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RESUMO

Aguiar FM. Proliferacio e Apoptose em endométrio tépico e ectépico de pacientes
com endometriose peritoneal, ovariana e de septo reto-vaginal. Dissertagdo de
Mestrado — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de Sdo Paulo,

Ribeirio Preto.

Tanto o endométrio topico quanto o ectopico de mulheres com endometriose exibem
uma série de anormalidades. A importéncia da proliferacdo celular e da apoptose na
génese da endometriose vem sendo estudada, mas os resultados ainda s@o controversos.
O objetivo desse estudo foi comparar o padrdo de proliferagdo celular e de apoptose no
endométrio topico e ectdpico de pacientes com endometriose, avaliando separadamente
as lesGes peritoneais, os endometriomas ovarianos e as lesdes de septo reto-vaginal.

Foi avaliada a expressdo do marcador de proliferagdo celular PCNA e o marcador de
apoptose fas em 22 amostras de endométrio topico e ectopico de mulheres com
endometriose, na fase proliferativa do ciclo menstrual (lesdo peritoneal = 6 casos; lesdo
ovariana = 10 casos; lesdo de septo reto-vaginal = 6 casos), avaliando separadamente
tecido glandular e estromal.

Foi observado maior indice de proliferagdo celular (IPC) no componente glandular do
tecido endometrial ectopico quando comparado ao topico (0,12 = 0,04 e 0,18 £+ 0,06,
respectivamente) (p= 0,034). No tecido ectdpico, foi observado maior IPC na leséo
peritoneal quando comparada somente com a lesdo de septo reto-vaginal (0,14 + 0,07 e
0,01 + 0,01, respectivamente) (p=0,009). Na avaliagdo do estroma, encontramos
maiores IPC no tecido tdpico do que no ectopico (0,05 + 0,01 e 0,02 + 0,01,
respectivamente) (p= 0,01). O estroma do endométrio topico das lesGes peritoneais

apresentou maior [PC que o correspondente da lesdo ovariana (0,09 = 0,02 e 0,04 +



0,01, respectivamente) (p= 0,04). Nido foi observado diferenca na expressdo do
marcador fas entre o endométrio tdpico e ectdpico, ou entre as diversas lesdes
endometridticas.

Os resultados confirmam a participagdo de mecanismos de proliferagdo celular na
génese da endometriose, com especial importancia nas lesGes peritoneais, refor¢cando a
teoria de que estas lesdes sofrem regulac@o distinta dos seus mecanismos intrinsecos de
crescimento e manutencdo. A via de apoptose relacionada as proteinas de membrana da
familia do fas/fas-L parece ndo ser importante, mas futuros trabalhos sfo necessérios

para confirmar estes dados.

Palavras-chave: Endometriose, endométrio, proliferagdo celular, apoptose, PCNA, fas.
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SUMMARY

Aguiar FM. Proliferation and apoptosis in eutopic and ectopic endometrium from
patients with peritoneal, ovarian and rectovaginal septum endometriosis. Master

Tese — Ribeirdo Preto Medical School Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto.

Ectopic and eutopic endometrium of women with endometriosis show a variety of
anomalies. Different studies have been performed to evaluate cell proliferation and
apoptosis in endometriosis, but results are still controversial. In the present study we
aimed to compare cell proliferation and apoptosis patterns in eutopic and ectopic
endometrium in women suffering from endometriosis, evaluating separately peritoneal,
ovarian and rectovaginal septum endometriosis. Here we studied the expression of cell
proliferation protein PCNA and apoptosis protein fas in 22 proliferative eutopic and
ectopic endometrium (peritoneal=6 cases; ovarian = 10 cases and rectovaginal septum =
6 cases), evaluating separately glandular and stromal cells.

Evaluating PCNA in glandular cells, the mean proliferation cell index (PCI) was
significantly greater in ectopic tissue compared with eutopic (0,12 + 0,04 and 0,18 +
0,06, respectively) (p= 0,034). Peritoneal endometriosis showed higher PCI than in
rectovaginal septum endometriosis (0,09 + 0,01 and 0,13 = 0,07, respectively)
(»r=0,009). PCI in swomal endometrium was higher in eutopic endometrium than in
ectopic endometrium (0,05 + 0,01; and 0,02 + 0,01, respectively) (p: 0,01). The stromal
cells of the eutopic endometrium in peritoneal lesions showed higher PCI than in
ovarian lesions (0,09 + 0,02 e 0,04 + 0,01, respectively) (p= 0,04). No significant
difference in expression of fas was seen between eutopic and ectopic endometrium, or

between the three different endometriotic lesions. This study confirms the role of cell



proliferation in endometriosis, in special in peritoneal endometriosis. These data
reinforce the concept that endometriotic lesions have different growth and maintenance
profiles. According with our data, the apoptotic pathway related with fas/fas-L system is

not important in the physiopathology of endometriosis. We need future data to confirm

our finds.

Key-words: endometrium, endometriosis, cell proliferation, apoptosis, PCNA, Fas.



1. INTRODUCAO




1.1 Conceito

A endometriose se caracteriza pela presenga de tecido endometrial ectopico, ou
seja, fora da cavidade endometrial. Sua incidéncia é controversa devido ao grande
nimero de casos ndo diagnosticados e devido a grande variacdo de acordo com a
populacdo estudada, sofrendo influéncia da idade, grau de instrugdo, presenca de
cirurgias abdomino-pélvicas prévias, padrio hormonal, entre outros fatores, mas
acredita-se que cerca de 10% da populagdo feminina global seja portadora de
endometriose (Dabrosin et al, 2002) e que 50% das pacientes com infertilidade e dor
pélvica tenham endometriose (Cornillie et a/, 1990).

As repercussoes clinicas desta patologia s@o extremamente varidveis e dependem
da gravidade da endometriose e do local afetado. A dor pélvica cronica € bastante
comum e ¢ uma das maiores preocupacdes do ginecologista, visto que muitas vezes €
incapacitante, com grave interferéncia na rotina da paciente e na qualidade de vida
(Whiteside & Falcone, 2003; Falconnier & Chapron, 2005). Em casos severos a
endometriose pode invadir tecidos de maneira mais profunda e produzir lesGes de
orgdos circunjacentes com comprometimento de alguns sistemas, como invasdo de reto
e sigmdide, com necessidade de reto-sigmoidectomia, e até mesmo de vasos pélvicos
calibrosos, como a artéria uterina, com risco de vida para a paciente (Janicki et al,
2002).

A associacdo entre endometriose e infertilidade € inequivoca (Wheeler &
Malinak, 1988; Wheeler, 1989). Entretanto, os mecanismos envolvidos ainda nédo estdo
totalmente esclarecidos. E facilmente explicével sua relagio com endometriose quando

ha alteracdo da anatomia normal de estruturas pélvicas (Seibel & Zilberstein, 1998;

Surrey & Halme, 1989). Todavia, quando isto ndo ocorre, como nos casos de



endometriose minima e leve, encontra-se dificuldade para explica-la. Neste caso, os
mecanismos propostos compreendem: (1) alteragdes no microambiente folicular ou no
odcito; (2) faléncia na implantaggo; (3) disfungdo ovulatoria; (4) defeitos imunoldgicos
inclusive relacionados a processo auto-imune; (5) hiperativagdo dos macrofagos
peritoneais (Wu & Ho et al, 2003); (6) alteragdes nas citocinas no fluido folicular e na
circulagdo sanguinea; (7) sindrome do foliculo luteinizado ndo roto; (8) alteragdes no
desenvolvimento embrionario precoce; (9) apoptose celular aumentada em células da
granulosa; e (10) alteragdes enddcrinas como fase lutea inadequada e hiperprolactinemia
(Moura et al, 1999). Estima-se que entre 30 e 50% das mulheres com endometriose
tenham infertilidade, e que, até 58% das pacientes inférteis tenham endometriose em
seus graus variados (Wheeler et al, 1989).

Cada vez mais busca-se entender os mecanismos etiopatogenéticos da
endometriose, visando o desenvolvimento de novas drogas e abordagens terapéuticas,

permitindo maior qualidade de vida e cura a estas mulheres.



1.2 Patogenia

A etiopatogenia da endometriose ndo estd muito bem estabelecida embora venha
sendo alvo de estudos em todos os campos de pesquisa. A teoria mais aceita para a
etiologia da endometriose € a postulada por Sampson em 1927, que acreditava que as
lesdes endometridticas surgiriam de aderéncias de tecido endometrial pés-menstrual na
cavidade peritoneal e demais orgdos apos fluxo tubério retrogrado (Sampson et al,
1927). Mas, apesar da teoria encontrar fundamento, ha falhas em alguns pontos, como,
por exemplo, a comprovagdo de que praticamente 90% das mulheres que tém trompas
pérvias apresentam fluxo retrogrado e, no entanto, a maioria ndo apresenta
endometriose (Halme et al, 1984; Abrdo et al, 2000). Em vista disso, fica clara a
importéncia de outros fatores além do fluxo retrogrado que permitam a implantagdo
deste tecido na cavidade peritoneal.

Os estudos atuais se propdem a estudar as alterages moleculares tanto no
endométrio topico quanto no microambiente peritoneal que favorecem a formagéo das
lesdes endometridticas. Parece que ambos encontram-se alterados, permitindo ades@o,
invasdo, proliferagdo e crescimento das lesGes.

Outras teorias tentam explicar a presenca de lesdes de endometriose fora da
cavidade peritoneal. A metaplasia das células da linhagem peritoneal explica a
endometriose em homens (Schrodt et al, 1980), em pré-puberes (Clark, 1948) em
mulheres que nunca menstruaram (El-Mahgoub et a/,1980) e em sitios atipicos, como
cavidade pleural (Hobbs et al, 1940). A constatacdo da presenga de células endometriais
viaveis na luz de vasos sanguineos e linfaticos sugere que focos distantes de

endometriose podem surgir a partir da dissemina¢do de células endometriais por via



hematogénica ou linfatica. Esta teoria explica lesdes na pleura, cicatriz umbilical,
espago retro-peritoneal, vagina e colo do utero (Sampson, 1927; Javert, 1952).

A endometriose ¢ uma doenga complexa, com multiplas manifestacGes e
diferentes formas de apresentagdo. De acordo com Nisolle & Donnez, 1997, a
endometriose peritoneal, o endometrioma ovaniano e a endometriose de septo reto-
vaginal podem ser consideradas trés entidades diferentes, com origens etiopatogénicas e
comportamentos clinicos diferentes.

