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Introducdo 2

A endometriose é uma das doencas ginecolégicas raaigmaticas,
sendo classicamente caracterizada pela presencaédielas endometriais,
estromais ou epiteliais, fora da cavidade uterikste endométrio ectdpico
encontra-se em localizagbes extra uterinas comoriosa peritdnio e outros
orgaos pélvicos, além de localizacdes extra pélvjcaomo o trato intestinal,
ureter, dentre outros (Wheeler, 1989; Eskenazi, War 1997). Mais
recentemente, seguindo a orientacdao @&aropean Society of Human
Reproduction and EmbriologyESHRE), conceitua-se a enfermidade como a
presenca, fora do Utero, de tecido semelhante aométrio e que induz a

inflamacé&o crbénica (Kennedgt al, 2005).

Esta moléstia pode manifestar-se de multiplas farmaendo dor
pélvica e infertilidade os achados mais comuns. tbdos os seus variados
sintomas a dismenorréia €& observada com maior f&eqia,
independentemente de sua localizacdo, podendo aptas ainda alteracdes
do padrdo menstrual, dispareunia profunda, dor padite e algia pélvica
continua (Wheeler, 1989). Trata-se de uma das dagngronicas
ginecoldgicas mais frequentes na idade reprodutis@ndo sua prevaléncia
estimada em 2 a 10% das mulheres no menacme, podehnelgar até 30% em

mulheres inférteis (Eskenazi, Warner, 1997; BarhosE999; Hompes,
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Introdugdo 3

Mijatovic, 2007). Sua prevaléncia na populacao ¢erscila na literatura de
1% a 50% nas mulheres que sado submetidas a cirsirgiamecoldgicas
modificando-se de acordo com o quadro clinico, odmnas e a indicacdo da
intervencdo; naquelas com dor pélvica cronica eateB em 14% de
prevaléncia, enquanto em infertilidade sem causarempte pode chegar a 33%

(Olive, Schwartz, 1993).

Constitui-se um agravo de saude publica com impaaaualidade de
vida das mulheres, podendo levar a longos periodi®s internacdo e
afastamento social e profissional, além de gastosessivamente altos com
medicamentos, tendo, portanto um impacto econémitwndial (Eskenazi,

Warner, 1997).

Quanto a sua etiologia a endometriose é vista caoma enfermidade
de origem poligénica, multifatorial complexa e comatogénese ainda nao

completamente elucidada (Olive, Schwartz, 1993).

O implante de células endometriais tépicas na sliper peritoneal
através da menstruacdo retrograda — teoria defendor Sampson em 1927 —
€ uma das explicacdes mais aceitas para o desemveiMo da endometriose
pélvica peritoneal (Sampson, Albany, 1927). O mesambor também relata a
presenca de aderéncias extensas no recesso re¢ronat obliterando-o por
completo, ressaltando que a lesdo do tipo endomletnvadia o tecido uterino

e a parede anterior do reto (Sampson, Albany, 1927)

Devido as evidéncias experimentais e a observagiquk quase todas
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Introducdo 4

as mulheres eumenorréicas apresentam refluxo mealstatravés de suas
tubas uterinas, os mecanismos pelos quais s6 algumaheres desenvolvem
a doenca nédo estdo bem elucidados (Sampson, AlbA®%7). Sugere-se que
haja envolvimento de alteracbes moleculares dasulaél endometriais
heterotopicas e sua antigenicidade, ou seja, spaaddade de interagir com a
resposta imunolégica local (Braun, Dmowsky,1998;n%gliana et al, 1999).
Mais ainda, diversos autores defendem a alteracéwégca do endomeétrio
topico que tornariam este tecido mais susceptivelmigracdo - teoria
metastatica (D’Amoraet al, 2006; Carvalhoet al, 2007; Schoret al, 2008).
Dentre as multiplas alteragcdes imunoldgicas relatadna literatura
ressaltamos a importancia de evidéncias a favorndedificacdo na expresséao
de antigenos HLA classe |, necessarios para aptagsén antigénica (Semino
et al, 1995); producdo de antigenos circulantes que @iBp com O0S
antigenos endometriais no reconhecimento imune t@®uet al, 1994; De
Placidoet al, 1998); secrecédo direta ou indireta de fatorescdescimento e
citocinas, como o fator de crescimento 3 e a prglstadina E2 (PG E2), que
inibem funcgbes linfocitarias especificas (Vigamd al, 1998); inducdo da
apoptose de células imunoldgicas através de meowmsEs Fas-mediados
(Garcia-Velascoet al, 1999). Defeito na atividade das célulaatural Killer,
levando a diminuicdo da resposta celular imune, epadterar a fagocitacao
realizada pelos macrofagos que perdem, entdo, sipaacidade de depurar a
pelve do efluxo menstrual. Outros fatores sdo aspnea de altos niveis de
fator de necrose tumoral e interleucina-8 também envolvidos no processo de

angiogénese (Nisolle, Donnez, 1997).
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Introdugdo 5

