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RESUMO

WATANABE, L.G.V. Efeito da administracdo uterina de CXCL12 (SDF-1), sobre
genes reguladores da expressao dos receptores de progesterona sobre 0 endométrio de
camundongos fémeas com endometriose induzida. 2023. 52p. Dissertacdo (Mestrado)
— Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, 2023.

INTRODUCAO: Tendo em vista que a progesterona é indispensavel no preparo
endometrial pré-implantacdo, este assunto € cada vez mais relevante quando se estuda o
comprometimento de fatores reprodutivos. A endometriose é uma desordem ginecoldgica
cuja infertilidade € um dos seus sintomas. As hipdteses que comprovam tal associacédo
permanecem controversas, mas acredita-se que seja consequéncia do comprometimento
desses fatores, ja que estudos recentes mostram que ha uma reducdo na expressdo dos
receptores de progesterona no endométrio de mulheres portadoras dessa doenca, afetando
negativamente as taxas de implantacdo em ciclos de reproducdo assistida. No presente
trabalho utilizamos o CXCL12 (substancia com propriedade quimiotéatica de células
tronco), que em estudo anterior do nosso grupo promoveu um aumento dos receptores de
progesterona, melhorando assim as taxas de gestacdo no grupo de animais com
endometriose induzida tratado com a quimiocina. OBJETIVO: este estudo propds
investigar o mecanismo pelo qual o tratamento com 0 CXCL12 promoveu o aumento dos
receptores de progesterona. MATERIAL E METODOS: Para isso foram utilizados 32
camundongos fémeas da linhagem C57BL/6J, em metade dos animais foi realizada a
inducdo de endometriose peritoneal e na outra metade foi realizado um procedimento
sham. Cada grupo foi subdividido para receber CXCL12 ou placebo. Os animais foram
entdo colocados para acasalamento para verificar fertilidade e ap6s o nascimento,
submetidos a histerectomia. O tecido uterino foi entdo analisado quanto a expressao dos
genes para o receptor de progesterona, do CXCL12 e de seu receptor CXCR4, além de
coativadores do receptor de progesterona (SRC-1, SRC-2 e SRC-3). RESULTADOS:
Com relacdo as taxas de gestacbes com nascimento, embora ndo tenha havido uma
diferenca estatistica houve um aumento de 37,5% para 62,5% entre 0s animais com
endometriose que receberam placebo ou CXCL12, o que consideramos clinicamente
relevante. Na analise molecular verificamos semelhanca na expressdo do PGR, CXCL12,
CXCR4 e SRC-1, SRC-2 e SRC-3 entre os grupos sham e endometriose-placebo, porém
ao tratar com CXCL-12 houve reducdo na expressdo de todos os genes estudados. Ao
analisar a correlagdo entre os genes, encontramos uma forte correlagdo entre todos os
genes selecionados aos se considerar todos 0s grupos juntos ou mesmo dentro de cada
grupo separadamente, porém houve perda das correlagdes do PGR com todos os outros
genes no grupo endometriose-CX. CONCLUSAO: Nossos achados apresentam grande
impacto supressor do CXCL12 sobre a expressdo de genes estudados ligados as vias da
progesterona, sugerindo que a melhora das taxas de gestacdo nao ocorra por acao direta
na expressdo do PGR ou dos coativadores estudados.

Palavras-chaves: endometriose, infertilidade, progesterona, CXCL12, coativadores.



ABSTRACT

WATANABE, L.G.V. Effect of uterine administration of CXCL12 (SDF-1) on genes
that regulate the expression of progesterone receptors on the endometrium of female
mice with induced endometriosis. 2023. 52p. Masters dissertation — Ribeirao Preto
Medical School, University of Sdo Paulo, 2023.

INTRODUCTION: Considering that progesterone is essential in pre-implantation
endometrial preparation, this issue is increasingly relevant when studying the impairment
of reproductive factors. Endometriosis is a gynecological disorder whose infertility is one
of its symptoms. The hypotheses that prove this association remain controversial, but it
is believed to be a consequence of the impairment of these factors, since recent studies
show that there is a reduction in the expression of progesterone receptors in the
endometrium of women with this disease, negatively affecting rates implantation in
assisted reproduction cycles. In the present work, we used CXCL12 (chemokine
substance with chemotactic property of stem cells), used in a previous study of our group
where an increase in progesterone receptors occurred, thus improving pregnancy rates in
the group of animals with induced endometriosis treated with the chemokine.
OBJECTIVE: The aim of our study was to identify to investigate the mechanism by which
treatment with CXCL12 promoted an increase in progesterone receptors. MATERIAL
AND METHODS: For this, 32 female mice of the C57BL/6J strain were used, in half of
the animals peritoneal endometriosis induction was performed and in the other half a
sham procedure was performed. Each group was subdivided to receive CXCL12 or
placebo. The animals were then placed for mating to check for fertility and after birth,
underwent hysterectomy. The uterine tissue was then analyzed for the expression of genes
for the progesterone receptor, CXCL12 and its receptor CXCR4, in addition to We
selected some progesterone receptor coactivators (SRC-1, SRC-2 and SRC-3) that are
related with progesterone to verify if there was also a relationship between them and this
chemokine and if such a relationship could have contributed to this outcome. RESULTS:
Regarding the rates of pregnancies with birth, although there was no statistical difference
in our findings, there was an increase from XXX 37.5% to XXX 62.5% among animals
with endometriosis that received placebo or CXCL12, which we consider clinically
relevant. . there was an increase in pregnancy rates in the endometriosis group treated
with CXCL12. In the molecular analysis, we found a similarity in the expression of PGR,
CXCL12, CXCR4 and SRC-1, SRC-2 and SRC-3 between the sham and endometriosis-
placebo groups, but when treating with CXCL-12 there was a reduction in the expression
of all genes studied . When analyzing the correlation between genes, we found a strong
correlation between all selected genes when considering all groups together or even
within each group separately, but also a difference in the expression of CXCL12 in the
Endometriosis group treated with this chemokine, having There was a loss of PGR
correlations with all other genes in the latter in the endometriosis-CX group.
CONCLUSION: Our findings show a great suppressive impact of CXCL12 on the
expression of studied genes linked to progesterone pathways, thus suggesting a role of
this chemotactic agent in which the improvement in pregnancy rates and increase in the
expression of progesterone receptors in the endometrium does not occur by direct action
on the endometrium. expression of PGR or coactivators studied.

Keywords: endometriosis, infertility, progesterone, CXCL12, coactivators.



SUMARIO
INTRODUCAO REVISAO DE LITERATURA ..ot 9
=010 (0] 1011 (R0 - TR RRRTRT TR 9
ENdOmetriose € INTertilIAA0E. ... ... ..ttt eeeneeeeenenenees 11
O quimiotético SDF-1 (CXCL12) e sua relagdo com a endometriose .........ccoceevevverenne. 12

Regeneracdo endometrial: relacéo entre células-tronco, progesterona e do quimiotatico

SDF=1 (CXCLIL2) ovveorveeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeessesesesseeeesseesessssees s aes s e sesees s eessseees s sees s 14
A receptividade endometrial na endometriose esta comprometida?............ccococereennene. 15
Coativadores de receptores de eStErOitES ..........cccvivereereiiieiiere et sre e 18
OBUIETIVOS ...ttt r e e snn e ne e 22
ODJELIVO PIIMANTO ..ottt 22
ODJELIVO SECUNTANIO. ... .cveeieciieciieie ettt et sreere e e sreene s 22
MATERIAIS E METODOS .....oouiiiiieieeneieeieeeesessesssssssessasssesssssesssssssssasesssssesns 22
1 1 1N I 10 S SRR 30
DISCUSSAD ....ovoviaiiaeiseiseesese st 37

CONCLUSAO ..o e et e, 41



REVISAO DE LITERATURA

Endometriose

A endometriose é caracterizada pelo crescimento do endométrio fora da cavidade
uterina, resultando no estabelecimento de lesdes endometridticas que podem ser
encontradas na superficie dos 6rgdos da cavidade pélvica, dos ovérios e eventualmente
em 6rgaos extra-pélvicos (Sharif, Hanyia et al. 2014).

