sobre-regulacéo de IL-6 em cultura de endomeétrio,
enquanto estradiol e progesterona mediam uma sobre-regulacdo de seu
receptor. Por outro lado, IL-6 € sem duavida expressa de forma maxima na
fase secretoria, em seus periodos médios e tardios, no mesmo momento em
que o endométrio estd exposto aos maiores niveis de progesterona e

estradiol. Esse fato pode permitir especular que mesmo que a IL-6 ndo seja
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diretamente regulada por esses hormonios esteroidais, a acdo deles pode
indiretamente influenciar na expressao desta citocina (Von WOLFF et al.,

2002).

1.2.4Claudina-4

Claudina-4, inicialmente chamada de Clostridium perfiringens

enterotoxin receptor (CPER), sugere ter um importante papel no mecanismo
de implantacdo (CARSON et al, 2002). Claudina-4 é uma proteina
tetravalente com 27 kDa. A familia claudina € composta por mais de 20
elementos que estéo presentes nas juncdes celulares (TSUKITA e FURUSE,

2000; SCHNNEEBERGER e LYNCH, 2004).

A claudina-4 tem sua expressdo aumentada em quatro vezes no
endométrio humano, do inicio até a metade da fase lutea do ciclo menstrual
(CARSON et al., 2002; TALBI et al., 2006). Essa proteina esta presente no
epitélio luminal no sitio de aposicdo e de aderéncia dos embrides ao
endométrio de camundongas e parece ser importante para formacédo de
barreiras e permeabilidade, além de poder regular a invasdo e a ancoragem

do embriéo e determinar o espagcamento entre eles (WANG et al., 2004).

Apesar de sua importancia nao ter sido determinada totalmente, a

Claudina-4 esté envolvida na producdo de jungdes oclusivas no endométrio,
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sugerindo papel relevante na implantacéo. Essa proteina tem sua producéo,

provavelmente, estimulada pela progesterona (TALBI et al., 2006).

Recente trabalho publicado sugere que a determinacdo da relagéao
entre a expressao de claudina-4 e LIF em um ciclo menstrual espontaneo
precedendo um tratamento com fertilizacdo in vitro (FIV), pode ser usada
como biomarcador de receptividade endometrial, sendo que uma forte
imunorreatividade para Claudina-4 foi associada com falha na obtengao de
gestacdo apoés FIV, nessas pacientes a chance de gestacdo foi 10,5 vezes

menor que naguelas com imunorreatividade fraca (SERAFINI et al., 2009).

1.2.5Genes Hox

Genes Hox séo fatores de transcricdo que pertencem a uma familia
multigénica, sao evolutivamente muito conservados e atuam como
reguladores da morfogénese embrionaria e diferenciacdo. Eles tém seu
mecanismo de regulacdo e sua sequéncia de elementos comuns
denominada de Homeobox que codifica 61aminoacidos de ligacdo na fita de
DNA. Embora as espécies animais sejam fortemente diferentes em sua
aparéncia, todas usam 0s genes Hox para estabelecer seus planos
estruturais (KRUMLAUF, 1994). Existem dois genes Hox que parecem ser
essenciais para a implantagdo em ratos, HoxA-10 e HoxA-11, ja& que
mutantes homozig6ticos desses genes sdo inférteis por possuirem

endométrio n&o receptivo.
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Os genes HoxA-10 e HoxA-11 sdo expressos nhas glandulas
endometriais e no estroma uterino ao longo de todo o ciclo menstrual em
humanos (BENSON et al., 1996). A expressdao de ambos esses genes
aumenta drasticamente no periodo de implantacdo, durante a metade da
fase lutea, e permanece aumentado por todo o restante do ciclo, bem como
na decidua de mulheres gravidas. Esse padrdo de expressdo em adultos
sugere que 0s genes Hox desenvolvem um papel na implantacéo
embrionaria em humanos, assim como é observada em ratos (BENSON et

al., 1996; LIM et al., 1999).

O mecanismo pelo qual os genes Hox interferem na implantacédo é
ainda desconhecido, mas ratos homozigéticos para deficiéncia de HoxA-10
mostram transformacao do terco proximal do Utero, implantacao defeituosa e
reabsorcdo embriondria no periodo pés-implantacional recente, sugerindo
que HoxA-10 pode ser importante durante a morfogénese do préprio trato
genital e no endométrio adulto para a adequada implantacdo (BENSON et
al., 1996). Células estromais uterinas de ratas com deficiéncia de HoxA-10
mostram proliferacdo reduzida em resposta a progesterona, levando a
defeitos de decidualizacdo (LIM et al., 1999). Além disso, devido a genes
responsivos a progesterona estarem desregulados no estroma de ratas
mutantes para HoxA-10, esse gene pode regular a resposta a progesterona
no estroma uterino atraves de regulacdo da expressao génica. Igualmente, o
Gtero em ratas mutadas para HoxA-11é hipoplasico e glandulas do epitélio
uterino apresentam erros de desenvolvimento (HSIEH-LI et al., 1990;

DAFTARY e TAYLOR, 2001).
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Considerando os achados de literatura relacionando a expresséao de
determinados genes com a receptividade endometrial, e a escassez de
estudos avaliando o endométrio de pacientes submetidas a embolizacédo do
mioma uterino, propomos o presente estudo para avaliar estes aspectos em

Nosso meio.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

- Avaliar a receptividade endometrial de pacientes com leiomioma do Utero,

antes e apos a embolizacdo do mioma uterino.

2.2 Especifico

- Analisar a expressao génica de LIF, IL-11, IL-6, claudina-4, HoxA-10,
HoxA-11, receptor de estrogénio e receptor de progesterona no endométrio
de pacientes com leiomioma do Utero, antes e apds a embolizacdo do

mioma uterino.
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3  CASUISTICA E METODOS

3.1Casuistica

3.1.1 Pacientes

Foram realizados 125 procedimentos de embolizagdo do mioma uterino
no periodo de Janeiro de 2009 e Julho de 2010, em pacientes assistidas no
Setor de Leiomioma Uterino da Divisdo de Clinica Ginecoldgica do Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo
(HCFMUSP). Este procedimento foi executado no Servico de Radiologia
Vascular Intervencionista do Hospital Israelita Albert Einstein, mediante
acordo de cooperacdo entre as instituicbes. Para a indicacdo destes
procedimentos seguiu-se protocolo interno do setor.

O protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comité de FEtica do
Departamento de Obstetricia e Ginecologia e pelo Comité de FEtica e
Pesquisa (CAPPesq) da Faculdade de Medicina da Universidade de Sé&o
Paulo, além do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Israelita Albert
Einstein (anexos 1 e 2). As pacientes selecionadas receberam informacao
detalhada sobre a pesquisa e concordaram espontaneamente em participar
do protocolo, mediante assinatura de termo de consentimento livre e

esclarecido pos-informado (anexo 3).
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Do grupo total de pacientes submetidas a embolizagcdo, foram
selecionadas 30 que se enquadravam nos critérios de inclusdo e excluséao
deste protocolo de pesquisa. O material emboligénico utilizado foi constituido
de embosferas (esferas calibradas de copolimero acrilico- Trisacryl,
hidrofilicas, cobertas com gelatina Porcina) de 500-700 micra.

A média etaria das 30 pacientes foi 36,2 anos (+/- 3,2 anos). Vinte
pacientes eram de etnia branca e 10 de etnia negra, conforme referéncia da
prépria paciente. Quanto a paridade, 16 pacientes eram nuligestas, seis ja
haviam tido uma gestacdo, quatro com antecedente de 2 gestacfes, duas

pacientes com 3 gestacdes e duas com 4 gestacles anteriores (Tabela 1).



Tabela 1- Caracteristicas Gerais das Pacientes

Paciente | Idade Raca Paridade
1 44 BRANCA 2G 2CES
2 37 NEGRA NULIGESTA
3 39 BRANCA NULIGESTA
4 33 BRANCA NULIGESTA
5 31 BRANCA NULIGESTA
6 33 BRANCA NULIGESTA
7 34 BRANCA 4G 4AB
8 37 NEGRA NULIGESTA
9 40 BRANCA 1G 1AB
10 37 BRANCA NULIGESTA
11 38 BRANCA 1G 1AB
12 32 NEGRA 2G 1NI 1AB
13 35 NEGRA NULIGESTA
14 40 NEGRA 2G 2CES
15 34 BRANCA 3G1INL1C1AB
16 39 BRANCA 1G 1 CES
17 40 NEGRA 4G 1CES 3 AB
18 38 NEGRA NULIGESTA
19 39 BRANCA NULIGESTA
20 34 BRANCA 3G 3AB
21 40 BRANCA 1G 1CES
22 32 BRANCA 1G 1AB
23 37 NEGRA NULIGESTA
24 36 BRANCA 2G 2NL
25 35 BRANCA NULIGESTA
26 38 BRANCA 1G 1AB
27 33 BRANCA NULIGESTA
28 33 NEGRA NULIGESTA
29 32 NEGRA NULIGESTA
30 37 BRANCA NULIGESTA
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O volume uterino médio pré-embolizacao foi de 662,1 cc (+/- 447,9 cc) e

0 pés-embolizagcédo foi de 338,2 cc (+/- 247,5 cc). A reducdo média do

volume uterino obtido com a embolizagdo dos miomas uterinos foi de 45,03

% (Tabela 2).



Tabela 2 - Variagcédo do Volume Uterino

Paciente | Volume | Volume | Reducéao

N° Pré Pés %

1 453 174 61,59
2 645 243 62,33
3 118 99 16,10
4 433 257 40,65
5 1098 NC NC
6 1320 535 59,47
7 1660 953 42,59
8 303 188 37,95
9 958 417 56,47
10 293 152 48,12
11 395 275 30,38
12 521 193 62,96
13 311 256 17,68
14 391 170 56,52
15 313 198 36,74
16 677 194 71,34
17 201 102 49,25
18 1587 764 51,86
19 1086 695 36,00
20 148 124 16,22
21 367 180 50,95
22 332 185 44,28
23 460 276 40,00
24 445 330 25,84
25 778 183 76,48
26 681 398 41,56
27 524 250 52,29
28 1599 940 41,21
29 537 320 40,41
30 1230 756 38,54
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Dentre as pacientes, trés eram portadoras de hipertensédo arterial
sistémica, uma tinha arterite de Takayasu e, outra, anemia. Nenhuma delas
possuia contra-indicacdo ao procedimento de embolizacdo ou a coleta da

amostra endometrial por aspiracéo.
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Uma paciente apresentou complicacdo por necrose e expulsdo do
mioma, tendo sido submetida a miomectomia 10 dias ap0s o procedimento,
com boa recuperacdo e manutencéo do Utero.

Para a avaliacdo objetiva dos sintomas relacionados ao leiomioma uterino
foi utilizado sistema de pontuacdo levando em consideracdo o volume
menstrual, a duracéo do fluxo e a presenca de dismenorréia. Para cada item
foi atribuido valor de 1 a 3 e fez-se somatoéria, totalizando 3 a 9 pontos, que
reflete os sintomas da paciente e permite acompanhamento comparativo em

cada momento do tratamento (Tabela 3).
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Tabela 3 - Avaliacdo dos sintomas relacionados ao leiomioma uterino

Pontos Volume Duracéao da Dismenorréia
Menstrual menstruacao
1 Normal 3-7 dias Ausente
2 Aumentado > 7 dias Leve
3 muito aumentado metrorragia Incapacitante

Volume Menstrual

-Normal: habitual para a paciente

-Aumentado: volume maior que o habitual sem interferir na qualidade
de vida

-Muito aumentado: volume maior que o habitual trazendo prejuizo as
atividades cotidianas

Dismenorréia

- Ausente: auséncia de colica menstrual
-Leve: colica menstrual que nao interfere nas atividades cotidianas

-Incapacitante: colica menstrual que impede ou impossibilita a
execucao das atividades cotidianas

Todas as pacientes referiram melhora significativa do quadro clinico ap6s

a embolizacdo dos miomas uterinos (Tabela 4).



Tabela 4 - Resultantes da avaliagcédo dos sintomas relacionados ao
leiomioma nos momentos pré e pés-embolizacao
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3.1.2 Critérios de Incluséao

- Mulheres portadoras de leiomioma uterino com idade entre 30 e 45
anos;

- Presenca de sintomas relacionados ao Leiomioma Uterino
(menorragia e/ou dor pélvica);

- Desejo de tratamento conservador do (tero com miomectomia

avaliada como de elevada morbidade.

3.1.3 Critérios de Excluséo

- Gestacao;

- Utilizacdo de Método contraceptivo hormonal,

- Utilizacdo de medicacdo hormonal para controle do ciclo dos
sintomas;

- Neoplasia maligna genital;

- Moléstia inflamatéria pélvica aguda,;

- Coagulopatia;

- Irradiacéo pélvica prévia.
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3.2 Métodos

As pacientes foram inicialmente submetidas a Ressonancia Nuclear
Magnética de Pelve para avaliacdo do volume uterino e localizacdo exata
dos ndédulos de leiomioma. Apds esse procedimento, foi realizada coleta de
bidpsia aspirativa de endométrio com Cureta de Novak na segunda fase do
ciclo menstrual (fase secretoria), determinada pela data da udltima
menstruacdo e média dos ultimos ciclos menstruais de cada paciente. A
coleta da bidpsia foi feita no proprio ambulatério de ginecologia sem uso de
analgesia.