A principal teoria para a génese da endometriose peritoneal é a implantacdo direta
de células menstruais refluidas na superficie peritoneal. Essa hipotese € corroborada por
estudos morfométricos que sugerem que as lesdes peritoneais vermelhas e o endométrio
topico sdo tecidos muito similares, podendo corresponder a células implantadas
recentemente (Nisolle & Donnez, 1997). Laparoscopicamente sdo divididas em lesGes
vermelhas (em chama de vela, excrescéncias glandulares, lesdes petequiais e areas de
hipervascularizag@o) e lesdes brancas (opacificagdes brancas, aderéncias sub-ovarianas,
lesdes tipo “café-com-leite” e defeitos peritoneais) (Abrdo, 2000). As lesdes vermelhas
sd0 mais vascularizadas e apresentam maior indice mitdtico que as lesdes brancas
(Nisolle et al, 1993); provavelmente o aspecto macroscopico corresponde a um
processo evolutivo das lesGes, sendo que as vermelhas indicariam um primeiro estadio
de implantagdo peritoneal, apresentando maior poder de invasdo. Com o sangramento
menstrual sucessivo, o endométrio ectdépico descama e inicia-se uma reagdo
inflamatoria, produzindo um processo de cicatrizagdo, podendo deformar o peritdnio e
resultar na formagdo de aderéncias (Nisolle et al, 1994).

Para a formagdo do endometrioma ovariano, existem trés teorias: o acimulo de
debris menstruais e posterior invaginagdo e inversdo do cortex para o interior do ovario,

formando o cisto endometridtico (Hughesdon, 1957); por envolvimento secundario de



cistos funcionais por implantes localizados na superficie do ovéario, ou por metaplasia
celdmica nos cistos de inclusdo ovariano (Donnez & Nisolle, 1996).

A endometriose de septo reto-vaginal ¢ uma das formas mais profundas da
doenca, podendo ter bases fisiopatogénicas distintas das demais lesdes.
Histologicamente, € composta essencialmente por células musculares, epitélio ativo e
estroma escasso. A hiperplasia destas células musculares provoca reagdo inflamatdria,
retragdo e fibrose nos tecidos adjacentes. Para explicar a endometriose de septo reto-
vaginal, duas teorias foram propostas: ou trata-se de metaplasia de remanescentes
mullerianos daquela musculatura em glandulas e/ou estroma que formariam nddulos
locais ou € a evolug@o natural de uma endometriose peritoneal que invadiu o septo reto-
vaginal (Nisolle & Donnez, 1997).

Somente uma teoria ndo ¢ capaz de explicar a totalidade dos casos de
endometriose. Vérios aspectos da patogenia da endometriose permanecem obscuros,
sendo necessario um aprofundamento no entendimento de todos os fatores envolvidos

na formac&o das lesdes endometridticas e na diferenciagéo destes trés tipos de lesdo.

1.2.1 - Proliferacgéio Celular e Apoptose — a Homeostase Tecidual

A "homeostase tecidual" normmalmente € produto de um equilibrio entre
mecanismos de destruicdo ou degradacdo celular (apoptose) e de proliferagdo celular. A
apoptose, que ocorre na fase secretoria e no periodo menstrual do ciclo feminino, € um
dos processos cruciais no controle do turn-over celular no endométrio (Otsuki et al,
1994).

O ciclo de crescimento de uma célula consiste nas fases G1 (pré-sintese), S

(sintese do DNA), G2 (pré-mitético), M (mitose) e GO (estado quiescente). Inimeros



fatores podem estimular ou inibir a divisdo e a morte celular, dependendo das
necessidades da célula adaptar-se ao meio ambiente. Na endometriose, parece haver um
desequilibrio nesta homeostase, com maior proliferagio celular nas lesdes
endometridticas € menor apoptose, aumentando a viabilidade das lesGes e, portanto,
permitindo a sobrevivéncia e crescimentos das mesmas (Fujishita ez al, 1999; Dmowski
et al, 2001; Braun et al., 2002).

Estudos mais recentes utilizando drogas bloqueadoras da proliferagéo celular ou
indutoras de apoptose tém provado a importancia destes mecanismos na etiopatogenia

destas lesGes, € aberto novas perspectivas para futuras intervengdes terapéuticas.

1.2.1.1 - Proliferacao Celular

Em relagdo ao comportamento do endométrio tépico de mulheres com
endometriose, alguns estudos mostram maiores indices de proliferacdo celular, mas
somente na fase proliferativa do ciclo menstrual, tanto no tecido glandular quanto
estromal (Shuang-fang Li, 1993; Wingfield et al/, 1995; Johnson et al, 2005; Buriev et
al, 2006), porém outros trabalhos nédo encontraram diferencgas significantes (Jurgensen
A, 1996; Scotti S, 2000; Beliard et al, 2004;).

O comportamento das lesdes endometridticas em relagdo a proliferagdo celular
também ainda ndo é de todo conhecido. Um dos estudos pioneiros foi o de Shuan-fang
Li, 1993, que encontrou maior IPC através de PCNA no tecido glandular das lesdes
endometrioticas, ao longo de todo ciclo menstrual. Ao contrario, outros estudos néo
mostram diferengas entre os endométrios topicos € ectdpicos, ou mesmo mostram
menor proliferacdo no tecido ectdpico, tanto no tecido glandular quanto no estroma.

Outra caracteristica observada no tecido ectépico ¢ a perda de variagdo ao longo do



ciclo menstrual (Jones et al, 1995; Nisolle et al, 1997; Scotti et al, 2000; Beliard et al,
2004).

Novas drogas com agdo anti-proliferativa vém sendo testadas in vitro, com
resultados promissores. Laschke, 2006, estudou a ag¢do da rapamicina, um conhecido
anti-fiingico e imunossupressor, em lesdes endometridticas induzidas em hamsters. A
administrag¢do desta droga resultou na redugdo do tamanho das lesdes, associado a uma
reduc@o na produgdo de VEGF e menor marcagdo celular pelo PCNA (Laschke et al,
2006). O efeito das estatinas também foi avaliado em células endometridticas estromais
em meio de cultura, sendo observado reduqﬁé) da proliferag:ﬁo' celular apods
administragdo da droga (Piotrowski ef al, 2006).

Futuramente, drogas que atuam nos mecanismos de controle da proliferagéo

celular poder@o ser utilizadas in vivo, alargando as op¢des terapéuticas na endometriose.
1.2.1.2 - Apoptose celular

A apoptose € um processo de morte celular programada que acontece apos
estimulo especifico, no qual ha condensagdo da cromatina e fragmentagdo do DNA, do
nucleo e da célula em si, com posterior fagocitose por macréfagos. A apoptose €
controlada pela propor¢do de BCL2 e BAX, duas proteinas intracelulares, sendo que a
BCL2 tem fungdo de bloquear a apoptose, aumentando a sobrevida da célula e a BAX
tem fungdo contra-reguladora, acelerando o processo de apoptose (Nogueira et al,
2000). A fungdo exata da BCL-2 ¢é desconhecida. No endométrio, a proteina BCL-2 tem
sua méxima expressdo durante a fase proliferativa, diminuindo gradualmente até a fase

secretora, quando praticamente ndo € encontrada, coincidindo com o aumento da

incidéncia de apoptose nessa fase do ciclo menstrual.



Meresman et al, 2000, descreveu uma maior expressdo de BCL-2 e auséncia da
expressdo de BAX na fase proliferativa tardia no endométrio tépico de mulheres com
endometriose comparado com o endométrio de mulheres normais. Tem sido observado
um aumento do nimero de macréfagos BCL2+ em tecido endometrial ectopico
analisado por imunohistoquimica, sugerindo maior "resisténcia" do tecido (Nogueira et
al, 2000). Além disso, também tem sido descrita uma redugio do numero de
macrofagos e de células apoptéticas no endométrio topico de pacientes com
endometriose quando comparado com endométrio de pacientes sem a doenga, podendo
justificar um aumento na viabilidade deste tecido para implantagdo futura (Braun et al,
2002).

Mc Laren et al, 1997, mediram as proteinas BCL-2 e BAX em tecido endometrial
e em macrofagos de liquido peritoneal de pacientes com endometriose € observaram
que, em tecido endometrial topico ou ectopico, a expressio do BCL-2 acompanha o
ciclo menstrual, com aumento na fase proliferativa e declinio até niveis ndo
mensuraveis na segunda metade da fase secretora, enquanto a expressdo do BAX néo se
altera, independentemente da fase do ciclo ou tecido endometrial topico ou ectopico.
Adicionalmente, macrofagos expressando a proteina BCL-2 estavam presentes em
numero significativamente maior em pacientes com endometriose € apresentavam
variagdo ciclica, com declinio de seu nimero até proximo de valores encontrados em
mulheres sem endometriose, na fase secretora. Nas pacientes sem endometriose, ndo
houve variagdo ciclica destes macrofagos. Em relag&o aos macréfagos que expressavam
proteina BAX, um numero significativo maior deles foi encontrado em pacientes sem
endometriose, porém em ambos os grupos, sem alteragées com a fase do ciclo. O estudo
imunohistoquimico revelou populag¢do de macroéfagos BCL-2 positivo e BAX negativo

presentes apenas em tecido ectépico endometrial (presentes em todas as fases do ciclo,
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sem descrigdo de variagdes quantitativas de acordo com a fase do ciclo) e que a
expressdo da proteina BCL-2 com a auséncia da proteina BAX poderia conferir a estas
células maior resisténcia a estimulos apoptdticos, aumentando a expectativa de vida
destas células. Postularam ainda que, apesar de ser reconhecido que a ativagdo de
macréfagos, freqiientemente, resultasse em apoptose, a maior quantidade de macréfagos
BCL-2 positivos em pacientes com endometriose poderia resultar em maior nimero de
células que sobrevivam ao processo de ativagdo, sendo, portanto, um dos mecanismos
pelo qual se observa maior quantidade de macrdéfagos ativados no liquido peritoneal de

pacientes com endometriose.

O Sistema fas-fas ligante

Além dessas duas proteinas reguladoras, a apoptose pode ser regulada através da
ativac@o de receptores chamados “death receptors”, ou seja, receptores de morte. Entre
esses receptores, temos as proteinas do sistema fas-fas ligante (fas-fasL). Enquanto o fas
€ expresso na maioria das células do organismo, seu ligante fasL € observado nas
membranas das células citotoxicas da resposta imune, hepatdcitos, em linfocitos T
ativados e em células oculares. A apoptose via fas-fasL € desencadeada pela interagdo
entre fas e fasL. Quando ela ocorre, os receptores formam agregados que, na forma de
wrimeros, ligam-se a proteina adaptadora FADD (Fas-associated death domain) presente
no citoplasma. Ocorre, entéo, a ligagdo dessas moléculas a pro-caspase-8, resultando na
formacdo de um complexo denominado DISC (Death Inducing Signalling Complex),
que culmina na auto-clivagem e ativacdo da caspase-8. A caspase-8 pode, assim,
diretamente ou pela via mitocondrial, ativar a caspase-3 efetora, o que resulta na
apoptose celular. (Medema et al/, 1997; Chinnaiyan et al, 1995; Yanagisawa et al,

1997). O recrutamento e ativagdo da pro-caspase-8 sdo regulados por proteinas anti-
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apoptoéticas, como o V-FLIP (FADD-like ICE inhibitory proteins) and c-FLIP. Essas
proteinas competem com a caspase-8 pelo sitio de ligacdo do complexo Fas-FADD e

inibem a apoptose celular (Deveraux et al, 1998) (Figura 1).
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Figura 1: Esquema do processo de ativagdo da apoptose pela via dos receptores fas-fasL e pela via

mitocondrial.