A patogénese da doenca é multifatorial e existem diversas hipdteses na literatura
sobre sua etiologia, sendo a teoria da menstruacdo retrégada, proposta por Sampson, a
explicagdo mais aceita. (Halme, Hulka et al. 1984). LesBes endometriéticas também
foram localizadas em locais extrapélvicos, em mulheres que fizeram histerectomia e
também em homens. Apontando para outras vertentes no desenvolvimento da doenca,
ndo se limitando apenas & teoria de Sampson. (Taylor et al., 2021) (Figura 1).

Em relacdo ao quadro clinico, apesar de haver casos assintomaticos, 0s seus
sintomas, quando presentes, incluem: dismenorreia, dor pélvica, dispareunia e a
infertilidade, a qual estd presente em 10 a 15% das mulheres em idade reprodutiva
(Andres et al., 2020; Nacul & Spritzer, 2010).

Aproximadamente mais de 176 milhdes de mulheres sdo portadoras de
endometriose, embora seja alta sua prevaléncia, o diagndstico costuma ser tardio. Para
esse, estima-se que demore em torno de 4 a 11 anos. Todo esse atraso esta relacionado a
diagnosticos incorretos, visto que a maioria das mulheres relatam que os sintomas
apresentados sdo considerados inadequadamente normais (Taylor et al., 2021).

Além da dificuldade de diagndstico pela inespecificidade dos sintomas , na pratica

clinica o diagnostico definitivo para endometriose € feito atraves da laparoscopia, sendo



10

esse mais um obstaculo para que se obtenha um diagnostico precoce (Ozkan et al., 2008;
Taylor et al., 2021) .

Sendo a endometriose uma doenca estrogénio-dependente, o tratamento se baseia
no controle da doenca utilizando farmacos que promovam o hipoestrogenismo, como 0s
anadlogos do GnRH, ou que antagonizem o efeito endometrial do estrogénio, como por
exemplo o uso de progestagénios. E importante também que seja um tratamento
individualizado, de forma que leve em consideracdo os sintomas da paciente e 0 impacto
da doenca e de seu tratamento sobre a sua qualidade de vida (Cesar Rosa Silva et al.,
2021). A mediacdo desses farmacos promove a menor atividade dos focos de endométrio
ectdpico, diminuindo o processo inflamatdrio e consequentemente amenizando as dores
associadas a doenca (Crosignani, Bergqvizt et al. 2006; Cesar Rosa Silva et al., 2021). A
opcdo cirargica é considerada em pacientes que relatam dor refrataria ao tratamento
clinico, lesBes profundas com acometimento de 6rgaos adjacentes e excepcionalmente em
casos de infertilidade, uma vez que nestes casos a reproducao assistida € o tratamento de

escolha para estas mulheres (Arafah et al., 2021; Cesar Rosa Silva et al., 2021).

Retrograde
menstruation

Embryologic
rests

Lymphatic/ Mesothelial

vascular metaplasia
spread

Genetic
factors

Figura 1. Diversas teorias sobre a etiologia da endometriose. Extraido de: Arafah, M., Rashid, S., & Akhtar,
M. (2021). Endometriosis: A Comprehensive Review. Advances in Anatomic Pathology, 28(1), 30-43.
https://doi.org/10.1097/PAP.0000000000000288
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Endometriose e Infertilidade

Apesar dessa patologia estar relacionada a infertilidade ou baixa fecundidade, as
hipdteses que comprovam tal associacdo permanecem controversas (Taylor et al., 2021,
Kuroda, Kitade et al. 2009; Mahmood, Arumugam et al. 1991). A inflamac&o croénica,
consequéncia de tal patologia, pode afetar negativamente a fungcdo endometrial, onde foi
demonstrado que o endométrio eutopico de mulheres com endometriose passa por
alteracdes relacionadas as células inflamatdrias e imunoldgicas, afetando assim a
receptividade endometrial e contribuindo ao desenvolvimento da resisténcia a
progesterona (Arafah et al., 2021; Taylor et al., 2021).

Fertilization

Pituitary
- Oocyte-linked reduced fertilization rate - Altered pituitary-ovarian axis
- Poor sperm binding Prei : - Altered LH surge
o reimplantation Embryo g
- Reduced sperm motility - Poor Emb,yo quality i )
- Early embryo arrest
Implantation
‘R - Reduced uterine receptivity
\ '\_ / - Altered hormone regulation

-~
Pregnancy
- Increased pre-term loss
/ Ovary - Recurrent miscarriages

- Impaired folliculogenesis
- Fewer follicles

it - Luteal defect
Ovulation

- Altered steroidogengsi
- Fewer oocytes ‘

- Altered oocyte quality
- Luteinized Unruptered Follicle Syndrome

Figure 2. Fatores associados a reducdo da fertilidade em mulheres portadoras de
endometriose.

Extraido de: Stilley JA, Birt JA, Sharpe-Timms KL. Cellular and molecular basis for endometriosis-associated
infertility. Cell Tissue Res. 2012 Sep;349(3):849-62.

Outros fatores, com menor evidéncia na literatura, também tem sido relacionados
a um comprometimento da funcdo reprodutiva destas mulheres. A foliculogénese, por
exemplo, e seus mecanismos regulatorios € um destes fatores. Parecer haver uma

disfuncdo que altera as vias de feedback da hipofise, comprometendo o pico de LH
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responsavel pela ovulagdo. (Cahill, Wardle et al. 1995). Além disso, essa reducdo do LH
parece levar aum menor numero de foliculos pré-ovulatérios maduros (Doody et al. 1988;
Cahill et al.1995; Dlugi et al. 1989). Logo apds a ovulacdo, ha um processo de
diferenciacdo das células tecais e granulosas em células luteais, a partir dessa
diferenciacéo inicia-se o processo de producéo da progesterona, cujo objetivo é o preparo
do endométrio para a nidacdo (Kumar, 1998); em mulheres com endometriose a
morfologia das células luteais encontra-se alterada (presenca de células luteais grandes e
pequenas) com consequenteproducao deficiente de progesterona (Cheesman et al., 1983;
Cunha-Filho et al., 2003).

Sendo o papel da progesterona fundamental para a adequada receptividade
endometrial para implantacdo, pode-se entender a menor taxa de implantacdo descrita por

alguns autores em mulheres com endometriose. (Stilley et al., 2012)

O quimiotatico SDF-1 (CXCL12) e sua relacdo com a endometriose

As quimiocinas constituem uma ampla familia de pequenas citocinas e sdo
conhecidas pelas suas caracteristicas pro-inflamatérias e também pela sua funcao
quimiotatica, que permite o controle da migragéo celular durante o desenvolvimento ou
manutencdo de algum tecido (Palomino & Marti, 2015).

O CXCL12 (também conhecido como fator 1 derivado do estroma [SDF-1]) tem
como receptor o CXCR4, e juntos possuem acgdo paracrina no cancer, favorecendo para o
crescimento e desenvolvimento do tumor através do seu papel no controle da
angiogénese, invasdo e metastase, proliferacdo e crescimento celular. (Palomino & Marti,
2015; Zlotnik et al., 2006; VVandercappellen et al. 2008).

O ligante e 0 seu receptor sdo essenciais nos processos reprodutivos,

desempenhando func¢des desde a implantacdo, placentacdo e embriogénese. Na
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placentagdo, por exemplo, 0 eixo CXCL12-CXCR4 é responsavel pela interacdo entre o
trofoblasto e o endométrio receptivo. Dado o CXCL12 como um biomarcador de
receptividade endometrial, em um recente estudo, a exposi¢cdo ao tabaco diminuiu
significativamente essa quimiocina, tendo como consequéncia uma receptividade
endometrial prejudicada em mulheres que fumavam. Por outro lado, visto que essa
quimiocina também esta implicada na patogénese da endometriose, mulheres que faziam
0 uso de tabaco possuiam um efeito protetor em relacdo a doencas proliferativas (Wang
et al. 2015; Sahin Ersoy et al., 2017).