A obtencdo da amostra seguiu cuidadoso processo de coleta: a)
paciente em posicao litotbmica; b) colocacdo do espéculo de Graves; c)
antissepsia com Povidine® seguida de limpeza com gaze estéril para
remocao do excesso do produto; d) pincamento do labio anterior do colo
uterino com pin¢a de Pozzi, €) suave tracdo para retificacdo da angulacao do
Gtero, acompanhado de palpacdo abdominal supra-pubica para retificacédo
do corpo do utero; f) introducéo delicada da cureta de Novak até o fundo do
Gtero; g) realizacdo de vacuo com seringa de 20 ml acoplada na cureta de
Novak; h)execucédo de delicados movimentos no eixo do Gtero com a cureta
para obtencdo da amostra; i) obtencdo de aproximadamente 3 a 5 mL de
aspirado; j) retidas a cureta e as pingas; |) hemostasia no colo uterino

guando necessario; m) retirada do espéculo.
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Cada paciente e sua respectiva amostra recebeu a designacao
numeérica de 1 a 30, seguida da letra P, na amostra obtida apds o
procedimento de embolizacao.

O material obtido, em média 3 mL, foi dividido em duas amostras que
imediatamente foram acondicionadas em recipiente com nitrogénio liquido
para transporte. No periodo maximo de duas horas as amostras foram
transferidas para Freezer a - 80° C.

Uma nova coleta de aspirado endometrial, seguindo as mesmas
diretrizes da primeira, foi realizada 3 a 4 meses ap0s a embolizacdo do
mioma uterino. Desta segunda fase participaram vinte e seis pacientes das
trinta que iniciaram o protocolo. Uma foi excluida por ter sido realizada
miomectomia no periodo pés-embolizacdo e outras trés recusaram-se a
coleta por desconforto no procedimento.

Estas pacientes realizaram também uma nova Ressonancia Nuclear
Magnética 6 meses apds o procedimento de embolizacdo, obtendo-se novo

valor do volume uterino (Tabela 2).

3.2.1 Processamento das Amostras

Dentre as duas amostras colhidas de cada paciente hos momentos

pré e pés-tratamento selecionou-se a com maior volume para ser submetida

ao procedimento de extracao de RNA total.
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3.2.2 Extracdo de RNA

A extracdo de RNA total foi realizada utilizando o método do Trizol®

Reagent. Os passos seguintes foram realizados conforme sugestdao do

fabricante para extracdo de RNA total de tecido:

1.

Ao volume total da amostra foi acrescentado Trizol®, em uma
quantidade proporcional ao volume da amostra (mantendo a
proporcao de 1:10).

O preparado foi homogeneizado em triturador de tecidos (Ultra Stirrer,
modelo Ultra 80), e colocado em repouso por 5 minutos a temperatura
ambiente.

Adicionou-se 0,2 mL de cloroformio para cada 1 mL de Trizol
utilizado, procedendo-se agitacdo vigorosa aproximadamente 15
segundos. Seguiu-se incubacdo por 5 minutos a temperatura
ambiente.

Realizada centrifugacdo da mistura em 6.000 rpm a 4° C, por 30
minutos.

Separado e transferido para novo tubo, a fase aquosa superior do

material (RNA).

. Adicionou-se 0,5 mL de Isopropanol para cada 1 mL de Trizol

utilizado, com intuito de precipitar o RNA.
Apds incubagdo por 10 minutos a temperatura ambiente (ou por toda
uma noite a - 20° C) foi realizada centrifugacédo da mistura a 6.000

rom a 4° C, por 20 minutos.
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8. Observou-se a formacao do pellet no fundo do tubo, desprezando-se
0 sobrenadante.

9. O precipitado foi lavado em Etanol 75%, na proporcéo de 1:1 de Trizol
utilizado inicialmente.

10. Realizada centrifugacdo da mistura em 5.000 rpm a 4° C, por 10
minutos.

11. Desprezando o sobrenadante, procedeu-se a secagem do pellet.

12. Ressuspendido o pellet com 50 a 100 pL de H20 MilliQ autoclavada.

13. O material foi entdo incubado a 60° C por 10 minutos para dissolver o
precipitado, o0 RNA obtido foi quantificado por espectrofotometria em
aparelno Nano Drop (Thermo scientific, USA) e armazenado em

freezer a -80 °C, até o momento do uso.

Concluida a etapa de extracdo do RNA e procedida a quantificacdo de
todas as amostras, foi realizada a analise do seu perfil de integridade por
eletroforese em gel de agarose a 1% (Life Biosciences). Nesta primeira
etapa verificou-se a necessidade de nova extracdo do RNA em 18 amostras,
a saber, amostras 1, 21, 26, 27, 28, 29, 30, 1P, 2P, 3P, 12P, 14P, 16P, 17P,
19P, 25P, 27P e 30P. Nova avaliacdo em gel de agarose a 1% foi realizada

para estas amostras.
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3.2.3 Sintese de cDNA e reacdes de PCR quantitativo em tempo real

(QRT-PCR)

Os cDNAs foram sintetizados a partir de 2 pg do RNA total utilizando
o High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA), seguindo especificagcbes do fabricante. Para checar a
eficiéncia das reacdes de transcricdo reversa e auséncia de contaminacéo
com DNA gendmico foram realizadas reagbes de PCR convencional,
utilizando iniciadores especificos para amplificagdo da [B-actina (sense -
TGGCACCCAGCACAATGA, anti-sense - CCGATCCACACGGACTACTTG).
Os produtos das reacdes de PCR foram analisados através de eletroforese

em géis de agarose (1,5 %) impregnados com brometo dietideo.

As reacdoes de QRT-PCR foram realizadas no aparelho Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystem). O sistema de
deteccdo utilizado nas andlises foi o TagMan Universal PCR Master Mix®
(Applied Biosystems), seguindo as especificagbes do fabricante. Os
iniciadores utilizados foram LIF (Hs01055668 M1), IL-6 (Hs00985639 M1),
IL-11  (Hs001744148 M1), HOXA-10 (Hs00538183 M1), HOXA-11
(Hs00194149 M1), claudina-4 (Hs00533616 M1), Receptor de Estrogénio

(Hs01046816_M1) e Receptor de Progesterona (Hs01556702_M1).

Todas as reacdes de QRT-PCR foram desenvolvidas no volume total
de 20 pL, contendo: 10 ng de cDNA diluidos em 9 pL de agua Milli-Q, 10 pL
de TagMan Universal PCR Master Mix® e 1 pL do assay (Applied

Biosystems) especifico. As reac¢des foram realizadas utilizando os “assays”
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(mistura de iniciadores e sondas) inventoriados pelo fabricante na

concentracéo final de 1X (1:20).