Embora o amplo espectro de agéo do sistema fas-fasL ndo tenha sido de todo
determinado, este sistema ja foi bem determinado nos processos de imunomodulag&o.
Tanto o fas quanto seu ligante sdo super-expressos na superficie celular dos linfocitos T
ativados, tendo papel importante na resposta imune. Apesar desta super-expressdo, estes
linfécitos s6 se tornam sensiveis & apoptose apo6s um periodo de alguns dias de
sensibilizagdo. Esta sensibilizagdo ¢ facilitada, pelo menos em parte, pela redugdo dos

niveis de BCL-2 e BCL-X. Desta forma, estes linfocitos citotdoxicos tém sua agdo

liberada por um curto periodo de tempo, sendo logo em seguida eliminadas via apoptose
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induzida pelo sistema fas-fasL (Peter et al, 1997). Este mecanismo previne o actimulo
de células efetoras auto-imunes direcionadas a auto-antigenos.

A importancia do sistema fas-fasL na imunomodulag¢do normal é demonstrada pela
presenca de doencas auto-imunes e linfoproliferativas em ratos que apresentam
mutagdes tanto do fas quanto do fasL (Nagata, 1997). Em humanos, varias mutagdes
diferentes nos genes do sistema fas-fasL ja foram demonstradas em criangas com
sindromes auto-imune linfoproliferativas, uma rara condig¢do auto-imune com maciga
linfadenopatia (Rieux-Laucat et al, 1995; Fischer et al, 1995). Estes achados enfatizam
a importancia crucial deste sistema na homeostase imune e na tolerancia periférica.

Recentemente, a expressio do fasL foi relatada em células ndo-imunes,
principalmente em tecidos onde processos imunoldgicos ocorrem com muita importancia,
criando um status imunoldgico privilegiado, permitindo maior sobrevivéncia celular.

Existem relatos de expressdo de fasL em macrofagos e em células da MEC
presentes em estroma de tecido endometridtico, assim como no fluido peritoneal de
mulheres com endometriose (Selam et al, 2002) Além disso, os fatores de crescimento
derivados de macréfagos presentes no fluido peritoneal de mulheres com endometriose
parecem estimular a expressdo de fasL.

O tecido endometrial tépico de mulheres com endometriose apresentam maior
expressdo de fasL quando comparado com endométrio de mulheres normais. Esta up-
regulacdo do fasL leva a apoptose dos linfécitos T, facilitando o desenvolvimento das
lesdes endometridticas, ja que o clearence destas células ficaria prejudicado pela falha
do sistema imune. A IL-8, PDGF e TGF-f1 presente em grande quantidade no fluido
peritoneal de mulheres com endometriose também pode levar a uma super-expressdo de

moléculas fasL (Garcia e Velasco et al, 2003).
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Garcia e Velasco, 2003, também observaram que mulheres com endometriose
moderada a severa apresentam altos niveis de fasL tanto no soro quanto no fluido
peritoneal quando comparados com controles saudaveis, reafirmando mais uma vez o
papel deste sistema na sobrevivéncia e na implantagdo de tecido endometrial ectdpico.

Alguns estudos tém avaliado apoptose através da técnica do TUNEL (TdT -
mediated dUTP — biotin nick end — labelling). Dmowsiki et al, 2001, observaram menor
indice apoptdtico entre as células glandulares, mas ndo nas estromais de pacientes com
endometriose quando comparadas a mulheres sadias. Em mulheres normais, o indice
apoptético foi maior durante a fase secretora/ menstrual e fase proliferativa inicial; em
mulheres com endometriose esta ciclicidade ndo foi observada. Houve uma tendéncia a
menores indices apoptoticos em fases mais avancadas da doenca, porém sem
significéncia estatistica.

Outros estudos procuraram correlacionar indice apoptético com os diferentes
tipos de lesdo de endometriose. Poucos trabalhos avaliaram o padrdo de marcagédo do
fas nas lesdes endometrioticas. Harada et al, 1996, ndo encontrou diferenga entre o
tecido topico e ectopico quando analisou a marcagdo do fas. Watanabe et al, 1997,
observou marcac¢do pelo fas somente nas células glandulares e ndo nas estromais, e
perda da variagdo ciclica ao longo das fases proliferativa e secretora do ciclo menstrual,
tanto no tecido topico quanto ectdpico. Ndo houve diferenga na marcagdo do fas entre o
tecido topico e ectdpico.

Dufournet et al, 2005, estudou vérios marcadores imunohistoquimicos para
apoptose (p53, p21, BAX, BCL-2 e fas) no endométrio topico e nos trés tipos de lesdo
endometridtica. Na analise qualitativa, estes autores encontraram diferengas entre as
lesdes somente nos marcadores BCL-2 e fas. A les@o peritoneal diferiu das demais com

maior marcagdo pelo BCL-2 e pelo fas. Na avaliagdo semi-quantitativa, a expressdo do
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BCL-2 foi menor na lesdo ovariana quando comparada com as demais, resultados
compativeis com relatos prévios (Suganuma et al, 1997; Mc Laren et al, 1997, Nezhat
et al, 2002). Este autor também encontrou altos indices de BCL-2 na les@o colon-retal,
sugerindo uma menor sensibilidade deste tecido a apoptose.

As proteinas de choque quente (Heat shok proteins - HSP) sdo proteinas
sintetizadas como resposta a uma série de estimulos fisicos € quimicos, como choque,
esterdides e dano oxidativo. Estudos sugerem que as HSP estdo diretamente
relacionadas a componentes do sistema imune, como processamento, apresentacdo e
ligagio de antigenos (Sharpe-Timms, 2001). Algumas HSP variam de acordo com a
fase do ciclo menstrual; as HSP 27, 60 e 70 estio aumentadas na fase secretora
(Tabibzadebh et al, 1996). Estudos recentes mostram maior expressdo de HSP 27 e 70
no endométrio de mulheres com endometriose quando comparadas a mulheres
saudaveis; entretanto, foi encontrada uma expressdo menor destas proteinas no
endomeétrio ectdépico quando comparada com o endométrio topico (Nip et al, 1994; Ota
et al, 1997). Estes achados sugerem que as HSP protegem as células de sofrerem
apoptose, reduzindo os efeitos citotoxicos das citocinas acumuladas na fase secretéria.

Em resumo, varios autores mostraram uma reducdo significativa da apoptose no
endométrio de mulheres com endometriose quando comparado com controles normais,
principalmente nas fases secretora, menstrual e fase proliferativa inicial, € também uma
reducdo da apoptose no endométrio ectdopico quando comparado com o endométrio
topico nas mulheres com endometriose, porém existem dados que ndo corroboram com

estes achados.
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1.2.2 - Como as células endometriais refluidas aderem ao peritonio pélvico

Durante a menstruacdo, ocorre fluxo retrégrado de células endometriais viaveis
pelas trompas. Os mecanismos que envolvem a ades@o destas células na superficie
peritoneal tém sido exaustivamente estudados (Witz, 2003). Fazem parte da constituigdo
da matriz extra celular (MEC): o colageno, a elastina, os proteoglicanos e as
glicoproteinas adesivas (fibronectinas, lamininas, vitronectinas, osteopontina e
fibrinogénio). As células peritoneais expressam varias moléculas que permitem a adesdo
a estes componentes, coma integrinas, caderinas, selectinas e moléculas da superfamilia
de imunoglobulinas.

Varios autores encontraram maior expressdo de integrinas a2pl, a3p1, a4pl,
a5B1, além de E-caderinas no endométrio topico de pacientes com endometriose (Koks
et al., 2000; Beliard et al., 1997; Grosskinsk et al., 1995). Todos estes estudos apontam
para uma maior capacidade de aderéncia das células endometriais de mulheres com
endometriose a superficie peritoneal; este fendmeno de adesdo celular seria o primeiro

dentro da cascata de eventos envolvidos na formac&o das lesdes endometridticas.

1.2.3 - Como as células endometriais aderidas invadem a MEC

Ap0s o processo de adesdo, a invasdo da MEC é necesséria para o crescimento dos
implantes endometridticos. Acredita-se que esta invasdo ocorra devido a um
desequilibrio entre enzimas de degradagdo de componentes da matriz extracelular e seus
reguladores. Estudos mostram que varias enzimas podem estar envolvidas nesse

processo, em especial as metaloproteases € a catepsina.
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As metaloproteases (MMPs) sdo enzimas zinco-dependentes, capazes de degradar
todos os componentes da MEC, dentre as quais podemos citar as colagenases, as
gelatinases e as lisinas estromais (Osteen KG et al, 2003). No processo de remodelagédo
da MEC, ocorre um balango entre a expressio das MMPs e de seus inibidores (TIMPs-
tissue inhibitors of metalloproteases). A expressdo génica das MMPs ¢ induzida por
citocinas inflamatorias, incluindo IL-1, IL-6 ¢ TNF-a, além de fator de crescimento
epidérmico (EGF), fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF) e fator de
crescimento de fibroblastos (FGF) (Malik et al, 1996; Schonbeck et al,1997).

Varios estudos tém observado um aumento' de algumas MMPs e redugdo de
TIMPs produzidos pelo endométrio topico e ectdpico de pacientes com endometriose, o
que conferiria wma maior capacidade invasora do tecido refluido do fluxo menstrual
retrogrado (Osteen et al, 2003). As principais MMPs envolvidas na endometriose séo a
MMP-1, MMP-3 e MMP-7, aumentadas principalmente durante a segunda fase do ciclo
menstrual, correspondendo a uma resposta falha & agdo da progesterona. Além disso,
parece haver uma menor expressio do RNA-m da TIMP-3 no endométrio topico de
pacientes com endometriose. H4 também uma menor concentragdo da TIMP-1 no fluido
peritoneal de mulheres com endometriose (Osteen et al, 2003). A identificagdo das
alteracdes moleculares que levam a este desbalango entre MMPs e TIMPs pode abrir

caminhos para a descoberta de novos regimes terapéuticos.