Ainda sobre desfechos reprodutivos, 0 CXCL12 estd implicado no que diz respeito
a boa qualidade de embrides e isso € devido a sua funcao antiapoptdtica. Segundo o estudo
de Kryczek et.al, foi demonstrado que as células da granulosa de foliculos pré ovulatérios
humanos produzem o CXCL12 e esse é responsavel pelo recrutamento de leucocitos e
juntos controlam a sobrevivéncia das células da granulosa por meio do controle da
apoptose. Tudo isso implica em uma melhora na qualidade embrionéria, dado que alguns
autores advertem que o processo de apoptose das células da granulosa prejudica as taxas
de gravidez. Sendo assim a a¢do antiapoptética do CXCL12 juntamente aos linfécitos,
contribuem para um embrido de melhor qualidade (Kryczek et al., 2005).

Na endometriose ocorre a producdo de quimiocinas e 0 CXCL12 é uma dessas,
sendo responsavel pela mobilizacdo e 0 homing de células-tronco advindas da medula
6ssea (BMDSCs) para o endométrio (Moridi et al., 2017). Em mulheres portadoras da
doenca essa sinalizagdo encontra-se elevada e possui um fator determinante na migragéo
dessas células para as lesdes (Moridi et al., 2017; Pluchino et al., 2020). Nesses casos, as
células-tronco derivadas da medula éssea (BMDSCs) estdo implicadas no que se refere a
patogénese da doenca, contribuindo assim para o desenvolvimento das lesGes de

endometriose. Em um estudo realizado utilizando um antagonista de CXCR4 (receptor de
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CXCL12), observou-se que o bloqueio do eixo CXCL12/CXCR4 resultou em uma redugéo
significativa no enxerto das BMDSCs na endometriose, confirmando o papel das células-
tronco no desenvolvimento da doenca. Além disso, o tratamento com o antagonista
CXCR7 e AMD3100 (Plerixafor) diminuiu o tamanho das les6es (Pluchino et al., 2020).

As justificativas para o aumento da producdo do CXCL12 e o recrutamento de
células tronco na endometriose, podem ser baseadas em diversos mecanismos, sendo um
deles a sinalizacdo aberrante ao estrogénio e a resisténcia a progesterona, que também

atua no eixo CXCL12-CXCR4 (Petit et al., 2007; Glace et al.,2009; Wang et al., 2015).

Regeneracdo endometrial: relacdo entre células-tronco, progesterona e o
quimiotatico (CXCL12)

O endométrio é constituido por duas camadas, classificadas como camada
funcional e camada basal. E na camada basal que o processo de crescimento e
diferenciacdo de diversas células ocorre. Durante a menstruacdo ha descamacdo da
camada funcional e sua regeneracdo ocorrera a partir da camada basal (Padykula et al.
1984; Padykula, 1991; Spencer et al. 2005; Jabbour et al. 2006; Chan et al. 2004). Essa
regeneracdo permitird o desenvolvimento de um novo epitélio, propicio para uma futura
nidacdo ou, caso essa ndo ocorra, havera nova descamacéo do endométrio (menstruacao).
A regeneracdo e remodelagdo endometrial sofrem influéncia de hormonios, sendo que o
estrogénio é responsavel pela proliferacdo epitelial e estromal, e a progesterona pela
decidualizacdo (Du and Taylor, 2012; Masuda et al., 2007).

Para elucidar a questao sobre o papel da célula-tronco na regeneracéo ciclica do
endométrio, foi demonstrado que situagbes em que ocorreu uma isquemia ou trauma
uterino, as taxas de migracdo destas células tronco foram dobradas, enfatizando sua

fungdo na reparacdo da lesdo endometrial quando comparada a uma regeneracao ciclica
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(Du and Taylor, 2012; Zhou, Gan et al. 2011). Sabendo que a funcéo das células-tronco
contribui de maneira significativa para a homeostase tecidual, em doencgas ginecologicas
pode haver o comprometimento dessa funcdo em relacdo a uma proliferacdo endometrial
anormal. Com isso, foram pautadas relacGes entre células-tronco e a Endometriose

(Gargett, Schwab et al. 2015).

Estudos anteriores mostraram que as lesdes endometridticas interferem no
recrutamento de células-tronco, por isso o entendimento dos mecanismos especificos que
regulam esse trafico torna-se importante. Foi demonstrado que o eixo CXCL12-CXCR4
tem papel fundamental nesta regulacao de células-tronco para o endométrio (Wang, et al.
2015). Como mencionado anteriormente, a citocina CXCL12 tem sido investigada no que
diz respeito a sua acdo em lesdes da endometriose. Foi observado um aumento tanto da
sua expressao quanto a do seu receptor CXCR4 no endométrio de pacientes portadores de

endometriose (Leconte et al. 2014; Van et al. 2013).

A migracdo das células-tronco para um local distante do Utero pode afetar
negativamente a receptividade. Terapias que visam o restabelecimento do fluxo de
células-tronco para o Gtero e melhora na regeneracdo endometrial, poderiam contribuir

para o sucesso da implantacdo (Sharif, Hanyia et al, 2014).

A receptividade endometrial na endometriose estd comprometida?

Como mostrado anteriormente, a porcentagem de mulheres portadoras de
endometriose que sdo inférteis € alta. No que se refere a receptividade endometrial,
embora ainda controverso, varios estudos demonstram que a endometriose esta

relacionada a diversas alteragdes, comprometendo a fertilidade. (Lessey & Kim, 2017).
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O processo de implantacdo € complexo e depende de varios fatores, sendo assim,
para que esse seja bem sucedido é necessario uma combinacgéo entre um embrido saudavel
e um endomeétrio receptivo. A receptividade endometrial corresponde a um periodo
delimitado, no qual por influéncia hormonal o endométrio se transforma em um estado
funcional transitorio para que possa ocorrer a implantacéo do blastocisto e assim resultar
no inicio de uma gravidez (Lessey & Kim, 2017; Neykova et al., 2020). Quanto a
producdo hormonal, ha uma predominancia da atividade da progesterona em relagdo ao
estrogénio. Em mulheres com endometriose as acdes desempenhadas pela progesterona
encontram-se reduzidas, afetando negativamente na receptividade endometrial (Stilley et
al., 2012).

Ja foi descrito por alguns autores maiores taxas de falha de implantagdo
(Tomassetti et al, 2006), aborto recorrente e aumento das perdas de gestacdes tardias em
mulheres com endometriose em relacdo a mulheres sem a doenca (Yanushpolsky et al,
1998).

A decidualizacdo € mediada pela acdo da progesterona, cujo processo ocorre
durante a janela de implantacdo e é caracterizada pela producdo de substancias que
incluem: fatores de crescimento, componentes da matriz celular e citocinas. Essas
substancias serdo responsaveis pelo controle da invaséo trofoblastica, reducéo da resposta
imune materna e resisténcia a insultos inflamatdrios (Gurpide, Tabanelli et al. 1992;
Dimitriadis Jones et al. 2005).

E sabido que o sucesso de uma implantagdo depende diretamente da
receptividade uterina, e essa esta relacionada a processos que envolvem uma regulacdo
hormonal de moléculas de adesdo e também citocinas. Podemos avaliar a receptividade
uterina através de integrinas, principalmente a integrina aVp3. Em pacientes com

endometriose, a integrina aVPB3 encontra-se diminuida ou ausente (Aghajanova and
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Giudice 2008; Donaghay e Lessey 2007). Em modelo animal de endometriose induzida
também foi demonstrada menor expressdo de receptores de integrina no endomeétrio,
associado a uma menor expressao de receptores de progesterona e menor taxa de gestagédo
e nascimento (Rosa-e-Silva et al, 2022). Uma explicacdo para essa deficiéncia da a V3,
estd no desequilibrio da funcdo do HOXA 10, fator de transcri¢cdo responsavel pela
estimulacdo da integrina (Eun and Taylor 2004).

Juntamente com o receptor PR (receptor de progesterona), esta presente também
0 receptor de estrogénio ESR1, que serd regulado negativamente pela progesterona. A
persisténcia desses receptores no epitélio glandular esta relacionada com a resisténcia a
progesterona e como resultado pode causar um quadro de infertilidade devido a defeitos
na implantacdo. Essa resisténcia a progesterona tem sido correlacionada a fatores
inflamatdrios presentes no endométrio (Lessey et al., 2017; Marquardt et al., 2019; Li et
al., 2013).