O Valor do ciclo Threshold (Ct) foi definido manualmente de acordo
com o perfil da curva de amplificacdo obtida para cada gene (fase
exponencial). Foi utilizada a ciclagem padrao do aparelho: 2 min a 50 °C, 10

min a 95 °C, 45 ciclos de 10 segundos a 95 °C e 1 min a 60 °C.

Como controles endogenos foram testados GAPDH (gliceraldeido
fosfato desidrogenase), p-actina, TBP (Tata box protein), B2M (B-2-
microglobulina,) e HPRT (hipoxantina — guanina fosforibosil transferase). O
perfil de eficiéncia dos genes constitutivos e a selecdo do melhor gene
normalizador para as amostras analisadas foram realizados com o auxilio do

programa GeNorm (http://medgen.ugent.be/~jvdesomp/genorm/).

Os célculos de expressdo relativa para os marcadores foram
realizados utilizando o método do AACT, utilizando os softwares SDS 2.3

(Applied Biosystems) e o Excel.

3.2.4 Anélise estatistica

Inicialmente todas as variaveis foram analisadas descritivamente.
Para as variaveis quantitativas esta analise foi feita através da observacéo

dos valores minimos e maximos, e do calculo de médias, desvios-padréo e
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mediana. Para as variaveis qualitativas calculou-se frequéncias absolutas e

relativas.

Para a comparacdo de médias de dois grupos foi utilizado o teste t de
Student, quando a suposicdo de normalidade dos dados foi rejeitada foi
utilizado o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney.

Para a comparacdo dos momentos em cada grupo foi utilizado o teste
nao-paramétrico de Wilcoxon.

Para o estudo da correlacéo foi utilizado o coeficiente de correlacéo
de Spearman®.

O nivel de significancia utilizado para os testes foi de 5%.
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4. RESULTADOS

Foram avaliadas amostras de 25 pacientes, dentre as 30 inicialmente
selecionadas. As pacientes identificadas pelos nameros 5, 6, 13 e 29, foram
excluidas, pois a biépsia endometrial pés-embolizacdo nado foi colhida. As
amostras da paciente de numero 19 foram descartadas por ndo conterem

material genético suficiente para analise adequada.

4.1 Expressao relativa dos genes estudados

As taxas de expressdo relativa para os genes estudados estdo

expostos na tabela 5.
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Tabela 5 — Taxas de expressao relativa para cada gene estudado nas

diversas amostras

Claudin

HOXA10 |[HOXA11| IL11 LIF IL6 4 RP RE

Amostra RQ RQ RQ RQ RQ RQ RQ RQ
1 4,93812 | 4,74020 | 7,09359 | 0,28193 # # 2,09401 | 5,66825
2 0,68595 | 0,61028 | 0,92331 |1,87068 | 2,21249 | 0,96985 | 0,24468 | 0,46203
3 2,37913 | 2,88348 | 2,48034 |0,03501 | 4,97338 | 0,30151 |1,16261 | 2,40244
4 2,99357 | 3,16092 | 1,85045 |0,07983 | 3,32275 | 0,19527 | 3,78238 | 6,51837
7 0,45020 | 0,31016 | 1,52856 |2,59152| 1,93975 | 1,37897 |0,24324|1,21824
8 2,91835 | 3,47403 | 1,50150 |0,05168 | 1,61365 | 0,21738 | 4,66722 | 5,77231
9 0,33468 | 0,33269 | 1,15065 |2,18549| 0,45753 | 0,91387 | 0,41005 | 0,75505
10 0,88442 | 0,81678 | 1,53766 |0,01285| 1,20995 | 0,37310 |1,01064 | 2,22914
11 1,10604 | 1,12425 | 1,35935 | 0,02280 | 2,67302 | 0,11594 |1,16812 | 2,73817
12 2,40854 | 1,25706 | 1,78466 |0,42329 | 4,16446 | 1,08429 |0,55197 | 2,27480
14 0,61043 | 0,50495 | 0,66247 |1,79293| 0,79074 | 0,54990 | 0,20238 | 0,29751
15 1,24607 | 1,31768 | 1,06860 |0,03564 | 0,44372 | 0,05027 | 1,38799 | 2,45889
16 1,16947 | 1,77700 | 1,11829 |5,17762 | 0,17600 | 0,33796 | 2,88069 | 4,57654
17 0,15471 | 0,30900 | 3,97153 |1,42967 | 0,64328 | 0,40786 | 0,31729 | 0,88890
18 1,21133 | 1,70100 | 2,42359 | 2,09927 | 0,01000 | 0,21588 | 1,10268 | 1,83078
20 2,05333 | 3,70600 | 3,02517 |0,79105| 0,03248 | 0,29128 | 1,57598 | 4,39556
21 1,72288 | 2,14000 | 4,23692 | 8,96564 | 0,26469 | 2,96059 | 1,25903 | 9,55056
22 1,38078 | 1,28300 | 0,80734 |0,10273 | 0,13501 | 0,07777 | 3,93130 | 3,13563
23 1,11885 | 1,34000 | 4,87320 |0,47710| 0,96063 | 1,12413 | 0,58787 | 0,86892
24 3,64518 | 5,25300 | 1,98228 |0,27504 | 0,56772 | 0,27023 | 4,64506 | 3,43394
25 1,23030 | 2,50700 | 0,51405 |0,16136 | 0,07540 | 0,12199 | 4,01818 | 3,29617
26 0,41847 | 0,79100 |72,63804 | 4,67448 | 46,53695| 1,17363 | 0,12473 | 1,34257
27 3,97526 | 2,20300 | 4,90044 |5,83362| 1,13629 | 4,78590 | 0,31435 | 0,60941
28 0,82246 | 1,48100 | 2,51511 |1,65434| 1,48915 | 1,16499 | 0,25590 | 0,31508
30 0,77400 | 0,71377 | 2,55399 | 3,77783 | 3,20361 | 1,39506 | 0,35507 | 0,61101