1.2.4 - Como os novos implantes crescem e sobrevivem

Acredita-se que apds a invasdo peritoneal, a viabilidade do foco endometriético

seja mantida pela neoformag@o vascular local desenvolvida sob estimulo de substéncias

angiogénicas como o VEGF (Fator de crescimento endotelial vascular). O VEGF ¢
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produzido e secretado no fluido peritoneal por macrofagos ali presentes, € tem a
capacidade de promover crescimento endotelial, aumento da permeabilidade vascular e
modulagio da secregdo de enzimas proteoliticas relacionadas a angiogénese.

No endométrio normal, os niveis maximos de RMA-m de VEGF s@o atingidos na
fase proliferativa final e secretora (Shifren et al, 1996). Recentes estudos apontam para
um papel modulador dos estrogenos e progestagenos na agdo do VEGF (Shifren et al,
1996; Cullinan et al/, 1993). Hipdxia, IL-1p, PDGF, EGF e PGE2 aumentam a expressio
do VEGF (Lebovic et al, 2001). Ha estudos descrevendo a presenca de VEGF
aumentado no fluido peritoneal € no soro de pacientes com endometriose, € sua
concentragdo pode estar relacionada com o estadiamento da endometriose (Shifren et al,
1996; Nogueira et al., 2000). Mulheres com endometriose também apresentam maiores
concentracdes de VEGF no tecido endometrial tépico quando comparadas com
mulheres controles, na fase secretora do ciclo menstrual (Donnez et al, 1995).

Todas essas alteragdes favorecem a implantagdo do tecido ectopico e o

estabelecimento da lesdo

1.2.5 - O sistema imune

Em situag@o fisiologica o tecido endometrial refluido pelas trompas € fagocitado e
eliminado da cavidade pélvica sem maiores repercussdes. Nas pacientes com
endometriose esta resposta imune esta prejudicada.

Alteragdes tanto no sistema imune celular quanto humoral sdo descritas. O fluido
peritoneal de pacientes com endometriose apresenta um maior nimero de macréfagos,
porém com menor atividade fagocitica, além de produzirem maior quantidade de fatores

de crescimento e citocinas que estimulam a ades@o celular e expressao de MMPs,
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favorecendo a formagdo dos implantes endometridticos (Halme et al.,1983; Zeller et al.,
1987; Dunselman et al., 1988). As células NK (Natural Killer) também apresentam uma
menor capacidade de clearence das células regurgitadas (Wilson et al., 1994). O
endométrio topico de mulheres com endometriose libera uma grande quantidade de
substancias inibidoras das células NK, quando comparado com o endométrio de
mulheres normais (Mizumoto et al, 1996; Somigliana et al, 1996). Entre os linfocitos,
ha uma dominancia na atividade dos linfocitos da subpopulagdo Th2 em relagdo a Thl
(Wu & Ho et al, 2003).

As células endbmetriais, in vitro, liberam moléculas de adesdo intracelular -
soluveis (s-ICAM), principalmente durante a fase proliferativa do ciclo menstrual. Esta
molécula é capaz de modular a aggio de linfocitos CD8+ e células NK, assim como foi
demonstrado em certos tipos de melanomas. Os s-ICAM competem com os ICAM na
ligagdo com uma proteina que torna os leucdcitos ativos, o antigeno de fungdo
leucocitario (LFA-1). Quando os SICAM se ligam aos LFA-1, eles tornam os leucocitos
menos expostos a ligagdo com os ICAM presentes na superficie celular, prevenindo a
ativagdo destes leucocitos. Estudos mostram que as células estromais do endométrio de
mulheres com endometirose expressam altas concentragdes de sSICAM, quando
comparadas a mulheres sem a doenga. Além disso, a expressdo de s-ICAM ¢ ainda
maior no endométrio ectdopico do que no tdpico neste grupo de mulheres (Somigliana et
al, 1996; Vigano et al, 1998).

Quanto a imunidade humoral, sugere-se a associa¢do entre endometriose e
doengas auto-imunes. Em estudo realizado com 313 mulheres inférteis com
endometriose (261 estagios I e II; 62 estagios III e IV) e 101 mulheres inférteis sem
endometriose, houve niveis mais elevados de auto-anticorpos do tipo antifosfolipide

contra inositol, cardiolipina, etanolrunida e J32glicoproteina nas pacientes com
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endometriose, sendo mais exuberante naquelas nos estagios I e II. Além disso, 40% das
pacientes com endometriose graus minimo e leve apresentaram anticorpos anti-zona
pelucida (Gallova et al., 2002). Adicionalmente, niveis elevados de citocinas no fluido
peritoneal de pacientes com endometriose foram relatados em diversos estudos. Entre
elas estdo IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, VEGF, TNFa, TGFB (Wu & Ho et al, 2003) (Figura
2).

A TL-6 corresponde a uma interleucina das mais importantes na etiopatogenia da
endometriose. Esta envolvida com a produg@o esteroidogénica ovariana, foliculogénese
e implantagdo embriondria, apresenta atividade multifuncional e possui efeitos
angiogénicos, induzindo a expressdo de VEGF. A IL-6 também estimula a produgdo da
aromatase em células adiposas (Witz et al, 2000), e, em elevadas concentragdes, ¢
embriotoxica em ratos (Wu & Ho et al, 2003) (Figura 2). Ela é produzida pelas células
do sistema imune, células endometriais glandulares e estromais. Foi observado que o
estroma derivado de endometriomas ovarianos apresenta niveis elevados de IL-6
quando comparados com niveis de estroma derivados de endométrios normais. Por
outro lado, o endométrio topico de mulheres com endometriose apresenta niveis
intermediarios de IL-6 (Tseng et al, 1996).

A IL-1 exerce um papel importante na inflamacdo e no sistema imune. Ela ¢
secretada principalmente por macréfagos e mondcitos ativados, além de linfocitos B, T
e células NK. Existem duas moléculas distintas de IL-1, provenientes de dois genes
diferentes: a IL-1a. e a IL-1B. A IL-1P ¢é secretada principalmente pelos macrofagos
peritoneais e encontra-se em niveis elevados na endometriose, podendo exercer
importante papel na neovascularizagido dos focos de endometriose. Apos exposigéo a
esta interleucina, as células endometriais respondem aumentando a expressdo do RNA-

m das proteinas VEGF e IL-6; este fenomeno n&o ocorre no endométrio de mulheres
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normais. A IL-1p também aumenta os niveis de SICAM-1, interferindo nos mecanismos
de sobrevivéncia celular (Lebovic et a/, 2000; Vigano et al, 1998).

A IL-8 é um potente fator angiogénico produzido por células mesoteliais,
macrofagos e células endometriais. Estudos tém demonstrado que a IL-8 estimula a
proliferagdo de células endometriais e células estromais endometridticas (Iwabe et al,
1998; Arici et al 1998). Outros estudos mostram que a IL-8 esta elevada no fluido
peritoneal de mulheres com endometriose e seus niveis estdo relacionados com a
severidade da doenga (Gasvani et al, 1998; Arici et al, 1996). A IL-8 também estimula a
adesdo celular a fibronectina, sugerindo um possivel papel nos eventos que iniciam a
doenga (Garcia-Velasco et al,1999).

Por todo o processo inflamatorio que se desenvolve no ambiente intra-cavitario
abdominal é de se esperar que alguns marcadores de atividade inflamatoria como o PCR
(proteina C reativa) e a SAA (proteina sérica amildide A), estejam aumentados na
avaliacdo destas pacientes, marcadores estes que sdo inespecificos no diagnostico
etioldgico, mas que quando associados a outros fatores diagndsticos podem indicar
atividade da doenga e podem ser fUteis no seguimento do controle da resposta
terapéutica. Os niveis destes marcadores inflamatdrios em pacientes com endometriose
s@0 maiores no periodo menstrual do que na fase folicular tardia, sugerindo relagdo com
o processo inflamatorio gerado pelo sangramento menstrual dos focos de endometriose.
Em alguns casos o nivel sérico de SAA pode sugerir doenga avangada, o que auxilia no

planejamento da abordagem cirtirgica destas pacientes (Abrao et al, 1997).
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Figura 2: Possiveis alteragdes fisiopatoldgicas na cavidade peritoneal de mulheres com endometriose. O
endométrio anormal da endometriose em ROS (espécies reativas de oxigénio), antioxidantes,
metaloproteinases e seus inibidores (MMPs e TIMPs). Thl = subpopulagdo de linfécitos 1; Th2 =
subpopulagio de linfécitos 2. SICAM-1: molécula de adesdo intercelular forma solivel. VEGF= fator de

crescimento vascular endotelial. Bcl-2 € Bax = proteinas anti-apoptdticas. (adaptado de Wu & Ho, 2003).

1.2.6 - Estresse Oxidativo

Acredita-se que a cavidade peritoneal de pacientes com endometriose
represente um ambiente pré-oxidante, com produgdo de substincias denominadas
espécies reativas de oxigénio (ROS) que podem contribuir para a reag@o inflamatdria
associada a endometriose (Langendonckt er al., 2002). As espécies reativas de
oxigénio sdo substancias intermediarias produzidas normalmente no metabolismo do
oxigénio e, para protecdo contra seus efeitos deletérios, as células desenvolveram

uma variedade de sistemas antioxidantes. Os antioxidantes enzimaticos



22

correspondem a superoxido dismutase, catalase, glutationa redutase e os
antioxidantes ndo enzimaticos a vitamina E, vitamina C, taurina e glutationa. Por
outro lado, moléculas como o 6xido nitrico, os metais e os poluentes ambientais sdo
tidos como pré-oxidantes. Quando ocorre um predominio destas espécies reativas de
oxigénio em detrimento dos antioxidantes, ha o estresse oxidativo celular
(Langendonckt et al., 2002).

Existem algumas evidéncias de estresse oxidativo na endometriose: (1) A
enzima Oxido nitrico-sintetase encontra-se super expressa levando a uma maior
produgdo de 6xido nitrico; (2) aumento da peroxidacdo lipidica com produgido de
produtos reativos como o malonaldeido e lisofosfatidilcolina; (3) expresséo
aumentada de enzimas antioxidantes no endométrio de pacientes com endometriose,
que ocorreria em resposta a presenca de maior quantidade de espécies reativas de
oxigénio; (4) niveis reduzidos de vitamina E no fluido peritoneal de mulheres com
endometriose consumida durante reagdes de oxidacgdo; (5) presenga de indutores
potenciais de estresse oxidativo na cavidade peritoneal como eritrdcitos, debris
celulares e macrofagos (Langendonckt et al., 2002; Szczepanska et al., 2003). Os
efeitos sobre a fertilidade residem na toxicidade do fluido peritoneal sobre os

espermatozodides, defeitos na ovulacdo e alteragdes no desenvolvimento embrionario

pré-implantacdo e implantacdo (Langendonckt et al, 2002) (Figura 3).
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Figura 3: Mecanismo de estresse oxidativo na endometriose. (adaptado de Langendonckt et al., 2002).