Primeiramente as células endometriais devem atingircavidade
peritoneal, e as células deste refluxo menstruavede ser capazes de se
implantar em estruturas pélvicas. Um amplo niumeeopdoteinas adesivas e
proteoglicanos estdo bioquimicamente envolvidost@&egrocesso, como as
lamininas e a fibronectina (Nisolle, Donnez, 199As integrinas sao as
principais glicoproteinas que agem como receptor@superficie celular para
as proteinas da matriz extracelular. A expressdald@mas integrinas ja foi
descrita no endométrio normal com importante pape interacdo de
elementos glandulares e estromais como relatadoiaimente por Beliardet
al, em 1997. A invasdo por fragmentos endometriais peoitbnio pode ser
explicada pela presenca de tais moléculas de adeB®a&deitos nesta interacado
levariam ao desenvolvimento da endometriose atraleésintese e ativacdo da
matrix metaloproteinases (MMPs), causando rompimentecidual e
aumentando a capacidade de invasdo das célulasnestdi@is heterotdpicas

(Beliard et al, 1997; Nisolle, Donnez, 1997).

A MMPs compreende um dos maiores grupos de proteaseolvidas
na etiologia e patofisiologia da endometriose (Nutk, D"Hooghe, 2003).
No endométrio normal a MMPs é o mediador da degcadada matrix
extracelular facilitando a quebra tecidual e osgessos de reparo no periodo
menstrual. Alteracdes na expressao da MMPs podentrdauir para doencas
associadas com a degradacdo da matriz extraceldlamo a endometriose

(Osteenet al, 1997).

Outra teoria baseia-se na capacidade de ocorreaphesia nos tecidos

derivados dos ductos de Muller, e foi sugerida pel@eapacidade da teoria da
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Introdugdo 6

implantacdo em explicar alguns casos como a endaosd em homens, ou
mulheres com anomalias genitais que ndo tém measéa retrograda (Meyer,
1919; Dotyet al, 1980; EI-Mahgoub, Yaseen, 1980; Acien, 1986; Kurkix et

al, 1999). Esta teoria € suportada também pela olag&Ew experimental de
que restos menstruais ou fragmentos de endométwidlago transplantados
podem induzir metaplasia endometrial ou endometiem diferentes tecidos

(Merrill, 1966).

Ha ainda uma terceira teoria, dentre outras muisageridas, que
defende a combinacdo das duas anteriores, conhexwioe teoria da inducao.
Baseia-se na inducdo do mesénquima indiferenciaaia gransformar-se em
tecido endometridtico através de fatores locaiscdavecidos (Merrill, 1966;

Olive, Schwartz, 1993).

Concomitantemente, outros autores centraram seusides nos
aspectos imunolégicos sistémicos e nos fatoresitoda peritdonio que podem
estar envolvidos tanto na histogénese como nas edaqlcausadas pela
endometriose (Weed, Arquembourg, 1980; Muscatoal, 1982; Badawayet
al, 1984; Steeleet al, 1984). Assim, Oosterlyncket al, em 1991,
demonstraram que pacientes portadoras de endonsetri@presentam
deficiéncia na atividade dos linfocitosatural killer, o que resulta em

diminuicdo da imunidade celular.

Em 1997 Nisolle e Donnez sugeriram a existénciatoes formas
distintas de endometriose: endometriose peritonealdometriose ovariana e

endometriose do septo reto-vaginal. Segundo osrast@ doenca profunda,
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Introducdo 7

do septo retovaginal, teria na sua histologia séraetas com um nodulo
adenomiotico: um agregado nodular de fibras musmdaepitélio glandular e
estroma. A invasao de tecido muscular por epitéiandular ativo sem o
estroma mostra que esta apresentacdo da endometéiasuito semelhante a

adenomiose sugerindo sua origem conjunta.