1P 3,71376 | 3,82121 # # # 5,27523 | 7,61131 #
2P 1,89243 | 1,96478 | 1,45351 | 0,21958 |10,61699| 0,70379 | 1,20135 | 1,78947
3P 0,94470 | 1,00025 | 1,00850 | 0,05600| 0,72976 | 0,33291 | 0,99761 | 1,75818
4P 1,14367 | 1,28943 | 1,31626 | 0,02477 | 0,91344 | 0,05265 | 1,64692|2,37725
7P 0,63209 | 0,65670 | 0,96617 |0,02119| 0,31226 | 0,15182 | 0,37806 | 0,98268
8P 0,64600 | 0,75862 | 0,51824 |0,80932 | 0,98091 | 2,24975 | 0,88283 | 1,34738
9P 0,53347 | 0,54959 | 1,27109 |0,03880| 0,20681 | 0,66889 | 0,89762 | 2,03804
10P 1,47052 | 1,25011 | 1,25020 |0,01943 | 1,47606 | 0,17827 | 1,31875 | 3,62869
11P 0,64395 | 0,60894 | 0,88571 |0,02108 | 0,37145 | 0,27550 | 1,87292 | 9,37456
12P 1,08624 | 0,89739 | 0,97708 | 0,06868 | 2,30921 | 0,28096 | 1,28936 | 2,52948

continua
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continuacdo

14P 2,16304 | 1,96440 | 1,78335 | 0,07184 | 6,18121 | 0,57862 | 2,14525 | 5,83576
15P 0,94802 | 1,14450 | 1,12771 | 0,04364 | 0,53743 | 0,43131 | 2,98551 | 5,81422
16P 0,56269 | 0,72372 | 0,80017 |1,74974| 1,03068 | 2,50693 | 0,92382 | 1,04504
17P 0,94301 | 0,96591 | 0,97413 | 0,93260 | 1,09587 | 1,16039 |1,43646 | 3,60137
18P 1,10641 | 0,98570 | 1,12743 | 0,02403 | 1,53217 | 0,42086 | 2,15699 | 5,55675
20P 1,15282 | 1,44398 | 0,64700 | 0,22836 | 0,08683 | 0,15853 | 3,43641 | 3,35668
21P 1,02634 | 1,03195 | 1,83646 | 0,01227 | 1,22357 | 0,16350 | 0,77475 | 2,22924
22P 0,83695 | 0,93201 | 1,18432 | 0,03344 | 1,01407 | 0,24368 | 0,42621 | 1,26656
23P 1,39354 | 1,71075 | 2,19427 | 0,04494 | 0,99872 | 0,11410 | 2,05932 | 4,70912
24P 0,55828 | 0,65902 | 0,81908 |1,48161| 0,48502 | 0,94631 | 0,33031 | 0,51004
25P 1,03724 | 1,05937 | 0,60322 | 0,55492 | 0,74688 | 1,23093 | 1,99770 | 2,19730
26P 0,45798 | 0,71937 | 0,32112 | 0,48641| 0,41644 | 0,65131 | 0,82445|1,91898
27P 0,29240 | 0,25025 | 1,29554 |2,21288 | 0,47299 | 0,22162 | 0,31947 | 1,54572
28P 0,74318 | 1,01833 | 0,69818 | 1,72861 | 0,85488 | 1,22229 | 0,40127 | 0,46464
30P 0,98312 | 0,91850 | 2,01295 |1,09281 | 3,77304 |11,484740,28201 | 0,33167

RQ= Taxa de expresséo relativa

4.2 Avaliagéo do escore de sintomas

# Falha na amplificagdo do gene

As pacientes foram avaliadas em relacdo ao seu quadro clinico através de

um escore nos dois momentos. Na tabela a seguir apresentamos a

comparacao do quadro clinico pré e pos através deste escore.

Tabela 6 - Valores de média, desvio-padrdo, mediana, minimo e maximo

do escore de sintomas nos momentos pré e poés-embolizacao

Escore n Média dp  Mediana Minimo Maximo p*
Pré 25 5,68 1,44 6 3 8 <0,001
Pés 25 3,12 0,44 3 3 5

(*) nivel descritivo de probabilidade do teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney.
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Na tabela 6, observamos que ha decréscimo significativo do escore

de quadro clinico do momento pré para o momento pés-embolizacao.

4.3 Avaliacéo da expresséo dos genes estudados

Nas tabelas abaixo apresentamos a comparacdo das expressodes
génicas de LIF, IL-11, IL-6, claudina-4, HoxA-10, HoxA-11, Receptor de
Estrogénio e Receptor de Progesterona nos momentos pré e pos

embolizacao.

Tabela 7 - Valores de média, desvio-padrdo, mediana, minimo e maximo

da expressao relativa de LIF nos momentos pré e pés-embolizacéo

Escore n Média dp Minimo Maximo Mediana  p*
Pré 24 1,86 2,32 0,01 8,97 1,11 0,005
Pés 24 0,50 0,68 0,01 2,21 0,07

(*) nivel descritivo de probabilidade do teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney.

Na tabela 7, observamos que ha decréscimo significativo da
expressao relativa de LIF do momento pré para o momento pds-embolizacéo

(Gréfico 1).
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Gréafico 1 - Expresséao relativa de LIF nos momentos pré e pos-

embolizacéo
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Tabela 8 - Valores de média, desvio-padrdo, mediana, minimo e maximo

da expressao relativa de IL-11 nos momentos pré e pés-embolizacao

Escore n Média dp Minimo M&ximo Mediana  p*
Pré 24 5,06 14,45 0,51 72,64 1,82 0,001
Pos 24 1,13 0,47 0,32 2,19 1,07

(*) nivel descritivo de probabilidade do teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney.

Na tabela 8, observamos que ha decréscimo significativo da
expressdo relativa de IL-11 do momento pré para o0 momento poés-

embolizacao (Gréafico 2).
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Gréafico 2 — Expressao relativa de IL-11 nos momentos pré e pos-

embolizacéo
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Tabela 9 - Valores de média, desvio-padrdo, mediana, minimo e maximo

da expressao relativa de IL-6 nos momentos pré e pés-embolizacao

Escore n Média dp Minimo Maximo Mediana  p*
Pré 24 3,29 9,31 0,01 46,54 1,05 0,841
Pbs 24 1,60 2,32 0,09 10,62 0,95

(*) nivel descritivo de probabilidade do teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney.

Na tabela 9, observamos que ndo ha alteracdo significativa da
expressao relativa de IL-6 do momento pré para o momento pos-

embolizacao.
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Tabela 10 - Valores de média, desvio-padrdo, mediana, minimo e
maximo da expressao relativa de claudina-4 nos momentos pré e pos-

embolizacéo

Escore n Média dp Minimo Maximo Mediana  p*
Pré 24 0,85 1,07 0,05 4,79 0,39 0,954
Pés 24 1,10 2,30 0,05 11,48 0,43

(*) nivel descritivo de probabilidade do teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney.

Na tabela 10, observamos que ndo ha alteracdo significativa da
expressao relativa claudina-4 do momento pré para o momento pos-

embolizacao.

Tabela 11 - Valores de média, desvio-padrdo, mediana, minimo e
maximo da expressao relativa de HoxA-10 nos momentos pré e pos-

embolizacéo

Escore n Média dp Minimo Maximo Mediana  p*
Pré 25 1,63 1,25 0,15 4,94 1,21 0,054
Pés 25 1,08 0,70 0,29 3,71 0,95

(*) nivel descritivo de probabilidade do teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney.