Em um estudo recente desenvolvido por nosso grupo (Rosa e Silva et.al, 2022) o
uso de CXCL-12 injetado diretamente no utero de camundongos com endometriose
aumentou as taxas de gestagdo, e este aumento correlacionou-se com a recuperacdo da
expressdo imunohistoquimica de receptores de progesterona e de integrina aVB3 no
endométrio. Parece haver uma influéncia desta substancia na expressdo destes
marcadores de receptividade endometrial, que estdo incialmente reduzidos em
camundongos com endometriose (Rosa e Silva et.al, 2022). A reducdo na expressdo de
integrinas também foi observada por outros autores que responsabilizaram a inflamacéo
da doenca por esta queda, o que levaria a menor capacidade de adesdo do embrido na
matriz extracelular, o que justificaria uma implantagéo deficiente (Lessey, Castelbaum et

al. 1996; Meyer et al., 1997).
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Atraveés de alguns mecanismos responsaveis pela indugéo e expressao génica, uma
transformacéo ocorre na janela de implantacéo, alterando assim os fatores enddcrinos,
mediado pela progesterona, para fatores paracrinos e autocrinos. Resumidamente, as
acOes diretas da progesterona tornam-se acdes indiretas. Defeitos nessa mudanca estariam
associados a infertilidade, afetando negativamente a implantacéo (Large, Demayo et al.

2012; Lessey 2003; Li, Large et al. 2013).

Coativadores de receptores de esteroides

Os SRC desempenham fungdes de coativadores de receptores de esteroides e séo
composto por uma familia de trés membros: SRC-1 (NCOA-1), SRC-2 (NCOA-2) e SRC-
3 (NCOA-3). Todos os trés demonstram interacdo com o dominio de ligacdo da
progesterona, sendo essa interacdo do tipo dependente do ligante (Mukherjee et al., 2006;
Szwarc et al., 2015).

Eles podem modular a atividade de outros fatores de transcricdo, porém a
regulacao da acdo do hormdnio de esteroide ainda é a principal. Com isso, 0s coativadores
tornaram-se alvo de estudo no que se refere a regulacéo da biologia reprodutiva, sendo
eles criticos no trato reprodutivo feminino, nesse caso, desde a ovulacdo, implantacdo e
parto (Szwarc et al., 2015).

Em estudos in vitro foi constatado que a transcricdo mediada pela progesterona
depende da relagdo com os membros de coativadores de receptores de esteroides. Com
base nisso, foi pressuposto que tal interacdo teria como intuito recrutar um ou mais
membros do SRC para um subconjunto de genes alvo da progesterona, onde tal
transcricdo apresentaria uma resposta fisioldgica particular & exposicdo a progesterona

(Mukherjee et al., 2006).
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Através de estudos com modelos de camundongos KO para cada um dos membros
de coativadores, determinou-se o papel de coativador dos membros SRC em processos
fisiologicos mediados pela progesterona. Os resultados demonstraram que o modelo SRC-
1 KO teve sua reposta decidual prejudicada, corroborando para a importancia da funcao
desse coativador no processo de remodelacédo de tecido, que é dependente da sinalizacdo
de progesterona. No caso do modelo SRC-3 KO ele esta presente em modificacdes
mamaria, que também sdo mediadas pela progesterona. Ja 0 SRC-2 KO foi implicado
como um coativador essencial aos processos de transcricdo mediados pela progesterona
no que se refere a manutencdo da fecundidade feminina. Nesse estudo, 0 modelo SRC-2
KO apresentou infertilidade e falhas de implantacdo, presumindo que para que ocorra
uma resposta decidual completa, € necessario que a transcricdo mediada pela
progesterona envolva também do coativador SRC-2. Tal estudo ressaltou que esse
coativador € indispensavel nas respostas uterinas dependentes de progesterona que
determinam o processo de implantacdo embrionéaria (Mukherjee et al., 2006).

Todos os membros da familia SRC podem ter uma relacdo direta com a
progesterona e os seus diferentes subtipos podem ativar genes especificos. Portanto o
recrutamento diferencial dos membros de SRC corresponde & um modo importante pela
qual a progesterona medeia seus efeitos diferentemente. A concluséo do estudo citado
anteriormente foi a de que SRC-2 junto a progesterona desempenham funcdes
proliferativas em relacdo a funcéo uterina (Mukherjee et al., 2006), sendo o endométrio
um dos tecidos mais estudados em relagdo a agdo desses coativadores (Szwarc et al.,
2015), uma vez que a decidualizacdo depende da ac¢do dos esteroides sexuais (Szwarc et

al., 2015).
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A acdo dos coativadores também esté relacionada & inumeras anormalidades do
tecido reprodutivo, incluindo a endometriose. Os achados de alguns estudos relatam uma
nova isoforma de SRC-1, também referida como SRC-1 truncada de 70 kDa; essa proteina
poderia bloquear a apoptose, favorecendo a sobrevivéncia das células em lesGes
endometrioticas ( Mukherjee et al., 2006; Han et al., 2012; Szwarc et al., 2015)

No caso da endometriose, as SRC-1 de comprimento total as lesdes de
endometriose apresentam baixas concentracbes quando comparadas ao endométrio
eutopico. J& a nova isoforma do SRC-1 estd aumentada em células estromais
endometriodticas, em comparacdo com as lesdes ectdpicas e na correlacdo com a
progressao da doenca foi constatada uma elevacdo no processamento de SRC-1 (Han et
al., 2012).

No tecido endometriético de camundongos com endometriose induzida também
foram descritas alteracdes nas formas SRC-2 e SRC-3, ainda assim as formas truncadas
de SRC-2 e SRC-3 ficaram restritas apenas as lesdes ectopicas (Han et al., 2012). Em
estudo de Wang et al., foi verificada uma expressdo maior do coativador SRC-1 no
endométrio ectopico na fase secretora e isso acompanhou o0 aumento também da
qguimiocina CXCL12. A fim de estudar os papeis dos coativadores, notou-se que ao
silenciar o gene SRC-1 ocorreu uma diminuicdo da expressdo do CXCL12 que foi
induzido pelo estrogénio. Também se verificou que o coativador SRC-2 é necessario para
que a progesterona faca a inibicdo do CXCL12 produzido pelo estrogénio. Concluiu-se
que embora os coativadores SRC-1 e SRC-2 pertencam a mesma familia, no que diz
respeito a expressdo do CXCL12 eles diferem em suas fungdes, sendo que o primeiro é
mais significativo para a expressao da quimiocina induzida pelo estrogénio e o SRC-2 ¢
fundamental para a atividade da progesterona em relacédo a inibir o CXCL12 (Shi et al.,

2014).
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Como mencionado anteriormente, os SRC além de regularem os receptores de
esteroides, também exercem fungdes em outros fatores de transcri¢do. Sendo assim eles
possuem capacidade em modular varias vias, fazendo deles alvos para fins terapéuticos,

seja para inibicdo ou ativacao (Szwarc et al., 2015).
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Figura 3: Fungdes dos coativadores na biologia reprodutiva a nivel fisiolégico e patoldgico. Szwarc, M.
M., Lydon, J. P., & O’Malley, B. W. (2015). Steroid receptor coactivators as therapeutic targets in the
female reproductive system. Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology, 154, 32-38.
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O estudo anterior do grupo que demonstrou um efeito positivo da aplicacdo uterina
de CXCL-12 nas taxas de gestacdo e nascimento em camundongos fémea com
endometriose induzida, acompanhado da recuperagdo na expressao dos receptores de
progesterona no endométrio nos levou a questionar qual seria 0 mecanismo pelo qual o
CXCL12 teria levado a este efeito (Rosa e Silva et, 2022). Inicialmente desenhado para
atrair células tronco mesenquimais da medula 6ssea (BMDSCs) e promover melhora das
taxas de implantacdo neste modelo, obtivemos sim a melhora na implantacdo, mas nao

identificamos um efeito mediado pelas BMDSCs, o que nos levou a considerar a
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possibilidade de um efeito direto do CXCL12 sobre estes marcadores. Sendo assim, este
estudo foi desenhado com a finalidade de explorar algumas das vias relacionadas a

expressao dos receptores de progesterona e o efeito do CXCL12 sobre elas.