Outros autores conceituam a endometriose profunmaocaquela que
ultrapassa 5 mm de profundidade em relacédo a sigierperitoneal (Cornillie
et al, 1990; Koninckx, Martin, 1992) e a classificam e3ntipos de leséo
(Koninckx et al, 1994): as lesdes do tipo | sdo cbnicas, com e badtada
para a cavidade peritoneal, o que indica uma preV@atogenia infiltrativa;
as lesdes do tipo Il sdo caracterizadas por grantiesorcdes da anatomia
pélvica devido a grandes e grosseiras aderénciaslgaes intestinais cobrindo
a leséao; e as lesbdes do tipo Ill, caracterizadasuyma area profunda maior de
lesdo endurecida recoberta por peritdnio normal cum pequenas lesdes
pigmentadas, aspecto que leva a crer que estedebesdo seja causada por
infiltragcdo de adenomiose externamente (Koninckxarth, 1992; Koninckx
et al, 1994). A doenca profunda tem peculiaridades cam®incronismo com
o endométrio topico e sua caracteristica de proggdescom o passar dos anos,
atingindo habitualmente além do septo retovaginas ligamentos Uutero

sacrais, vagina e segmentos de reto e sigméideniCier et al, 1990).

Apesar da vasta e conhecida sintomatologia a endoase ainda tem
seu diagnéstico baseado na histologia, o que raitar necessidade de
abordagem cirurgica videolaparoscépica para idecdifdo das lesdes e coleta

de fragmentos teciduais que orientem o tratamer@batman, 1981; lzzet
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al, 1984; Jansen, Russel, 1986).

N&o obstante, apesar da excelente visualizacdoadedade peritoneal
com o emprego da videolaparoscopia, em algumasaecdes a lesdo pode nao
ser adequadamente identificada. (Perry, Mena, 199Bpstarte deve-se
reforcar o papel da anamnese, buscando sinais siwgesde doenca profunda
— dispareunia profunda, dor pos-coital, dor pélvicantinua — ou do
comprometimento intestinal - tenesmo, defecacdoodida, sangramento
intestinal no periodo menstrual (Mahmoed al, 1991; Perry, Mena, 1995).
Tais sintomas servem de guia para o emprego de do&taliagnosticos mais

precisos.

Assim, reforcamos a necessidade do emprego de métdtagndsticos
complementares na investigacdo pré-operatéria daommtriose peélvica
profunda. O ultra-som transvaginal, tradicionalmenitilizado para avaliacdo
das alteracdes anexiais, pode em algumas circunseannao identificar o
comprometimento dos ligamentos (tero sacrais, rece®tro uterino, septo
retovaginal e segmentos de reto-sigmdéide (Dumongeral, 2000; Umaria,
Olliff, 2001; Abrdo et al, 2007; Bazotet al, 2007). Desta forma, a
Ressonancia Magnética da pelve tem-se difundida pela alta capacidade de
diferenciacédo tissular dos 6rgédos pélvicos, alémidientificacdo precisa da

topografia da lesdo (Martiat al, 1999).

Mais recentemente, em nosso meio o0 ultra-som en@wso trans-
retal passou a ser empregado no diagnéstico do atiomento intestinal e

retro cervical, originando uma classificacdo anaitéan para endometriose
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Introducédo 9

pélvica profunda com precisa identificacdo do segtoeintestinal acometido,
sua extensao e profundidade da lesédo (Ribatoal, 2002; Ribeiroet al,

2008).

A endometriose tem, portanto, uma complexa patogemidiferentes
formas de manifestacdo. Sabe-se que é mais pretealem mulheres na idade
reprodutiva e tende a regredir ap6és a menopausaaforectomia bilateral
sugerindo tratar-se de uma afeccdo estrogeno-deppdrd(Kitawaki et al,

1997).

Quanto aos fatores indutores, conhecia-se excluserde o0
mecanismo enddocrino de acao do estradiol, sintedbzao ovario ou no tecido
adiposo, e que através da circulacdo sanglineagatiseus orgaos-alvo
exercendo, assim, seus efeitos. Porém, estudos démonstrando que, em
certas morbidades como o cancer de mama (Bwual, 1993), a miomatose
uterina (Sumitaniet al, 2000) e a endometriose (Bulwat al, 1994; Nobleet
al, 1996; 1997), a producdo e a secrecdo de estrogensitu pode ter um
papel fundamental no desenvolvimento e progress@alaenca (Witz,1999).
Avaliando-se a acao da aromatase em segmentos ddrgatectomia obtidos
de mulheres com cancer de mama notou-se crescimeatoélulas epiteliais
malignas, sugerindo um efeito autdocrino do estragéfBulun et al, 1993;