Na tabela 11, observamos que ndo ha alteracdo significativa da
expressdo relativa de HoxA-10 do momento pré para 0 momento pos-

embolizacao.
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Tabela 12 - Valores de média, desvio-padrdo, mediana, minimo e
maximo da expressao relativa de HoxA-11 nos momentos pré e pos-

embolizacéo

Escore n Média dp Minimo Maximo Mediana p*
Pré 25 1,83 1,37 0,31 5,25 1,34 0,021
Pés 25 1,13 0,70 0,25 3,82 0,99

(*) nivel descritivo de probabilidade do teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney.

Na tabela 12, observamos que ha decréscimo significativo da
expressdo relativa de HoxA-11 do momento pré para 0 momento pos-

embolizacao (Grafico 3).

Gréfico 3 — Expressao relativa de HoxA-11 nos momentos pré e pos-

embolizacéo
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Tabela 13 - Valores de média, desvio-padrdo, mediana, minimo e
maximo da expressao relativa do receptor de estrogénio nos momentos

pré e pés-embolizacéo

Escore n Média dp Minimo Maximo Mediana p*
Pré 24 2,58 2,28 0,30 9,55 2,25 0,753
Pés 24 2,76 2,17 0,33 9,37 2,12

(*) nivel descritivo de probabilidade do teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney.

Na tabela 13, observamos que ndo ha alteracdo significativa da
expressdo relativa do Receptor de Estrogénio do momento pré para o

momento pdés-embolizacao.

Tabela 14 - Valores de média, desvio-padrdo, mediana, minimo e
maximo da expressdo relativa do receptor de progesterona nos

momentos pré e pds-embolizacao.

Escore n Média dp Minimo Maximo Mediana  p*
Pré 25 1,53 1,52 0,12 4,67 1,10 0,600
Pés 25 1,54 1,52 0,28 7,61 1,20

(*) nivel descritivo de probabilidade do teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney.

Na tabela 14, observamos que ndo ha alteracdo significativa da
expressao relativa do Receptor de Progesterona do momento pré para o

momento poés-embolizacéo.
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5 DISCUSSAO

O leiomioma do utero € o tumor pélvico mais comum nas mulheres, e
como tal, trds frequentemente grandes prejuizos a qualidade de vida dessa
pacientes. O desenvolvimento de um tratamento seguro, eficaz e menos
invasivo, que possibilite o retorno das pacientes as suas atividades diarias
com maior brevidade, foi sempre um objetivo dos profissionais que

desenvolvem seu trabalho nesta area da medicina.

A Embolizacdo do Mioma Uterino (EAU) cumpre em parte com esse
papel. Esta modalidade terapéutica além de ser menos invasiva que 0s
procedimentos cirdrgicos, trata de uma Unica vez todos os nodulos de
leiomioma presentes no utero, é eficaz no controle dos sintomas e requer um
menor periodo de afastamento das atividades sociais e profissionais. Porém,
este procedimento ndo esta livre dos efeitos colaterais indesejados como,
necrose e expulsdo de ndédulos submucosos, infec¢céo, alteracéo da irrigacao

ovariana, entre outros (RAVINA et al., 1999).

Um dos grandes questionamentos estd no efeito que a EMU teria
sobre o endométrio e, principalmente, se as possiveis modificacbes no
endométrio das mulheres submetidas a esse procedimento implicariam em

reducao da fertilidade.

A avaliagdo da principal funcdo endometrial, sua receptividade ao

embrido, através do estudo da expressdo de determinados genes
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relacionados a esse fendmeno, ja configura uma pratica frequente na

literatura médica.

Alguns genes expressos nas células endometriais tém seu papel
determinado na complexa interagdo entre o embrido e o Utero, viabilizando

uma adequada interacdo do tecido endometrial ao concepto.

SERAFINI et al., em 2008, estudou a expressao de LIF no endométrio
de pacientes inférteis e determinou uma relagdo direta entre a expressao

desse gene e o progndstico do tratamento por fertilizagcdo in vitro.

Da mesma forma, buscamos através do presente estudo, avaliar a
acdo da EMU na expressdo de determinados genes, sendo estes 0s mais

frequentemente relacionados a receptividade endometrial na literatura.

Selecionamos um grupo de mulheres portadoras de leiomioma,
homogéneo quanto aos sintomas e idade, e colhemos amostra do
endométrio na segunda fase do ciclo menstrual para analisarmos a
expressdo desses genes mediante ao mesmo regime hormonal, pré e poés

EMU.

Uma dificuldade no desenvolvimento de trabalhos envolvendo
pacientes com leiomioma uterino € a homogeneidade quanto ao volume do
Gtero e apresentacdo espacial dos nédulos em relagcédo a esse 6rgéo. Esse
fato é minimizado nos resultados, quando observamos uma acao uniforme
do tratamento por EMU, refletido através do decréscimo volumétrico
semelhante entre todas as pacientes (média de reducdo do volume de

45,03% ).
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Outro fato que demonstra a efetividade do procedimento de EMU, no
grupo estudado é a reducdo significativa dos sintomas relacionados ao
leiomioma do utero (p<0,001). Essa avaliagdo da sintomatologia se deu
através de um escore previamente testado e de uso diario em nossa pratica

ambulatorial.

Uma caracteristica importante em nossa casuistica € o envolvimento
de pacientes nuligestas e pacientes com antecedentes de gestacao levadas
ao termo, dessa forma, podemos afastar a presenca de caracteristicas
particulares aquelas pacientes portadoras de infertilidade primaria, que

influenciariam os resultados desse estudo.

Para a avaliacdo da expressdo dos genes determinados, nos
valemos de técnicas de RT-PCR extremamente modernas e igualmente
praticadas em outros grandes centros de pesquisa, que dao seguranga aos

resultados apresentados.

Apenas uma paciente foi excluida por inadequacao da amostra, o que

reflete um processo adequado de coleta e armazenagem do material.

A andlise da expressao de LIF antes e ap6s o procedimento de EMU,
mostrou uma reducéo significativa (p=0,005), levando a inferirmos que este

tratamento influenciou direta ou indiretamente na expressao desse gene.

A expressao do gene LIF parece ter importante papel na receptividade
endometrial, estando presente tanto no blastocisto quanto no endomeétrio,
além de estar subexpresso em pacientes inférteis (LEDEE-BATAILE et al.,

2002; LEl et al., 2004).
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Outro gene que apresentou decréscimo significativo em sua
expressdo apos a EMU foi a IL-11 (p=0,001). Este gene tem sua
participacdo comprovada na receptividade endometrial, fazendo parte da
mesma familia do gene LIF e parecendo ter sinergismo em suas acodes
(BILINSKI et al., 1998; HEINRICH et al., 1998). LIF e IL-11 sdo 0s genes
mais estudados relacionados ao processo de adesdo do blastocisto ao

endomeétrio.