OBJETIVOS

Obijetivo Primario

Avaliar o impacto da administracdo de CXCL12 no utero de camundongos fémeas com
endometriose induzida nas vias envolvidas na expressdo de receptores de progesterona

no endométrio e nas taxas de gravidez.

Objetivo Secundario

Avaliar o impacto da administracdo de CXCL12 no utero de camundongos fémeas com
endometriose induzida nos desfechos reprodutivos: taxa de gestagdo, tempo para o

nascimento e tamanho da ninhada.

MATERIAIS E METODOS

Animais e Desenho Experimental

O experimento foi realizado em camundongos selvagens C57BL/6J fémeas. Os animais
foram mantidos no Biotério do Departamento de Obstetricia, Ginecologia e Ciéncia
Reprodutivas da Escola de Medicina da Universidade de Sdo Paulo (USP), em gaiolas de
4 a 5 animais, em ambiente com 12 horas de ciclo claro/escuro (7:00 am-15 7:00 pm),

com acesso a agua e comida ad libitum. Todos os animais foram tratados seguindo os
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protocolos aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) para 0s
cuidados com animais.

Indugéo de endometriose cirurgica:

Os animais foram divididos em dois grupos para serem submetidos ou ndo a inducao
cirurgica de endometriose ou sham. Para a inducdo da endometriose foi realizada uma
incisdo laparotdmica na linha média do abdome do animal, com xilasina (Lloyd
Laboratories) e quetamina (Fort Dodge Animal Health) nos animais C57BL/6 (doses
descritas em detalhes logo abaixo), as doadoras fémeas foram utilizadas para retirada de
todo o utero, o qual foi lavado em PBS e dividido em dois cornos. O limen de cada
fragmento uterino foi aberto longitudinalmente e transversamente dividido em dois
pedagos (com 5x5mm?2 cada um). Utilizando-se Vicryl 5-0, quatro fragmentos de
endométrio (Gtero) foram suturados ao peritdnio parietal dos camundongos fémeas
receptoras, simetricamente distribuidos na parede peritoneal. Como controle, a outra
metade dos animais foi submetida ao procedimento sham, com 4 pontos de sutura
peritoneal sem tecido endometrial, em cada animal.

O fechamento da parede abdominal das receptoras foi realizado em dois planos,
utilizando-se Vicryl 4-0. No processo de analgesia dos animais pos-operatério utilizamos
como droga analgésica o0 Meloxicam 0,2%, na dose de 5 mg/kg, via subcutanea, uma vez
ao dia, por trés dias consecutivos. A figura 4 ilustra o procedimento cirurgico descrito e

a figura 5 a formagé&o das lesdes.
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Figura 5 — Lesbes endometridticas

Injecdes uterinas de CXCL-12

Apos 3 semanas dos procedimentos cirdrgicos tanto o grupo com endometriose
quanto o grupo sham foram subdivididos para receber CXCL12 (Recombinant Mouse
SDF-1a, Gemini-Bio®, West Sacraento- CA, USA) ou placebo através de injecdes na

parede uterina durante laparotomia (figura 6).

A dose de CXCL-12 utilizada foi de 2,5mcg, diluidos em 150ul de agua estéril

com 0,1%BSA, injetados 75ul em cada corno uterino, utilizando-se seringa e agulha de
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insulina. Nos grupos placebo foi utilizado 0 mesmo volume de &gua estéril com BSA
0,1%, sem o CXCL-12.

Apos 2 semanas da administracdo de CXCL12 ou placebo, os animais dos quatro
grupos foram colocados para acasalamento por quatro semanas, ap0s 0s quais foram
avaliados os desfechos reprodutivos (taxas de gestacdo, tempo para 0 nascimento e
tamanho da ninhada). Apds o nascimento dos filhotes as fémeas foram eutanasiados e
histerectomizados, sendo os cornos fixados em RNA later para a avaliacdo da expresséo

génica dos genes selecionados.

Figura 6 — InjecGes na parede uterina durante laparotomia

Anestesia e Analgesia

A inducéo cirurgica das lesdes foi realizada apds injecdo intraperitoneal
com quetamina associado a xilasina, sendo as doses de: 5-10mg/kg IP de xilasina
(Lloyd Laboratories) e 90 - 120 mg/kg IP de quetamina (Fort Dodge Animal
Health). Analgesia dos animais no pos-cirargico foi realizada com Meloxicam
0,2%, na dose de 5 mg/kg, via SC, uma vez ao dia, por 3 dias consecutivos,

iniciado no pré-operatorio.
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Acasalamento

Apds trés semanas da injecdo de CXCL12 ou placebo os animais dos
quatro grupos: Endometriose + CXCL12, Endometriose + Placebo, Sham +
CXCL12 e Sham + Placebo, foram colocados em gaiolas com machos férteis, por
até quatro semana, sendo 3 a 4 fémeas e 1 macho por gaiola, perfazendo um total
de 8 machos (1 por grupo de estudo). Apo6s 7 dias do inicio do periodo de
acasalamento, as fémeas foram pesadas em dias alternados para a identificacdo de
gestacdo, um ganho maior ou igual 2g em 48 horas foi considerado sugestivo de
gestacdo. A curva ascendente de peso por 6 dias consecutivos confirmou a
gestacdo, quando entdo a fémea foi retirado da gaiola coletiva e da presenca do
macho e colocada em uma gaiola separada até o nascimento. As fémeas que nao
apresentaram sinais de gravidez ap6s 4 semanas de acasalamento foram retiradas
da presenca do macho, e antes de considera-la infértil, aguardamos um periodo de

7 dias para os casos de gestacdo iniciada nos ultimos dias com o macho.

Determinacdo do ciclo estral, eutanasia e coleta do Utero:

De 24 a 48 horas apds o parto ou apds os 7 dias separadas dos machos, as fémeas
foram recolocadas com o macho para um segundo acasalamento, com finalidade de
desencadear a transformacdo endometrial para diestro. Consideramos a presenca de plug
vaginal ap6s o coito como o dia 1 da gestacdo, no dia 4 foi colhida a citologia realizando-
se flush vaginal com 10 microlitros de PBS injetados com pipeta, montados em lamina e
laminula e visualizados em microscopio Optico. Confirmando o diestro (figura 7) foi

realizada a eutanasia do animal seguida da histerectomia para armazenamento da amostra.
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Os animais que se apresentaram em outra fase estral foram acompanhados no ciclo até a

presenca de diestro.

Figura 7 — Esfregago vaginal para classificagéo estral. Diestro com predominio de leucécitos.

Os animais foram eutanasiados utilizando-se administracdo, por via
intraperitoneal de sobredosagem de quetamina 300mg /kg + xilazina 30mg/kg, apos
alguns minutos confirma-se a perda de consciéncia e morte. Em seguida foi feita abertura
da parede abdominal, liberacdo dos cornos uterinos e remoc¢édo do Utero. O material foi

guardado em solucdo de RNA later e guardado em freezer a -80°C.

Selecéo dos genes alvos coativadores de Receptores de esteroides

Inicialmente foi proposto realizar a avaliagdo da expressdo dos genes PGR
(receptor de progesterona), CXCL12 e CXCRA4, entretanto, buscavamos analisar também
outros genes reguladores da expressao do receptor de progesterona no endométrio.