(CO = didxido de carbono; NO = éxido nitrico; NOS = 6xido nitrico sintase).

1.2.7 - Os fatores hormonais na génese da endometriose

A endometriose ¢, sabidamente, uma doenga estrogénio-dependente. Os estudos
atuais de biologia molecular revelam que existem tipos distintos de receptores
estrogénicos e progesteronicos. Os receptores estrogénicos (ER) estdo presentes
principalmente na fase proliferativa tardia e secretora inicial, enquanto os receptores
progestagénicos (PR) aumentam um pouco mais tardiamente, na fase média e final da
fase secretdria (Lessey et al, 1988).

Existem duas isoformas de receptores estrogénicos, os ER-0. € os ER-B, ambos
presentes nas cé€lulas epiteliais e estromais do endométrio humano. Igualmente, os
receptores progestagénicos também se apresentam de duas isoformas, os PR-A e PR-B.
AlteragOes na expressdo destes subtipos de receptores tém sido descritas em células

isoladas e em tecidos de mulheres com endometriose (Mc Donell et al, 1995; Attia et al,
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2000; Brandemberg et al, 1999). Estas alteragdes levam a uma maior exposi¢do ao
estrogénio e uma menor sensibilidade a agdo da progesterona.

A aromatase, por sua vez, corresponde a uma enzima responsavel por catalisar a
transformac@o de andrdgenos (testosterona, androstenediona) em estrogenos (estradiol,
estrona, respectivamente). Existem indicativos de alteragdes desta enzima na
endometriose: (1) trata-se de uma doenca do menacme, portanto, sua etiopatogenia
possivelmente se relaciona com a esteroidogénese € a aromatase estd diretamente
envolvida neste processo (Bulun et al., 2002;) (2) a aromatase € uma enzima
intrinsecamente relacionada a esteroidogénese folicular e sabe-se que um
microambiente estrogénico € vital para a dominincia folicular, influenciando a
qualidade oocitaria e possivelmente a infertilidade na endometriose (Speroff et al,1999)
e, (3) alteragdes das concentragdes da aromatase na endometriose ja foram relatadas:
niveis muito elevados da aromatase foram encontrados, por meio de PCR (polymerase
chain reaction), em implantes endometriéticos e em endometriomas (Noble et al, 1996).
Também foi detectado RNA-m da aromatase em endométrio eutdpico de pacientes com
endometriose, ndo sendo encontrado em mulheres sem a doencga (Bulun et al, 1995).

A prostaglandina E2 (PGE2) é um potente estimulador da aromatase; o
estrogénio, produto final da reagdo, por sua vez, ¢ um potente estimulador da PGE2,
formando assim um ciclo vicioso que permite altas concentragées locais de estrogénio
nas lesdes (Bulun ef al, 1998). Estas informagdes podem embasar futuras intervengdes
terapéuticas, como alguns estudos que ja mostram alivio da dor e redugdo do tamanho
dos implantes com o uso de inibidores da aromatase (Attar et al, 2006; Ailawadi et al,
2004; Amsterdam et al, 2005; Soysal et al, 2004).

Além disso, na endometriose encontramos baixos niveis de 17 - hidroxiesterdide

desidrogenase (17 f — HSD) tipo 2, uma enzima que converte O estradiol, um estrégeno
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potente, em estrona, um estrogeno com menor atividade bioldgica. Esta enzima também
¢ induzida pela agdo da progesterona. Por outro lado, a 17 B — HSD tipo 1, que faz a
reacdo oposta, ou seja, converte estrona em estradiol, estd expressa na endometriose

(Andersson et al, 1997; Zeitoun et al, 1998).

1.2.8 - Marcadores séricos e Regulacdo Génica na Endometriose

O CA-125, uma glicoproteina de alto peso molecular com menor quantidade de
carboidratos que de mucinas (Jacob et al, 1989), é um determinante antigénico expresso
na superficie celular dos derivados do epitélio celdmico (como o peritdnio, pericardio,
pleura e trato genital); foi originalmente descrito como marcador para tumores epiteliais
de ovario, principalmente os cistoadenocarcinomas (Bast et al, 1983). Posteriormente
Nilof, em 1984 descreveu pela primeira vez o aumento dos niveis séricos deste
marcador em pacientes com endometriose (Niloff ef al, 1984). A relagdo da
endometriose com o CA-125 ¢ justificada tanto pela maior concentragdo desse marcador
no endométrio ectépico comparado ao tdpico como pela reagdo inflamatoria associada
ao processo, alterando a capilaridade do endotélio e facilitando a chegada do CA-125 a
circulagdo (Masahashi et al, 1988 e Barbieri et al, 1986). Estudos mostram que em
mulheres com endometriose a expressdo do CA-125 esta aumentada em 2 a 4 vezes no
endométrio topico, tanto na fase secretdria inicial quanto tardia do ciclo menstrual
(McBean et al, 1993).

Virios trabalhos tém relatado o uso do CA-125 como marcador para diagndstico
e, principalmente, para seguimento de mulheres em tratamento para a endometriose. A
elevagdo deste marcador nas pacientes com endometriose estd presente em cerca de

50% dos casos (Watanabe et al/, 1990). Alguns autores sugerem existir uma correlagdo
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entre os niveis séricos do CA-125 e a atividade proliferativa das células epiteliais das
lesdes endometridticas (Toki et al, 2000).

Recentemente, o CA 19-9 vem sendo citado também como marcador para
endometriose. Trata-se de antigeno do grupo sanguineo Lewis® sialilado expresso como
um monosialogangliosido em glicoproteinas mucosas secretadas em tumores
gastrointestinais, pancreaticos e pulmonares (Magnani ef al, 1983). E uma glicoproteina
de alto peso molecular amplamente utilizada como marcador sérico para a identificagdo
destes tumores (Tatsuya et al, 2002). A sua utilizagdo como marcador de tumores
ovarianos (cistoadenocarcinomas mucinosos) € de endometriose vem sendo observada
por alguns autores (Tatsuya et al, 2002), estando presente em niveis aumentados em
52% das pacientes (Watanabe et al, 1990 e Matalliotakis et al, 1998).

A sensibilidade do CA-125 e do CA 19-9 € da ordem de cerca de 50% cada um
isoladamente para identificag@o de pacientes com endometriose, mas segundo Watanabe
(Watanabe et al, 1990), a associagdo dos dois marcadores séricos aumenta a
sensibilidade para 71,4%, Mesmo assim, a sua aplicagdo e interpretacio devem ser
sempre acompanhadas da avaliagdo clinica da paciente € muitas vezes de outros exames
complementares, de imagem e até mesmo da laparoscopia, € na pratica sdo mais
utilizados para seguimento de pacientes em uso de alguma terapia, seja ela clinica ou
cirargica.

A Proteina Endometriose -1 (ENDO-1) é uma haptoglobulina produzida e
secretada particularmente pelo tecido endometrial ectopico (Sharpe-Timms et al, 1998).
Sua expressdo estd aumentada neste tecido quando comparada com o tecido endometrial
topico. Acredita-se que esta proteina atue nos processos inflamatdrios, imunes e na neo-

angiogénese (Sharpe-Timms ef al, 1998).
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Os genes da familia HOX sdo genes relacionados a produgdo de fatores
reguladores importantes na embriogénese humana. Atuam no desenvolvimento
embrionario, no desenvolvimento dos ductos de Miiller, € continuam a ser expressos
pelo utero adulto. Taylor descreveu os papéis dos genes HOXA 10 e HOXA 11 na
regulacdo do crescimento endometrial durante o ciclo menstrual. Este autor mostrou a
importédncia destes genes na implantagdo embrionaria em camundongos e parecem ter
papel similar em humanos. Ao avaliar os niveis de HOXA 10 e HOXA11 nas mulheres
com endometriose, Taylor demonstrou que a expressdo destes genes ndo atingia os
valores esperados na fase lutea média, quando comparados com controles. A expressdo
aberrante destes genes pode explicar a génese da infertilidade a nivel endometrial neste
grupo de mulheres (Taylor et al, 2000; Taylor et al, 1997; Taylor et al, 1999).

Sdo inumeros os fatores que, presentes em determinadas mulheres susceptiveis,
podem levar ao desenvolvimento da endometriose. Este € um vasto campo de pesquisa
que hé muitas décadas vem sendo explorado, mas ainda hd muita controvérsia em
relagdo a determinagdo de quais fatores seriam realmente importantes na endometriose.
Ainda ndo conhecemos com clareza o comportamento da proliferagdo celular e da
apoptose na endometriose, sendo necessario novos estudos. Este entendimento abrira
caminho para o desenvolvimento de drogas mais eficazes, melhorando assim o

prognostico clinico e reprodutivo destas mulheres acometidas.



2. OBJETIVOS
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O presente trabalho tem como objetivos:

2.1 - Objetivos gerais:

Comparar proliferacio e apoptose celular de células glandulares e estromais do
endométrio topico e ectopico de pacientes com endometriose, correlacionando os

achados com as localizagGes das lesGes endometrioticas.

2.2 - Objetivos especificos:

Avaliar em células glandulares e estromais de tecido endometrial topico e ectopico de
mulheres com endometriose:

a) indice de proliferagdo celular através da técnica do PCNA (proliferative cell
nuclear antigen);

b) apoptose através da marcagio do anticorpo fas;

c) relacionar os achados histoldgicos com a localizagdo da lesdo (peritoneal,

ovariana e septo reto-vaginal) e comparar os resultados com os obtidos de amostras

teciduais de endométrio topico destas mesmas pacientes.



3. MATERIAL E METODOS
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3.1 - Material

Foram avaliadas amostras teciduais de endométrio topico e ectépico de mulheres
no mecname, apresentando ciclos menstruais regulares, com idade entre 18 e 40 anos,
submetidas a laparoscopia por dor pélvica crénica e/ou infertilidade conjugal em
Hospital Universitario Terciario. As amostras foram colhidas por bidpsias de diferentes
lesdes endometridticas para estudo histopatoléogico e imuno-histoquimico através de
instrumental laparoscépico e bidpsia de endométrio tépico através de cureta de Novak.
Nenhuma das mulheres havia usado contraceptivos hormonais orais ou injetaveis nos
ultimos 3 meses, ou acetato de medroxiprogesterona de depdsito nos ultimos 9 meses ou
analogos do GnRH nos ultimos 6 meses.