A expressédo do gene HoxA-11 também foi reduzida significativamente
(p=0,021) apés o procedimento de EMU em nosso estudo. Ja seu co-
familiar, HoxA-10, apresentou reducdo de expressdo, porém nao de forma
significativa (p=0,054). Estes genes estdo relacionados ao processo de
implantacdo embrionéaria e desenvolvimento estrutural do Gtero (BENSON et

al., 1996; LIM et al., 1999).

A claudina-4, outro gene que tem sua participacdo ja determinada no
processo de receptividade endometrial, teve sua expressdo aumentada apés

EMU, porém ndo de forma significativa (p=0,954).

Sabe-se que a claudina-4 tem importante papel no desenvolvimento
de juncbes oclusivas no endométrio e estd superexpressa na primeira
metade da fase litea do ciclo menstrual, sugerindo fortemente estar
relacionada a implantacdo embrionaria adequada (CARSON et al., 2002;
TALBI et al., 2006). Por outro lado, Serafini et al., em 2009, observaram que
um aumento excessivo na expressao de claudina-4, estava inversamente

relacionada ao sucesso do procedimento de fertilizacdo in vitro,
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provavelmente por alteracdo da porosidade das juncdes oclusivas
estabelecidas entre células endometriais e embrionarias, levando a

distUrbios eletroliticos.

A expressao do gene IL-6 ndo apresentou modificacdo significativa
apos o procedimento de EMU (p=0,841). Esse gene esta superexpresso no
periodo peri-implantacional e seu receptor pode ser encontrado tanto no
blastocisto quanto no endométrio, relacionando positivamente a expressao

de 1l-6 ao mecanismo de implantacdo embrionaria (NISHINI et al., 1990).

A expressao dos genes do receptor de estrogénio e progesterona se
manteve estavel apés a EMU (p=0,753 e p=0,600). Este dado nos mostra
que o endométrio permanece igualmente responsivo aos hormonios
esteroidais, mesmo apds o procedimento. Além disso, podemos constatar
que as amostras foram colhidas em fase semelhante antes e apds a
embolizacao, ja que a expressdo desses genes € variavel ao longo do ciclo

menstrual.

A alteracdo da expressao de alguns genes observada neste estudo,
mesmo que sabidamente relacionados ao processo de receptividade
endometrial, ndo nos permite concluir sobre o futuro reprodutivo das
pacientes tratadas através da EMU, ja& que esse mecanismo de interagdo
entre o embrido e o endométrio materno é envolto em uma complexidade tal,
gue apenas nos cabe admitir que conhecemos uma pequena parte desse
processo. Muitos fatores compensatorios podem estar presentes nesse

fendmeno.
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Este estudo trds mais algumas informacles relevantes para esse
universo de interacBes moleculares ainda ndo totalmente desvendado, que
ao longo da evolucdo vem garantindo a perpetuacdo das espécies, e abre

margem para novos trabalhos cientificos.
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6 CONCLUSOES

- A expressdo dos genes LIF, IL-11 e HoxA-11 no endométrio apresentou
decréscimo significante apds a embolizacdo do mioma uterino.

- A expresséao dos genes IL-6, claudina-4, Hoxa-10, receptor de estrogénio e
receptor de progesterona no endomeétrio ndo se alterou de modo significativo
apos a embolizacdo do mioma uterino.
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7 ANEXOS

Anexo 1 — Aprovacdo do Comité de Etica HC/FMUSP

APROVACAO

A Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa -
CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e da Faculdade de
Medicina da Universid‘cde de S@o Paulo, em sessdo de 05/08/2009, APROVOU o
Protocolo de Pesquisa n° 0771/09, intitulado: "AVALIAGAO DA RECEPTIVIDADE
ENDOMETRIAL APOS EMBOLIZAGAO SELETIVA DAS ARTERIAS UTERINAS PARA
TRATAMENTO DO LEIOMIOMA" apresentado pelo Departamento de OBSTETRICIA E

GINECOLOGIA, inclusive o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar a CAPPesq, os
relatoérios parciais e final sobre a pesquisa (Resolugdo do Conselho Nacional de
Saude n°® 196 de 10/10/1996, inciso 1X.2, letra "c").

Pesquisador (a) Responsdvel: Nilo Bozzini

Pesquisador (a) Executante: Sandro Hildrio Garcia

CAPPesq, 06 de Agosto de 2009

;

, e Sl
PROF. DR. CLAUDIO LEONE

Vice - Presidente da Comisséo de Etica para Andlise
de Projetos de Pesquisa

Comissao de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP Diretoria Clinica do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo Rua Ovidio Pires de Campos,
225, 5° andar - CEP 05403 010 - Sao Paulo — SP Fone: 011 3069 6442 Fax: 011 3069 6492 e-mail:
cappesq@hcnet.usp.br / secretariacappesq2@hcnet.usp.br



Anexo 2 Aprovacdo Comité Hospital Albert Einstein

7 ) ALBERT EINSTEIN

INSTITUTO ISRAELITA DE

#® ENSINO E PESQUISA

Sdo Paulo, 06 de julho de 2009

Processo CEP/Einstein 09/1129 CAAE: 0109.0.028.000-09
Titulo: Avaliagdo da receptividade endometrial apds embolizacdo seletiva das artérias
uterinas para tratamento do leomioma.

Investigador Responsavel: Dr. Sandro Garcia Hilario

IImo. Sr.
Dr. Sandro Garcia Hilario

O Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Israelita Albert Einstein analisou e aprovou o
projeto de pesquisa supracitado, bem como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

Aproveitamos a oportunidade para orientar o pesquisador sobre os seguintes itens:

e O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu
consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao
seu cuidado (Res. CNS 196/96 — Item IV.1.f) e deve rgceber uma copia do Termo de
Consentimento Livre Esclarecido, na integra, por ele assinado (Item 1V.2d).

» O Pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado
e descontinuar o estudo somente apés andlise das razes da descontinuidade pelo CEP
que o aprovou (Res.CNS 196 Item III. 3z), aguardando seu parecer, exceto quando
perceber risco ou dano ndo previsto ao sujeito participante ou quando constatar a
superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa (Item V.3) que
requeiram agdo imediata.