Os genes alvos SRC-1, SRC-2 e SRC-3 foram selecionados apds busca na literatura
por genes relacionados a partir da cascata de ativacdo e sintese dos receptores de
esteroides. Alem disso, a associacdo funcional e a integracdo da rede biologica para estes

coativadores e para os genes PGR, CXCR4 e CXCL12 foram determinadas nos sites
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GeneMANIA (Warde-Farley et al., 2010) (https://genemania.org/) e STRING database
(v115 at a low confidence score (0.150) - (https://version-11-5.string-

db.org/cgi/network?networkld=bxS9AFSYn6mM)

Extracdo do RNA total e sintese do cDNA

As amostras foram lavadas em solugéo de PBS (1x) (NaCl 8,50g/L; Na2HPO4
1,11g/L; Na2HPO4.12H20 2,81¢g/L; KH2PO4 0,20g/L pH7,0) e armazenadas em
RNAIlater® RNA Stabilization Solution (#AM7021, Ambion, Life Technologies, USA)
a - 80°C. Apos a retirada do RNA later, 50 mg de tecido foi macerado com o aparelho
Polytron PT 1200E (Kinematica AG, Switzerland), seguido da extracdo do RNA total
utilizando o PureLink RNA Mini Kit (#12183018A, Ambion, Thermo Fisher Scientific,
USA) conforme orientagdes do fabricante. O RNA total foi tratado com Ambion DNA-
free Kit (#AM1906, Invitrogen, USA) para a remocdo de contaminacdo por DNA. As
concentragdes de RNA total foram determinadas no espectrofotometro NanoDrop 2000C
(Thermo Fisher Scientific, USA). Um total de 99 ng RNA total foi transcrito reversamente
utilizando o High Capacity cDNA Archive Kit (#4387406, Thermo Fisher Scientific,
USA) segundo as orientagdes do fabricante. Posteriormente fizemos uma curva de
eficiéncia a fim de encontrarmos a melhor diluigdo, chegando a conclusdo de diluicdo 1:4

em agua DPC.

Quantificacao da expressao por PCR em tempo real (RT-qPCR)

A quantificacdo relativa (RQ) para os genes alvos foi realizada através do
TagMan® Gene Expression Assays (# 4331182, Applied Biosystems, USA): SRC-1

(#Mm01318933_m1), SRC-2(#Mm01226633_m1), SRC-3 (Mm00500775_m1), PGR
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(#Mm00435628_m1), CXCR4 (#Mm01292123_m1) e CXCL12 (#Mm00445553 m1).

Utilizamos para controle os genes endogenos GAPDH (#Mm99999915 gl1) e PPIA
(#Mm02342430_g1) baseado no estudo de Andrusiewicz et al., 2016. A quantificagéo da
expressao foi determinada no equipamento 7500 Fast Real Time PCR System (Applied
Biosystems, Warrington, UK). A reacdo foi preparada utilizando um volume de 5.0 puL
de TagMan Fast Advanced Master Mix (2X) (# 4444557, Applied Biosystems, USA), 0.5
ML of hydrolysis probe (20X) (# A25576, Applied Biosystems, USA), 4.5 pL of cDNA
(diluicdo 1: 4), nuclease-free e dgua para completar o volume final de 10 pl. As amostras
foram executadas em triplicatas com uma diferenca méxima entre os valores de Ct até 0,3
ciclos. Seguimos as orientacOes padréo de amplificacéo, sendo: primeiro ciclo 95 °C por
20s, 40 ciclos de 95 °C por 15s e 60 °C por 20s. O RQ para cada alvo escolhido foi
determinado utilizando o método 2-AACt (Livak and Schmittgen, 2001) disponivel de
forma gratuita na plataforma da Thermo Fisher Connect.
(https://www.thermofisher.com/br/en/home/digital-science/thermo-fisher-connect.html).

Um pool das amostras de cDNA do grupo sham foi usada como controle e 0s genes
end6genos GAPDH e PPIA também foram utilizados para normalizar os dados do CT.
Além disso foram testadas as eficiéncias de amplificagdo das sondas utilizando curva de

diluicdo seriada (1:2, 1:4, 1:8, 1:16 and 1:32), sendo aceitas variagdes entre 90 e 110%.

Descrigdo Estatistica

O célculo do N amostral foi feito utilizando-se a calculadora do site Sealed
Envelope (https://www.sealedenvelope.com/power/binary-superiority/ ), considerando a
taxa de gestacdo como desfecho clinico principal, com base em estudos anteriores do

grupo em que foi verificada uma taxa de gestacdo de 100% nos animais do grupo sham
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(aqui considerados controle) e de 50% no grupo de endometriose induzida tratado com
placebo, para um poder de teste (beta) de 80% e nivel de significancia (alfa) de 5%, sdo

necessarios 8 animais por grupo de estudo.

RESULTADOS

Desfechos clinicos

Utilizamos modelo experimental para a inducdo de endometriose, totalizando 32
animais operados, sendo 16 com endometriose induzida e a outra metade grupo SHAM
(apenas suturas na cavidade abdominal sem a implantacdo de tecido). As cirurgias foram
realizadas no departamento de Cirurgia Experimental da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto. Do total de animais operados tivemos perda de trés animais, no pos-
operatdrio precoce, provavelmente por complicacbes pos-cirurgicas que ndo foram
identificadas. Como resultados (gréafico 1) obtivemos dos grupos sham uma taxa de
gravidez de 75% e 66,6% (ShamPl e ShamCX, respectivamente, p> 0,05). J& no grupo
endometriose placebo tivemos apenas 37,5% de gravidez e apds receber a injecdo de
CXCL12 os animais com endometriose apresentaram uma elevacdo para 62,5% na taxa
de gravidez (p=0.46). Embora tenha sido um aumento clinicamente relevante nas taxas

de gestacéo, nédo foi estatisticamente significativo.
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TAXAS DE GESTAGCAO
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Gréfico 1 — Taxas de gestacdo em relagdo aos diferentes grupos

Analise da expressao génica

Foi analisada a expressdo dos genes PGR (responsavel pela expressao dos
receptores de progesterona), CXCL12 e CXCR4 (receptor do CXCL12), bem como dos
coativadores do PGR no endométrio dos animais, sendo a amostra coletada por
histerectomia apos o reestabelecimento de ciclo estral, ap6s o nascimento dos filhotes. O
ciclo estral foi caracterizado por coleta de citologia vaginal e a histerectomia foi realizada
na fase de diestro (que equivaleria a fase lutea). Os resultados desta expressdo estdo

demonstradas na seguinte tabela 1:
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Tabela 1. Expressdo génica dos genes relacionados aos receptores de progesterona e ao CXCL12:

DESVIO
GRUPO GENES MEDIA PADRAO
CXCL12 1.36740 1.82551
SHAM CX CXCR4 1.65520 2.05750
SRC-1 1.70140 2.26994
SRC-2 1.17040 1.42124
SRC-3 1.30800 1.67267
PGR 1.18760 1.66062
CXCL12 0.86775 1.05237
SHAM PL CXCR4 1.29638 1.68596
SRC-1 1.07088 1.24053
SRC-2 0.84363 1.17552
SRC-3 1.38200 1.90234
PGR 0.40288 0.48761
CXCL12 0.00350 0.00321
ENDOM. CX CXCR4 0.00583 0.00306
SRC-1 0.00367 0.00163
SRC-2 0.00167 0.0008165
SRC-3 0.00667 0.00327
PGR 0.00200 0.00126
ENDOM. PL CXCL12 0.93967 1.66155
CXCR4 0.94744 1.51851
SRC-1 0.58522 0.86859
SRC-2 0.42778 0.64935
SRC-3 2.28300 4.85375
PGR 0.34756 0.52198

Na comparacao da expressao dos genes entre os grupos estudados verificou-se que
ndo houve expresséo diferencial entre os grupos Sham (placebo ou CXCL12), indicando

que em condigdes ndo patolégicas 0 uso de CXCL12 ndo afeta a expressdo dos genes
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avaliados. Também ndo foi verificada expressdo diferencial entre os grupos sham e o
grupo endometriose tratado com placebo, indicando que a endometriose em si parece nao

afetar a expressdo dos mesmos.