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, sob numero 3318/2004. Todas as pacientes
foram informadas sobre o estudo e aquelas que concordaram em participar assinaram
Termo de Consentimento Informado.

Foram incluidas 29 pacientes com amostras de endométrio topico e ectopico (8
pacientes com lesdo peritoneal, 14 com endometrioma ovariano € 7 com lesdo
infiltrativa profunda, todas de localizagdo no septo reto-vaginal). O material foi imerso
em gel de crioprotetor € mantido congelado em criotubos, apds imersdo em nitrogénio
liquido e armazenamento posterior em Freezer a temperatura de -70°C. Apds o
processamento do material, foram excluidas amostras devido a baixa marcagdo
imunohistoquimica (4 pacientes com endometrioma ovariano, 2 pacientes com lesdo
peritoneal e 3 pacientes com lesdo de septo reto-vaginal). Portanto, foram analisadas
neste estudo um total de 22 amostras (10 endometriomas, 6 lesdes peritoneais € 6 leses

de septo reto-vaginal).
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3.2 - Método imunohistoquimico

3.2.1 - Marcadores Imunchistoquimicos:

PCNA: - Proliferating Cell Nuclear Antigen — (Novocastra Laboratério Ltda — clone
PC 10) - anticorpo monoclonal de camundongo; imunoglobulina da classe IgG2a. Este
antigeno funciona como um co-fator da DNA polimerase na fase S do ciclo celular e
também estd associado com mecanismos de reparos do DNA. As células em
proliferagdo celular ficam entdo marcadas pelo PCNA. Utilizamos dilui¢do 1:200 e

consideramos a marcagdo nuclear.

Jas: (Novocastra Laboratorio Ltda — clone GM 30) - anticorpo monoclonal de
camundongo; imunoglobulina da classe IgG1l. Também conhecido como antigeno CD
95, € uma glicoproteina transmembrana que media a apoptose através de ligacdo com

receptor proprio. Utilizamos dilui¢go 1:100 e consideramos a marcag@o citoplasmatica.

3.2.2 - Técnica de Imunohistoquimica:

As reagdes de imunohistoquimica foram realizadas em cortes histologicos de 4-5p
através de reag@o antigeno-anticorpo seguida de revelagdo da reagdo com marcador
visivel ao microscopio. As ldminas desparafinadas e hidratadas foram recuperadas
antigenicamente awravés de incubag@o em panela a vapor em meio tamponado por 40
minutos. Apds resfriamento do material, as peroxidases teciduais enddgenas foram
removidas pela adig¢do de perdxido de hidrogénio e ligagGes inespecificas do anticorpo

primario foram evitadas por adi¢do de soro de cavalo. As laminas foram entdo
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incubadas com anticorpo primario por 12 horas em camara umida. Em seguida, houve a
incubag@o com anticorpo secundario e, por ultimo, a etapa avidina-biotina. A reagéo foi
identificada apos a revelag@o por tratamento com DAB (Sigma-Aldrich Inc., USA) por
cinco minutos e contra coloragdo com Hematoxilina de Harris seguida de montagem das

laminas.

3.3 - Critérios de avaliaciio imunohistoquimica

Na avalia¢do do PCNA, utilizamos método quantitativo, com contagem de células
marcadas pela imunohistoquimica em 1000 células contadas na lamina, contando-se
células nos quatro quadrantes de cada ldmina. Com base neste calculo, obtivemos o
Indice de Proliferagiio Celular (IPC): numero de células marcadas para o PCNA em
1000 células contadas, tanto células glandulares quanto estromais, que foram analisadas
separadamente.

A marcagdo com fas foi feita por analise semi-quantitativa, com marcagéo em
cruzes, a saber: 0 = auséncia de células marcadas na lamina; +/4 = até 25% de células
marcadas; ++/4 = entre 25% a 50% de células marcadas; +++/4 = entre 50% e 75% de
células marcadas; ++++ /4 = >75% de células marcadas.

Todas as ldminas foram analisadas por dois patologistas com experiéncia em
imunohistoquimica, sem identificag@o do tipo de tecido analisado. A analise da glandula

e do eswroma foi realizada na mesma lamina.
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3.4 - Analise estatistica

Todos os resultados foram expressos em média + desvio padrdo da média para o
IPC e em porcentagem para a avaliagdo da apoptose. Foi utilizado o programa de
andlise estatistica GraphPad Prisma 3.0 Os dados com distribui¢do normal foram
estatisticamente analisados utilizando o teste ¢ student e, para varidveis nao-
paramétricas, o teste de Mann-Whitney. Para a avaliagdo dos resultados de apoptose,
utilizamos o teste de Qui-quadrado. A diferenga entre os grupos foi considerada

significante quando o p <0,05.



4. RESULTADOS
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4.1 Avaliacgio do Indice de Proliferacio Celular (IPC)

4.1.1 - Tecido Glandular

Observou-se maior proliferagdo celular no endométrio ectopico do que no
endométrio topico (IPC 0,12 + 0,04 e 0,18 + 0,06, respectivamente, p= 0,034),
considerando todas as amostras juntas (Figura 4). Quando avaliados separadamente, ndo
houve diferenga entre o IPC dos trés tecidos endometriais ectopicos comparados aos
seus respectivos endométrios topicos (Tabela 1). Observou-se maior IPC na lesdo
peritoneal quando comparada com a lesdo de septo reto-vaginal (p = 0,009). Ndo houve
diferenga entre o IPC de lesGes peritoneais e endometrioma ou entre endometrioma e
lesdes de septo reto-vaginal Os endomeétrios topicos correspondentes as diversas lesdes

ndo apresentaram diferencgas entre si (Tabela.1).

4.1.2 — Tecido Estromal

Observou-se que o eswroma do tecido topico apresenta maior proliferagédo celular
que o estroma das lesdes endometrioticas (IPC 0,05+0,01 e 0,02+0,01, respectivamente,
p: 0,016). Quando avaliados separadamente, ndo houve diferenga entre o IPC estromal
dos 3 tecidos endometriais ectopicos comparados aos seus respectivos endométrios
topicos. Observou-se um maior IPC no endomeétrio tdpico correspondente a lesdo
peritoneal quando comparado ao endomeétrio topico correspondente a lesdo ovariana

(Tabela 2).
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Tabela 1 — Resultado do IPC nos diferentes tipos de lesdo endometridtica quando

comparados com seus respectivos endométrios tépicos — GLANDULA.

Lesdo N Endométrio ectopico Endomeétrio topico
Endometrioma 10 0,34+0,13 0,08 £0,03
Septo reto-vaginal 6 0,01+0,01%* 0,15+ 0,13
Peritoneo 6 0,14 +0,07* 0,15+0,09

*p = 0,009

Tabela 2 - Resultado do IPC nos diferentes tipos de lesdo endometridtica quando

comparados com seus respectivos endométrios topicos - ESTROMA.

Lesdo N Endomeétrio ectopico Endomeétrio topico
Endometrioma 10 0,014 £0,01 0,04 £0,01%*
Septo reto-vaginal 6 0,014 +0,01 0,06 £0,02
Peritoneo 6 0,05+ 0,02 0,09 £+ 0,02%*

*=0,04



Figura 4: Marcagdo com PCNA em tecido glandular (setas) - aumento de 400 x.

4.2 Avaliacio do Indice Apoptético (IA)

4.2.1 — Tecido Glandular

Ao avaliarmos todas as lesdes endometridticas, observou-se que das 22 ldminas de
lesdes, 16 ndo apresentaram marca¢do imunohistoquimica para fas (72,7%). Dentre as
seis 1dminas marcadas (27,3%), todas elas apresentaram marcagdo fraca de 1+/4 (Fig.2).
Na avalia¢@o do endométrio tdpico, encontrou-se resultado semelhante: 15 ldminas ndo
marcaram para fas (68,1%); entre as 7 ldminas (31,9%) que foram marcadas, todas
apresentaram marcagdo fraca de 14+/4. Ndo houve diferengca quando comparou-se o

endométrio ectépico com o topico (p= 1,00)
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Dentre as lesGes peritoneais, 2/6 apresentaram marcacdo fraca de 1+/4 pelo fas
(33,3%) e no endométrio topico correspondente, 3/6 apresentaram marcagio 1+/4 (50%,
p=1,00)

No endometrioma ovariano, 8 entre 10 lesdes ndo apresentaram qualquer
marcacdo (80%). As duas lesdes marcadas (20%) apresentaram marcagdo 1+/4. O
endométrio topico correspondente a essas lesdes apresentou 0 mesmo comportamento: 8
lesGes ndo marcadas (80%) e 2 lesdes (20%) com marcagdo de 1+/4 (p= 1,42)

Nas lesdes de septo reto-vaginal, 2/6 lesdes (33,3%) apresentaram marcagdo de
1+/4 e no endométrio topico correspondente houve resultados semelhantes (2/6 lesdes
marcadas p=1,45).

Nao houve diferenga na marcagdo pelo fas entre as diversas localizagGes de
tecido ectopico (marcagdo fraca em 2/10 endometriomas, 2/6 lesdes de septo reto-
vaginal, 2/6 lesGes peritoneais, p=0,60).

Os resultados estdo representados na tabela 3.

4.2.2 - Tecido Estromal

Ao avaliarmos todas as lesdes endometridticas, observou-se marcagdo com o fas
em 5/22 lesGes endometridticas (22,7%), sendo que 4 apresentavam marcagdo 1+/4 e 1
lesdo apresentou marcagdo 2+/4. No endométrio topico, 10/22 apresentaram marcagio
pelo fas (45,4%), sendo que 6 apresentavam marcagdo 1+/4, 2 apresentavam 2+/4 e 2
3+/4. Ndo encontramos diferencas significantes entre a apoptose no estroma do
endométrio topico e ectopico (p= 0,31)

Ao avaliar separadamente cada localizagdo, observou-se que nas lesdes

peritoneais, 2/6 lesGes apresentaram marcagdo (33,3%), sendo 1 lesdo 1+/4 e 1 lesdo



40

2+/4. Em relacdo ao endométrio topico correspondente, todas as 6 laminas foram
marcadas, sendo que 3 apresentaram marcagdo de 1+/4 (50%), 2 apresentaram marcagao
2+/4 (33,3%) e 1 apresentou marcagdo 3+/4 (16,6%), sem significancia estatistica entre
a marcagdo de apoptose na lesdo peritoneal e no seu endométrio tépico (p= 0,09)

Entre as lesdes de endometrioma ovariano, 1/9 apresentou marcagdo (10%)
apresentou fraca marcagdo (1+/4) e no endométrio tépico correspondente, 4/10 laminas
marcaram para fas, sendo 3 com marcagdo fraca (1+/4 — 75%) e 1 marcagdo 3+/4

(25%), sem significancia estatistica (p= 0,28).