7 ita de Ensino e quisa Albert Eir i |
Av. Albert Einstein, 627 — Morumbi — 3o Paulo — SP— 05651 901 — Brasil
Tel: (55 - 11) 3747 0291 Fax: (55 - 11) 3747 0273
Internet: wiww emstem. by e-mail: cep@einstein.br
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Anexo 2 Aprovacdo Comité Hospital Albert Einstein

ALBERT EINSTEIN

INSTITUTO ISRAELITA DE

ENSINO E PESQUISA

e O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem
0 curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4). E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorrido

(mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

e Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de
forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas
justificativas. Em caso de projetos do Grupo I ou II apresentados anteriormente a ANVISA,
0 pesquisador ou patrocinador deve envid-las também a mesma, junto com o parecer

aprovatorio do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial (Res. 251/97. item II1.2.e).

 Relatorios parciais e finais devem ser apresentados ao CEP, inicialmente em dezembro

de 2009.
\
Atenciosamente,
/ :
i
P Wnus
Coordenador do &»5@51@ tica em Pesquisa
do Hospital Israelita Albert Einstein

Instituto Israelita de Ensino e Pesquisa Albert Einstein = 2

Av. Albert Einstein, 627 — Morumbi — Sdo Paulo — SP— 05651 901 — Brasil
Tel: (55 - 11) 3747 0291 Fax: (55— 11) 3747 0273
Internet: vy costen. br e-mail: cep@einstein.br
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Anexo 3 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

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

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

L N OME: e e e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N° & ....oovvveiieeieeiienn. SEXO: Mo F o

DATA NASCIMENTO: ........ oiiin. [o.....

AN Y={=1={o] o T [NCIR APTO: ..ovoevran.
BAIRRO: ....ooveveeeieeeeeeeeeenenes CIDADE ..o
CEP:.ooee. TELEFONE: DDD (........... ) NSRS

2. RESPONSAVEL LEGAL ...ovoviiieieeeeeeeteeeeeeee et
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etC.) .......ccccceeeviciiiiienennn,
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :.................. SEXO: Mo Fo

DATA NASCIMENTO.: ...... l..... l......

AN T={ =1 ={ o7 o [NCIR APTO: oo,
BAIRRO: ..o, CIDADE: ..o
(o] =1 =TI TELEFONE: DDD (............ ) ST

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TiTULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA AVALIACAO DA RECEPTIVIDADE
ENDOMETRIAL APOS EMBOLIZACAO SELETIVA DAS ARTERIAS UTERINAS PARA
TRATAMENTO DO LEIOMIOMA

2.PESQUISADOR : SANDRO GARCIA HILARIO
CARGO/FUNCAO: MEDICO INSCRICAO CONSELHO REGIONAL N° 100.1780
UNIDADE DO HCFMUSP: ICHC - GINECOLOGIA
3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
RISCO MINIMO mi RISCO MEDIO X
RISCO BAIXO © RISCO MAIOR o
4.DURACAO DA PESQUISA : 2 ANOS

1 — Vocé esta sendo convidada a participar de uma pesquisa cujo objetivo € avaliar algumas
caracteristicas do endométrio (camada interna do Utero) de pacientes que se submetem a
embolizacdo das artérias uterinas, tratamento que vocé fara para o mioma do Gtero no
Hospital Israelita Albert Einstein. Esses parametros estudos estdo relacionados com a
capacidade da paciente engravidar com sucesso.



57

2 — Para essa avaliacdo, sera colhida uma amostra através de aspiracdo do endométrio
antes da realizagdo da embolizacdo e outra amostra semelhante 3 meses apdés o
procedimento de embolizagdo das artérias uterinas. Essa coleta sera realizada no
Ambulatério de Mioma do Hospital das Clinicas, local onde vocé ja é atendida, pelo Dr.
Sandro Garcia Hilario. O material obtido com essa aspiracdo sera guardado no laboratério
para posterior avaliacdo através de técnica apropriada, visando analisar alguns parametros
que talvez se modifiguem com a embolizacdo. Essa coleta, antes e depois da embolizacdo
das artérias uterinas, é parte dessa pesquisa, nao sendo realizada de rotina em todas as
pacientes que fazem um procedimento semelhante.

3 — A coleta da amostra de aspirado endometrial é feita da seguinte forma: coloca-se a
paciente em posicao ginecolégica e introduz-se o espéculo na vagina (mesma maneira que
¢é feita para coleta do Papanicolaou). Faz-se a limpeza da vagina com produto adequado
para tal. Entdo coloca-se uma sonda de calibre fino (como se fosse um pequeno canudo)
dentro do canal cervical (canal de abertura do Utero — por onde passa a menstruacao).
Dessa forma, aspira-se para dentro de uma seringa o contelido da cavidade uterina
(aproximadamente 3 mL), e retira-se a sonda e o espéculo.

4 — Durante a aspiracdo a paciente pode sentir célicas, que passam logo apos a coleta.

5 — Esse procedimento ndo traz beneficio imediato a paciente. Somente ao final do estudo
poderemos, comparando as amostras antes e depois da embolizacdo, de diversas
pacientes, concluir sobre os efeitos da embolizagcdo das artérias uterinas nessas moléculas
estudadas.

6 — Vocé pode optar por ndo realizar a coleta da amostra e fazer a embolizagdo das artérias
uterinas normalmente.

7 — Garantia de acesso: em qualquer etapa do estudo, vocé tera acesso aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais duavidas. O principal
investigador € o Dr SANDRO GARCIA HILARIO. que pode ser encontrado no endereco Rua
Enéas de Carvalho Aguiar, 255 — Pinheiros — Tel. 3069-6000. Se vocé tiver alguma
consideracdo 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: cappesg@hcnet.usp.br e Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital Israelita Albert Eisntein na Av. Albert Einstein, 627 - 2ss -
Morumbi - S&o Paulo - 05652-000 - Tel.: (11) 3747-0291

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 Instituicéo;
9 — Direito de confidencialidade — As informacBes 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 — Despesas e compensacdes: ndo ha despesas pessoais para o participante em
gualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também ndo ha compensacgéo
financeira relacionada a sua participacdo. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera
absorvida pelo or¢gamento 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 Instituicdo, bem como as indenizacdes legalmente estabelecidas.
13 - Compromisso do pesquisador de utilizar os dados e o material coletado somente para
esta pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informada a respeito do assunto que li, ou que foi lido para
mim, descrevendo o estudo” AVALIACAO DA RECEPTIVIDADE ENDOMETRIAL APOS
EMBOLIZACAO SELETIVA DAS ARTERIAS UTERINAS PARA TRATAMENTO DO
LEIOMIOMA”

Eu discuti com o Dr.Sandro Garcia Hilario 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


mailto:cappesq@hcnet.usp.br
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esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que minha participacdo € 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 qualguer 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 Servico.

Data / /

Assinatura do paciente/representante legal

Data / /

Assinatura da testemunha

(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 participacéo neste estudo.

Data / /

Assinatura do responsavel pelo estudo
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