Ja em relacdo ao emprego do CXCL12 em animais com endometriose, este
resultou em reducdo na expressao de todos os genes avaliados (figura 8). Sendo assim
na expressdo do PGR, o grupo Endometriose CX foi menor que nos grupos Sham
Placebo e Endometriose Placebo (p<0,05, para ambas as comparagdes). Para o gene
CXCL12 o grupo Endometriose CX teve expressao inferior ao grupo Sham Pl (p<0,05),
néo diferindo dos demais grupos; entretanto, a expressdo do CXCR4 foi menor no grupo
Endometriose CX em relagéo aos placebos tanto com endometriose como Sham (p<0,05
para ambos). Por fim, em relacéo aos coativadores, todos os SRCs (SRC-1, SRC-2 e
SRC-3) seguiram 0 mesmo padrédo de expressdo semelhante entre os grupos sham e o
grupo Endometriose Placebo, com redugéo da expressdo no grupo Endometriose CX

(figura 8).
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Figura 8. Expressdo génica dos genes em relacéo aos diferentes grupos.
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Foi realizada também a correlacdo de Spearman entre os genes estudados.
Inicialmente, numa tentativa de se comprovar uma correlacéo entre eles independente de
intervencdes ou morbidades, realizou-se a analise de correlagdo com todos os animais
estudados em conjunto (em um mesmo grupo) (Figura 9). Verificou-se haver uma
correlacdo direta entre a expressdo do gene PGR e a expressao dos genes do CXCL-12 e
do CXCR-4 no endométrio dos animais, com coeficientes de correlacdo de 0,82
(p<0,0001) e 0,83 (p<0,0001), respectivamente. Como esperado também houve
correlacdo direta entre 0 PGR e 0s genes dos coativadores (SRC1, SRC2 e SRC3), sendo

os coeficientes todos maiores que 0,8 (p<0001).

CXCL12

NCOA1 Cont
. 1.0
05
CXCR4
0.0
05
NCOAZ -1.0
NCOA3

Figura 9. Correlagdo entre as expressdes génicas dos genes analisados considerando-se todos 0s grupos
de estudo conjuntamente.

Ainda considerando-se todos 0s grupos conjuntamente, também foi verificada a
correlacdo direta entre a expressdo do CXCL-12 com o CXCR-4 (p<0,0001), e a

correlacdo de ambos com todos os coativadores estudados, sendo sempre a correlacéo
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direta. Por fim, a correlacdo entre os coativadores entre si também foi comprovada, sendo
as correlagdes entre os coativadores maiores que 0,97 (p>0,0001) (tabela 2).

Ao observar as correlagdes entre os genes analisando-se separadamente 0s grupos
de estudo, os dois grupos sham (placebo e CXCL12), mantiveram as correlacdes da
avaliacdo global (somados todos 0s grupos). O grupo endometriose e placebo mantiveram
as correlacdes entre CXCL12 e CXCR4 e as correlacGes entre estes dois com 0s
coativadores, porém o PGR perdeu a correlagdo com todos os genes avaliados: CXCL12,

CXCR4 e 0s SRCs 1, 2 e 3 (tabela 2).

CXCL12 CXCR4 SRC1 SRC2 SRC3 PGR
CXCL12 1.00000 0.83414 | 0.8341 # 0.8112 | 0.8517 | 0.52697
0.0052 4 1 0 0.1449

0.0052 | 0.0080 | 0.0036
CXCR4 0.83414 1.00000 = 1.0000 @ 0.9957 | 0.9831  0.52144

0.0052 0 9 9 0.1500
<.0001 @ <.0001 | <.0001
SRC1 0.83414 1.00000 & 1.0000 @ 0.9957 | 0.9831 0.52144
0.0052 <.0001 0 9 9 0.1500
<.0001 | <.0001
SRC2 0.81121 0.99579 | 0.9957 | 1.0000 | 0.9789 | 0.52365
0.0080 <.0001 9 0 1 0.1479
<.0001 <.0001
SRC3 0.85170 0.98319 | 0.9831 | 0.9789 | 1.0000 | 0.50435
0.0036 <.0001 9 1 0 0.1662
<.0001 | <.0001
PGR 0.52697 0.52144 | 0.5214 | 0.5236 | 0.5043 | 1.00000
0.1449 0.1500 4 5 5

0.1500 | 0.1479 @ 0.1662

Tabela 2. Correlacéo entre as expressdes génicas dos genes analisados no grupo endometriose tratado com
placebo

E finalmente, quando analisadas as correlagdes entre 0S genes no grupo
endometriose e CXCL12, além da perda da correlacéo entre 0 PGR com todos os demais
genes, a expressdo do gene CXCL12 passou a ter correlacdo inversa com a expressao dos

coativadores SRC1, SRC2 e SRC3, sendo os coeficientes de -0,73, -0,88 e -0,73,



37

respectivamente (p<0,05) (tabela 3). Os coativadores mantiveram suas correlacdes diretas

entre si e com 0 CXCRA4.

CXCL12 CXCR4 SRCl1 SRC2 SRC3 PGR

CXCL12 1.00000 -0.69825 - - - 0.29032
0.1228 0.7392  0.8853 | 0.7392 0.5768
5 6 5
0.0931 | 0.0190 @ 0.0931

CXCR4 -0.69825 1.00000 | 0.9856 0.9258 | 0.9856 @ -0.15179

0.1228 1 2 1 0.7741

0.0003 | 0.0080 & 0.0003
SRC1 -0.73925 0.98561 @ 1.0000 | 0.9393 | 1.0000 | -0.21561
0.0931 0.0003 0 4 0 0.6816

0.0054 | <.0001
SRC2 -0.88536 0.92582 | 0.9393 | 1.0000 | 0.9393 | -0.22954
0.0190 0.0080 4 0 4 0.6617

0.0054 0.0054
SRC3 -0.73925 0.98561 = 1.0000 | 0.9393 | 1.0000 | -0.21561
0.0931 0.0003 0 4 0 0.6816

<.0001 @ 0.0054

PGR 0.29032 -0.15179 - - - 1.00000

0.5768 0.7741 0.2156 | 0.2295 | 0.2156

1 4 1
0.6816 = 0.6617 | 0.6816

Tabela 3. Correlacdo entre as expressdes génicas dos genes analisados no grupo endometriose tratado com
CXCL12

DISCUSSAO

Nossos resultados clinicos, mesmo que sem significancia estatistica,
consideramos que foram clinicamente relevantes, uma vez que quase dobrou a taxa de

gestacdo sendo relevante no que diz respeito a melhora nos desfechos reprodutivos.

Além disso, esses achados confirmam a reproducdo do estudo anterior, cujos
resultados foram compativeis com os achados deste estudo, evidenciando uma reducao
nas taxas de gestacdo em modelos de endometriose nao tratados e uma melhora no grupo

tratado com o CXCL12 (Rosa e Silva et al., 2022).
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Inicialmente o CXCL12 foi proposto no estudo de Rosa e Silva e colaboradores
com o intuito de atrair células troncos da medula para o endométrio a fim de melhorar a
qualidade endometrial, uma vez que foi demonstrado por Sakr et al (2014), que ha uma
reducdo da migracdo de células tronco da medula para o endométrio topico de
camundongos com endometriose, com migracdo preferencial destas células para os focos
de lesdo. Sendo o CXCL-12 um quimiotatico de células tronco, acreditava-se que a
infusdo desta substancia diretamente nos cornos uterinos recuperaria a migracdo para o
endomeétrio e melhoraria as taxas de gestacao reduzida nestes animais. Entretanto, apesar
de conseguir recuperar, a0 menos parcialmente as taxas de gestacdo, nao foi possivel
comprovar o maior influxo destas células para o Utero (Rosa e Silva et al, 2022). Duas
seriam as possiveis explicacdes para estes achados: 1. o tempo entre a histerectomia e a
injecdo de CXCL12 foi muito longo e intermediado por uma gestacdo que poderia ter
consumido estas células incorporando-as na placenta dequitada ou 2. 0 mecanismo de
acdo do CXCL12 sobre a expressao dos receptores de progesterona no endométrio nao foi
mediado por células tronco, havendo possibilidade de um efeito local direto. Com este
racional, este presente estudo prop6s tentar esclarecer algumas questdes relacionadas com

0 mecanismo de acdo do CXCL12 na expressao.

No estudo de Rosa e Silva e colaboradores foi verificado que o aumento nas taxas
de gestacdo no grupo endometriose tratado com o0 CXCL12 se associou ao aumento dos
receptores de progesterona e também ao aumento das integrinas aVP3 no endométrio
topico dos animais, havendo inclusive uma proporcionalidade entre as taxas de gestacéo
e a expressdo dos receptores de progesterona. Por esse motivo aventou-se a possibilidade
de um efeito do CXCL12 direto sobre o endométrio. Na tentativa de encontrar o
mecanismo pelo qual o tratamento com o CXCL12 promoveu 0 aumento dos receptores

de progesterona e integrinas, optamos por verificar a expressao de alguns genes ligados
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a estes receptores, em especial ao receptor de progesterona. A hipoGtese era de que o
CXCL12 poderia ter influenciado no aumento da proteina de receptor de progesterona

endometrial e esse aumento se correlaciona com a melhora nas taxas de gestacao.