Entre as 6 lesGes de septo reto-vaginal, 2/6 apresentavam marcagdo (33,3%),
todas elas fracas (1+/4). No endométrio topico correspondente, em nenhuma das 6
laminas obtivemos marcag@o pelo fas, sem significincia estatistica (p= 0,12).

Quando comparados os diversos tipos de lesdo entre si, ndo observou-se
diferencgas entre a lesdo peritoneal x ovariana (p= 0,36); peritoneal x septo-reto vaginal
(p=0,51) ou entre ovariana x septo reto-vaginal (p= 0,52) para a marcagéo pelo fas.

Os resultados estdo representados na tabela 4.
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Tabela 3 — Resultado do IA nos diferentes tipos de lesdo endometridtica quando

comparados com seus respectivos endométrios topicos —- GLANDULA.

IA — endométrio topico

1A — endométrio ectopico

Tipo de lesdo 0+/4 | 1+/4 | 2+/4 | 3+/4 | 0+/4 | 1+/4 |2+/4 | 3+/4 p
Peritoneal 0 3 2 1 4 1 1 0 1,0
Ovariana R 6 3 0 1 9 1 0 0 1,42
Septo reto-vaginal 6 0 0 0 4 2 0 0 145
Total 12 6 2 2 17 4 1 0

1,0

Tabela 4 — Resultado do IA nos diferentes tipos de lesdo endometridtica quando

comparados com seus respectivos endométrios topicos — ESTROMA.

IA — endométrio topico

I4 — endométrio ectopico

Tipo de lesao 0+/4 | 1+/4 | 2+/4 | 3+/4 | 0+/4 | 1+/4 | 2+/4 | 3+/4 p
Peritoneal 3 3 0 0 4 2 0 0 0,09
Ovariana 8 2 0 0 8 2 0 0 0,28
Septo reto-vaginal 4 2 0 0 4 2 0 0 0,12
Total 15 7 0 0 16 6 0 0 0,31
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Figura 5: Marcag#o pelo fas em glandula (setas) — aumento de 400 x.



5. DISCUSSAO
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Alteragdes intrinsecas de controle de proliferacdo celular e apoptose vém sendo
exaustivamente estudadas na endometriose. A luz dos estudos atuais ja podemos afirmar
com seguranga que o endométrio topico destas pacientes apresenta uma série de
alteracGes nos mecanismos de controle de proliferagdo celular e apoptose, dentre outros,
que permitem que este tecido tenha maior viabilidade na cavidade pélvica e, portanto,
maior capacidade de sobrevivéncia, implantagdo e proliferacdo, dando origem aos focos
de endometriose. (Wingfield et al;1994; S S Seo et al, 2000; Jonhson et al, 2005;
Nalbanski et al, 2004).

Nas mulheres com endometriose, além das alteragdes proprias do endomeétrio,
possivelmente alteraces do microambiente e da superficie de aderéncia peritoneal
contribuem também para tornar este tecido refluido ainda mais favoravel & implantagdo
e sobrevivéncia na cavidade pélvica. Ao compararmos as lesdes endometriais com seus
respectivos endométrios topicos, estudamos indiretamente os efeitos que os

componentes deste microambiente peritoneal possam exercer sobre este tecido refluido.

Proliferacio Celular

Intimeros trabalhos tentam definir o comportamento tanto do endométrio normal
quanto do endométrio de mulheres com endometriose em relagdo ao padrdo de

proliferagdo, porém ainda hé resultados controversos.

No endométrio de mulheres normais, a proliferacdo do tecido glandular da
camada funcional do endométrio tem um padrdo ciclico, com proliferagdo méaxima na
fase proliferativa tardia, com decréscimo importante ao longo da fase secretora, até
praticamente ausente na fase menstrual. O tecido estromal, ao contrario, apresenta dois

picos de proliferagdo celular, um na fase proliferativa e outro na fase pré-menstrual.
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Este mesmo padrio ¢ mantido em mulheres com endometriose, tanto no tecido
glandular quanto estromal (Shuang-fang Li et al, 1993; Wingfield et al, 1995; Jurgensen

et al, 1996; Nisolle e Donnez, 1997; Beliard et al, 2004).

Em relagdo ao comportamento do endométrio tdpico de mulheres com
endometriose, alguns estudos mostram maiores IPC quando comparados a controles,
mas somente na fase proliferativa do ciclo menstrual, tanto no tecido glandular quanto
estromal (Wingfield et al, 1995; Shuang-fang Li et al, 1993; Johnson et al, 2005),
porém outros trabalhos ndo encontraram diferengas significantes (Jurgensen et al, 1996;

Scotti et al, 2000; Beliard et al, 2004).

No nosso trabalho, encontramos, no tecido glandular, um maior IPC no tecido
endometrial ectépico quando comparado com o tecido tdpico. Varios estudos anteriores
corroboram os nossos achados. Um dos estudos pioneiros foi o de Shuan-fang Li et al,
1993, que encontrou maior IPC através de PCNA nas lesGes endometrioticas, ao longo
de todo ciclo menstrual. Assim como no nosso estudo, este comportamento restringiu-se
ao tecido glandular.

Ao contréario, outros estudos ndo mostram diferengas entre os endométrios topicos
e ectdpicos, ou mesmo mostram menor prolifera¢do no tecido ectopico, tanto no tecido
glandular quanto no estroma. Essas diferencas entre os estudos provavelmente devem-se
as diferentes metodologias empregadas e aos tipos diferentes de lesdes endometrioticas
estudadas. Outra caracteristica relatada na literatura € a perda de variagdo ao longo do
ciclo menstrual no tecido ectdpico (Jones et al, 1995; Nisolle et al, 1997; Scotti et al,
2000; Beliard et al, 2004;).

Poucos estudos avaliam e comparam separadamente os diferentes tipos de lesdo, e
nio encontramos na literatura nenhum que avalie PCNA nas lesdes peritoneais,

ovariana e de septo reto-vaginal. Nisolle e Donnez, primeiros autores a postularem a
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hipétese de que os diferentes tipos de lesdo sdo entidades diferentes, estudaram, em
1997, o IPC através do Ki67 comparando lesGes peritoneais negras, vermelhas e
endometriomas ovarianos, juntamente com o endométrio topico. No tecido glandular, na
fase proliferativa, dentre as 3 lesGes, a que apresentou maior IPC foi a lesdo peritoneal

vermelha, entretanto, comparada com o endométrio topico, apresentou um menor IPC

estatisticamente significante. Fujishita et al, 1999, também encontrou maior marcagao
de PCNA nas lesdes vermelhas quando comparadas com as lesdes negras e brancas.
Assim também, encontramos maior IPC na lesdo peritoneal quando comparada a de
septo reto-vaginal, mas ndo encontramos diferenca com seu respectivo endométrio
topico. Apesar de numericamente a lesdo ovariana apresentar maiores IPC no nosso
trabalho, ndo encontramos diferengas estatisticas entre esta lesdo e as demais. Isso
provavelmente deveu-se a grande variagdo do IPC neste grupo. No estudo de Nisolle.
também ndo houve diferenga entre a les@o ovariana e as lesGes peritoneais.

Um dado interessante destes autores foi a presenga de proliferagdo celular na fase
secretora do ciclo no tecido ectopico, enquanto ausente no endométrio topico.

A presenga do estroma parece ser papel preponderante no desenvolvimento da
endometriose. Varios autores definem histologicamente endometriose somente se o estroma
estiver presente. Quando avaliamos o estroma, encontramos maiores IPC no endométrio
topico em relagdo as lesdes. Estes resultados também sdo corroborados com os de Nisolle e
Donnez et a/,1997, que encontraram resultados significantes na fase proliferativa do ciclo,

com menor IPC nas lesGes peritoneais e ovariana em relagdo ao endométrio topico.
No nosso estudo, a lesdo que apresentou maior IPC do estroma foi a lesdo
peritoneal, embora sem resultados estatisticamente significante. Os proprios Nisolle e

Donnez, em estudos anteriores, encontraram uma maior vascularizagdo do estroma

destas lesOes peritoneais, em especial as lesdes vermelhas, consideradas as lesdes mais
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ativas. Quando avaliamos os endométrios correspondentes as lesdes de endometriose,
encontramos maior atividade proliferativa no endométrio da lesdo peritoneal quando
comparado ao endométrio da lesdo ovariana. Ndo encontramos na literatura dados a
respeito de diferencas entre os endométrios topicos correspondentes as varias lesGes
endometridticas, mas alteragdes na estrutura deste endométrio poderiam ser
responsaveis pela defini¢do da localizagdo da lesdo. De acordo com nossos resultados,
alteragdes estromais intrinsecas do endométrio podem ser implicadas na etiopatogenia
deste tipo especifico de lesdo.

Nossos resultados mostram ainda um baixo IPC nas lesdes de septo reto-vaginal.
Estudos avaliando o comportamento histologico destas lesdes mostraram diferengas
importantes, com minimo componente estromal e grande componente de células
musculares. O comportamento clinico mais agressivo deste tipo de lesdo possivelmente

ndo se correlaciona com maior atividade proliferativa (Nisolle € Donnez et a/,1997).

Apoptose

Varias alteragGes tanto qualitativas quanto quantitativas na expressdo de proteinas
relacionadas com apoptose vém sendo exaustivamente estudadas, tanto no endométrio
topico de mulheres com e sem endometriose, quanto no tecido endometrial ectdpico.

Durante o ciclo menstrual, ocorre uma série de alteragdes nos mecanismos de controle
celular, com maiores indices de apoptose na fase secretora e menstrual. Isto foi
demonstrado por diversos autores (Dmowski et a/, 2001; Watanabe ef a/, 1997; Beliard et
al, 2004; Jonhson et al, 200S), utilizando varias metodologias (técnica do TUNEL,
proteinas pro-apoptdticas como pS3, p21, BAX e Fas; e proteinas anti-apoptose, como o

BCL-2 ¢ BCL-X).
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Resultados sdo controversos em relacdo ao comportamento da apoptose no
endométrio topico das mulheres com endometriose. Varios autores encontraram
menores indices de apoptose neste grupo de pacientes, utilizando também varias
metodologias (Meresman et al, 2000; Braus et al, 2002; Gebel et al 1998; Jonhson et al,
2005; Symanowski et al, 2006), porém outros autores ndo confirmam estes resultados
(Beliard et al, 2004; Jones et al, 1998). Possivelmente estas varia¢cdes nos resultados
devam-se a diferengas na metodologia utilizada.