Sendo assim, a busca foi realizada na literatura e também no site GeneMANIA
(Warde-Farley et al., 2010) (https://genemania.org/) e STRING database v11.5 at a low
confidence score (0.150) (see in https://version-11-5.string-
db.org/cgi/network?networkld=bxS9AFSYn6mM) (Szklarczk et al., 2019) . Os genes

escolhidos foram o SRC-1, SRC-2 e SRC-3.

A expressdo dos genes estudados foi semelhante entre os grupos sham placebo,
sham CXCL12 e Endometriose placebo, inclusive os genes PGR e seus coativadores SRC-
1, SRC-1 e SRC-3. Com base no achado imunohistoquimico, a expectativa era de que o
gene PGR estivesse hiperexpresso, uma vez que 0 receptor estd mais expresso no
endomeétrio, porém, deve haver um mecanismo de regulacdo intermediario ou a via

ativada para 0 aumento do receptor de progesterona deve ser distinta da escolhida.

A resisténcia a progesterona na endometriose ja vem sendo discutida por
diferentes autores, no estudo de Arafah et al., 2021) e foi demonstrado que o endométrio
eutopico de mulheres portadoras de endometriose passa por alteragdes que se relacionam
com células inflamatdrias e imunoldgicas, afetando de forma negativa a receptividade
endometrial e contribuindo ao desenvolvimento da resisténcia a progesterona (Arafah et
al., 2021) No tecido endometrial normal este horménio inibe a atividade estrogénica que
acaba por promover a atrofia do endométrio, entretanto, havendo resisténcia a acéo da
progesterona ocorre uma tendéncia ao efeito inverso. Os receptores de progesterona A e
B (PRA e PRB) sdo responsaveis pela transcricdo de proteinas expressas no tecido

endometrial, porém no tecido endometriotico ha transcrigdo somente de proteinas
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transcritas pelo PRA, o que parece promover alteracdes na resposta final da progesterona

(Attia, Edwards et al. 2000; Reis, Lhullier et al. 2005).

Tendo a expressdo deste receptor semelhante entre 0s grupos sham e o grupo
Endometriose Placebo, poderiamos supor que pode haver genes reguladores com
expressao alterada ou interacdes anormais pela presenca da doenca. Verificamos que a
expressao dos demais genes escolhidos sdo semelhantes entre estes grupos também, o que
faz presumir que os genes envolvidos nesta regulacdo sdo outros. Ao analisar a correlacéo
entre estes genes, houve forte correlacdo positiva entre eles no grupo sham. Porém nos
grupos endometriose houve a perda de todas as correlacdes da expressao do PGR com 0s
demais genes, independente de receber tratamento ou placebo. Na Endometriose Placebo
as correlacdes entre CXCL12 e 0 CXCR4 e do CXCL12 com os coativadores do PGR

estdo preservadas; bem como a correlacdo dos coativadores entre si.

Ja no grupo Endometriose CX ndo sé houve perda das correlagdes do PGR com todos 0s
outros genes, como também o CXCL12 perdeu sua correlacdo com o seu receptor CXCR4
e passou a haver correlacdo inversa do CXCL12 com os coativadores. E provavel que o
grande influxo de CXCL12 banhando o tecido uterino reduziu a necessidade da expressao
para a producdo local do mesmo e reduziu a necessidade de expor seus receptores
(CXCRA4). Verifica-se entdo que existe um grande impacto do CXCL12 sobre a expresséo
de genes ligados as vias da progesterona sugerindo assim um papel do CXCL12 na
melhora das taxas de gestacdo e aumento da expressdo de receptores de progesterona no
endometrio, interferindo nos mecanismos reguladores da expressdao dos receptores

deprogesterona.

H& uma relacdo entre o coativador SRC-1 e o quimiotatico CXC12, onde esse
ualtimo é regulado pelo estrogénio e tem a sua producdo aumentada em tecidos ectdpicos,

impactando negativamente para a progressdo da endometriose (Shi et al., 2014).
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Os coativadores sdo responsaveis pela atividade transcricional de uma variedade
de receptores nucleares, tendo preferéncia pelo receptor de progesterona (Szwarc et al.,
2015). Ao investigar os papeis de SRC-1 e SRC-2 na expressdo do CXCL12 eles
encontraram a estimulacdo da producdo de CXCL12 pelo estrogénio e também por outro
lado a inibicdo de sua expressdo pela progesterona. Através da técnica de silenciamento
baseada em siRNA, foi demonstrado que ha uma diminuicdo da expressdo de CXCL12
quando o coativador SRC-1 estd comprometido. Apontando para um relacao direta entre
esses dois. E também a progesterona consegue inibir a producdo de CXCL12 de maneira

dependente do SRC-2 (Shi et al., 2014).

A confirmacdo das correlagbes entre 0s genes selecionados em nosso estudo
levanta a importancia da relacdo deles no que se refere tanto ao que diz respeito a
endometriose e também aos desfechos reprodutivos, visto que eles estdo implicados em
ambos. Estudos futuros sdo necessarios a fim de que levando em consideracéo o impacto
e relacdo dos coativadores na expressao do CXCL12 induzida pelo estrogénio, possa ser
benéfico e acrescentar para a melhora e corre¢des da resisténcia a progesterona. Vimos
que ndo so a transcricdo mediada pela progesterona requer o coativador SRC-2 para lancar
uma resposta decidual completa, mas também outros coativadores sdo necessarios
(Mukherjee et al., 2006). Considerando os nossos achados onde foi apresentada forte
correlagdes entre 0s genes, ndo descarta a hipotese de que 0 CXCL12 poderia se comportar
com um coativador adjuvante. A identificagdo de mecanismos reguladores da expressdo
de moléculas ligadas ao processo de preparo de endométrio para a implantacdo tem
grande importancia para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas em situacdes de
doenca que afetam diretamente a receptividade endometrial e a implantacdo. A
endometriose parece estar associada a menores taxas de implantacdo em ciclos de

reproducéo assistida, entretanto, os mecanismos exatos e as moléculas envolvidas neste
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processo ainda ndo estdo bem definidos. A literatura sobre o assunto tem sugerido uma
reducdo da concentracdo de receptores de progesterona no endométrio topico de
individuos com endometriose, que acompanha de resisténcia a acdo deste horménio.
Sendo a progesterona um elemento imprescindivel para o adequado desenvolvimento
endometrial pré-implantacao, este poderia ser um dos motivos que justificariam a reducao
na receptividade endometrial na presenca de endometriose. A literatura tem descrito
sistematicamente um efeito regulador da progesterona sobre a expressdo do CXCL12 em
diferentes tecidos, entretanto, ndo ha a informacao inversa sobre um potencial efeito do
CXCL12 sobre a expressdo de receptores de progesterona. A confirmacdo de um efeito
do CXCL12 na correcdo da resisténcia a acdo da progesterona em individuos com
endometriose abre uma possibilidade de nova opcdo terapéutica para mulheres com

infertilidade associada a endometriose, com objetivo de melhorar resultados reprodutivos.

CONCLUSAO

Neste presente estudo, o emprego de CXCL12 aplicado diretamente no Utero de
camundongos fémea com endometriose induzida promoveu a supressao da expressdo de
genes ligados a via da progesterona, tais como PGR e seus coativadores SRC1, SCR2 e

SCR3.

Existe uma correlacdo positiva entre a expressao do PGR com o0 CXCL12 e seu receptor
CXCR4 no endométrio de animais com e sem endometriose induzida, a qual é perdida

apos a injecdo de CXCL12.

A presenca de endometriose promoveu a perda da correlacdo do PGR com 0 CXCL12 e

com seus coativadores.
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A injecdo de CXCL12 diretamente no Utero de animais com endometriose, levou a
inversdo da correlacdo na expressdo do gene do CXCL12 com os coativadores do PGR

(SCR1, SCR2 e SCR3).
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