No tecido endometrial ectopico, também encontramos resultados controversos.
Jones et al, 1998, Dmowski et al.2001 e Beliard et al, 2004, encontraram menos
apoptose nas lesdes quando comparados ao endométrio topico. Consistentemente os
trabalhos também mostram perda da variabilidade ciclica da apoptose nestas lesdes.
Nishida et al, 2005, ndo encontrou diferencas entre os tecidos endometriais topicos de
mulheres com e sem endometriose e nas lesdes endometridticas quando estudou fas e
fas-L, mas encontrou maior marcagdo por BCL-2 e BCL-X no tecido endometrial
ectopico. Variagdes nos diversos tipos de lesdo também vém sendo estudadas. De
acordo com alguns autores, a expressdo de BCL-2 ¢ menor nas lesdes cisticas em
relagdo as lesdes peritoneais (Haranda et al/, 1996; Nezhat et al, 2002).

Poucos trabalhos avaliam o padréio de marcag@o do fas nas lesdes endometridticas.
Harada et al, 1996, ndo encontrou diferenga entre o tecido topico e ectopico quando
analisou a marcagdo do fas. Watanabe et al, 1997, observou marcagéo pelo fas somente
nas células glandulares e ndo nas estromais, e perda da variagdo ciclica ao longo das
fases proliferativa e secretora do ciclo menstrual, tanto no tecido tdpico quanto
ectopico. Nao houve diferenga na marcagéo do fas entre o tecido tdpico e ectopico.

Dufournet et al, 2005, estudaram varios marcadores imunohistoquimicos para

apoptose (p53, p21, BAX, BCL-2 e fas) no endométrio topico € nos trés tipos de lesdo
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endometridtica (peritoneal, ovariana e de septo reto-vaginal). Na analise qualitativa, estes
autores encontraram diferengas entre as lesdes somente nos marcadores BCL-2 e fas. A
lesdo peritoneal diferiu das demais com maior marcagdo pelo BCL-2 e pelo fas. Na
avaliacdo semi-quantitativa, a expressdo do BCL-2 foi menor na lesdo ovariana quando
comparada com as demais, resultados compativeis com relatos prévios (Suganuma et al,
1997, Mc Laren et al, 1997, Nezhat et al, 2002). Este autor também encontrou altos indices
de BCL-2 na lesdo colon-retal, sugerindo uma menor sensibilidade deste tecido a apoptose.
Esta diferenga no padrdo de apoptose pode ser explicada pela teoria de Nisolle € Donnez,
que defendem etiopatogenias distintas para estes dois tipos de lesdo. Neste trabalho ainda,
os autores encontraram menor expressdo do fas na lesdo ovariana e colon-retal quando
comparada com a les@o peritoneal. Estes resultados sugerem que cada tipo de lesdo pode
utilizar diferentes mecanismos de apoptose.

Nos estudos de Beliard et a/, 2004, a les@o peritoneal expressou maior quantidade
de BCL-2, quando comparada com endométrio topico de mulheres com e sem
endometriose.

Varios trabalhos existem avaliando marcadores de apoptose na endometriose, mas
em relag@o ao marcador fas isto ainda ndo € verdade, principalmente quando o objetivo
¢ avaliar os diferentes tipos de lesdo, justificando a necessidade de novos trabalhos
nesta area. Em nossa casuistica, ndo encontramos diferencas estatisticas entre o padrao
de marca¢do com fas quando comparamos as lesdes com os endométrios tOpicos ou
mesmo quando comparamos os diversos tipos de lesdes. Nossos resultados apontam
para outras vias relacionadas a apoptose, que ndo a via do fas/fasL, na génese da

endometriose e na diferenciag¢@o dos diversos tipos de lesdes.



6. CONCLUSOES
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O IPC é maior no tecido glandular endometrial ectdpico.

A glandula da les3o peritoneal apresenta maior IPC que a glandula da lesdo de
septo reto-vaginal

O estroma do endométrio topico apresenta-se mais proliferado que o estroma das
lesdes endometriais.

O estroma do endométrio topico da les@o peritoneal ¢ mais proliferado que o
estroma do endométrio topico do endometrioma.

O padrio de apoptose ndo difere entre as lesdes endometriais e entre os

respectivos endométrios topico.
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Anexol: Termo de consentimento pés-informagio
HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DE
RIBEIRAO PRETO DA UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

Campos Universitario Monte Alegre - Fone: 602-1000 - Fax: 633-1144
CEP: 14048-900 Ribeirdo Preto - Sdo Paulo.

ESCLARECIMENTOS AO SUJEITO DA PESQUISA

Nome da pesquisa:

Proliferacdo celular e apoptose em endométrio topico e ectopico de
pacientes com endometriose peritoneal, ovariana e de septo reto-vaginal.

Pesquisador responsavel:

Dra. Flavia Maciel de Aguiar — CRM/SP: 103.074.

1. Justificativa e objetivo da pesquisa:

A endometriose € uma doenga que ainda ndo tem bem estabelecida a
sua causa, o seu modo de agir e a sua cura. Milhares de estudos estdo
sendo realizados na tentativa de esclarecer todos estes aspectos tendo
como principal finalidade encontrar uma cura para esta doenga.

Queremos com este estudo avaliar o comportamento de sua lesdo de
endometriose € de seu endométrio (camada mais interna do utero)
através de estudo histoldgico (estudo da microscopia das células) no
sentido de entender melhor como e porque estas lesdes surgem e como
se comportam.

Para o diagndstico de endometriose normalmente fazemos
laparoscopia (cirurgia que se faz por um corte no umbigo e se observa a
cavidade abdominal através de uma mini cdmara). A certeza absoluta da
presengca da endometriose € dada pela andlise microscopica de um
pedacinho da lesdo que ¢ retirado durante a cirurgia (bidpsia). Fazemos
também bidpsia do endométrio das pacientes com endometriose, pois
parece que o endométrio de pacientes com endometriose pode ter
propriedades diferentes dos endométrios de pacientes sem
endometriose.
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A proposta deste estudo € estudar um pouco mais este tecido de
endométrio que serd retirado, com o uso de técnicas que permitem ver
como € a proliferacio deste tecido, e estamos solicitando sua
autorizagdo para este estudo.

2. Os procedimentos que seriio utilizados e seus propdsitos:

Para se ter o diagnostico de certeza da endometriose € necessario
realizar laparoscopia, uma cirurgia geralmente sob anestesia geral, na qual
se introduz uma mini camara pelo umbigo. Para esta cirurgia, indicada pela
equipe médica que estd acompanhando o seu caso, sera dado um Termo de
Consentimento especifico. Como nem sempre sé de olhar pode-se ter
certeza que a doenga estd presente, € necessario retirar um pedacinho da
lesdo presente para mandar para exame. Pequenina quantidade de lesdo €
necessaria para diagnostico. Geralmente sobra material que pode ser
estocado em freezer para estudar outras coisas € € isso que estamos
propondo neste estudo, utilizar este material que sobra para avaliar a
proliferacdo da les@o.

Para estudar o endométrio, é necessario realizar uma biopsia dentro
do utero. Neste estudo, ela serd feita apds a laparoscopia, quando vocé
ainda estiver anestesiada.

Os pedacinhos de lesdes de endometriose € de endométrio colhidos
ficardo armazenados no freezer e serdo todos juntos enviados para andlise
no laboratorio. Sera estudado o indice de proliferagdo celular € a apoptose
para saber se a doenga estd em atividade

3. Os desconfortos e riscos esperados:

As bidpsias do endométrio dentro do utero ou fora dele (que ¢ a lesdo
da endometriose) t€ém como principal risco a perfuragdo do utero e, mais
raramente pode ter infec¢do da cavidade uterina ou um pequeno
sangramento. Estes riscos sao pequenos.

Como os procedimentos serdo todos realizados sob anestesia, ndo ha
nenhum desconforto devido a eles, e sdo procedimentos rapidos que nao
aumentam o tempo de cirurgia.
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4. Formas de ressarcimento e indenizacio:

Ndo havera recompensa financeira para os pacientes que
participarem do estudo. Porém o prego dos medicamentos para tratamento
da endometriose € alto € nem todos eles sdo fornecidos pelo SUS. Todos os
medicamentos utilizados neste estudo para o seu tratamento da
endometriose serdo fornecidos de graga.

Quanto a indenizagdo, esclarecemos que se trata de um projeto sem
financiamento externo e que serd desenvolvido com recursos proprios da
institui¢do. Assim sendo, ndo ha uma previsao de seguro para cobertura de
indenizagdo. Neste sentido, este projeto ndo se diferencia dos outros que
ndo contam com financiamento externo, € que ainda assim, sdo
regularmente desenvolvidos sob responsabilidade do pesquisador e da
Institui¢do correspondente. Entretanto, em nenhum momento desconsidera-
se o direito da paciente obter indenizagdo por eventuais danos que julgar
pertinente.

Ribeirdo Preto, de de

Flavia Maciel de Aguiar
Pesquisadora Responsavel

CRM/SP 103.074
Fone para contato: (16)91767273 ou (16) 602 2815



72

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO

Eu,

2

RG N° , abaixo assinada, tendo sido devidamente
esclarecida sobre todas as condi¢des que constam no documento
“ESCLARECIMENTOS AO SUJEITO DA PESQUISA”, de que trata o
Projeto de Pesquisa entitulado “Proliferagdo celular e apoptose em
endométrio tépico e ectdpico de pacientes com endometriose peritoneal,
ovariana e de septo reto-vaginal” que tem como pesquisador responsavel
a Sra. Flavia Maciel de Aguiar, especialmente no que diz respeito ao
objetivo da pesquisa, aos procedimentos que serei submetida, aos riscos e
aos beneficios, a forma de ressarcimento no caso de eventuais despesas,
bem como a forma de indenizagdo por danos decorrentes da pesquisa,
declaro que tenho pleno conhecimento dos direitos e das condigdes que
me foram assegurados, a seguir relacionados:
1. A garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento
de qualquer duvida a respeito dos procedimentos, riscos, beneficios e de
outras situagodes relacionadas com a pesquisa a que serei submetido;

2. A liberdade de retirar o meu consentimento e deixar de participar do
estudo, a qualquer momento, sem que isso me traga qualquer prejuizo;

3. A seguranca de que ndo serei identificada e que sera mantido o carater
confidencial da informagao relacionada a minha privacidade;

4. O compromisso de que me sera prestada informagdo atualizada durante
o estudo, ainda que esta possa afetar a minha vontade de continuar dele
participando;

5. O compromisso de que serei devidamente acompanhada e assistida
durante todo o periodo de minha participagdo no projeto;

Declaro ainda, que concordo inteiramente com as condigdes que me
foram apresentadas e que, livremente, manifesto a minha vontade em
participar do referido projeto.

Ribeirdo Preto, de de

Assinatura da paciente
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