Moretdoet al, 2001).
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1.1 - Esteroidogénese

Os esteroides sexuais, assim como 0s estrogéni@m, drigem na
molécula do colesterol, principalmente o LDL-colesil. Grande porcéao deste
LDL - colesterol usado na sintese dos esterdidevémd de depdsitos
intracelulares, esta transferéncia € mediada poragaproteinas carreadoras
gque sao responsivas ao estimulo do AMPc. Além disdo presenca de
receptores de FSH nas células granulosas do faiavariano e de LH nas
células da teca determinam o sistema de duas c®lpdaa explicar os eventos
que precedem o crescimento folicular e, portanteesteroidogénese (Kasd

al, 1995).

O LDL sofre, entdo, conversdao para pregnenolona geeconstitui a
matriz da 17-hidroxiprogesterona e da progesterohia 02 vias para a
esteroidogénese: via delta 4, com participacdo de-lhidroxiprogesterona,
no corpo luteo, e via delta 5 predominantementefoléculo (Bulun et al,

2001).

Sob a mediacdo da la-hidroxilase, na via delta 5, a pregnenolona
converte-se em 17-hidroxipregnenolona e a partiedaima desmolase ocorre
sua passagem para deidroepiandrosterona. Com a dgéoenzimas 3-ol-
desidrogenase e delta-4-isomerase a deidroepiab@hmsa converte-se em

androstenediona (Zeitoun, Bulun, 1999; Bulemnal, 2001).

Na via delta 4, através da acdo enzimatica dad-desidrogenase ha

conversdo da pregnenolona em progesterona; estasparvez passa a 17-
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Introducédo 11

hidroxiprogesterona sob mediacdo da d-Mdroxilase. Age, entdo, a

desmolase formando androstenediona (Kasal, 1995).

A aromatase € a responsavel pela conversdo da ateflrediona em

estrona e da testosterona em estradiol (Ketsal, 1995).

No ovario humano as células da granulosa do fodcpité ovulatério
sintetizam grandes quantidades de estrogeno, prameante o 173 estradiol,
em resposta a estimulacdo do hormdnio foliculo reatante (FSH). O FSH
liga-se a receptores de superficie na célula cadsaelevacdo do AMPc
intracelular que por sua vez estimula a expressdoartbmatase P450. Logo
apos a ovulacdo os niveis de estrogeno sofrem diecliransitorio, mas
voltam a aumentar durante a fase luteal pela indugd RNA mensageiro da

P450 aromatase (Michael al, 1995).

A ligacdo do FSH com receptores na membrana dasila®l da
granulosa ovariana, aumentando os niveis intraeebd de AMPc, deflagra a
transcricdo de 2 fatores, que séo: o fator estergésico 1 e a proteina que se
liga ao AMPc (CREB), ambos ligam-se ao promotor@gkne de codificagéao
da aromatase. A CREB, entdo, ativa a expressdo damatase e,
consequentemente, a producdo de estrégeno (Mickadl, 1995; Michael,

1997).
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1.2 - Aromatase

Citocromo P450 é o termo genérico utilizado parasigear uma
familia de enzimas que tem a terminologia 450 ena swomenclatura. As
enzimas P450 podem metabolizar uma série de sutostrdistintas enzimas
P450 sao identificadas no processo de esteroidogggnd?450scc faz a
clivagem do colesterol; P450cll mediando a 11-hxdese e a 18-
hidroxilase; P450cl17 mediando a 17-hidroxilase; ®eBlL mediando a 21-
hidroxilase; e a P450arom intermediando a aromag@ipade androgénios em

estrogénios (Adashet al, 1996) (Tab.1).

TABELA 1: Diferentes enzimas da familia P450, sua localéaagelular e
reacdo na esteroidogénese.

Enzima Localizacado celular Reacéao
P450scc Mitocbndria Cliva cadeia do colesterol
P450cl1 Mitocbndria 11-hidroxilase e 18- hidroxi¢éas

P450cl17 Reticulo Endoplasmético 17-hidroxilase
P450c21 Reticulo Endoplasmético 21-hidroxilase

P450arom  Reticulo Endoplasmatico Aromatase

A formacéao de estrogeno (estrona e estradiol) dipde esteroides da
C19 é catalisada por uma especifica fracdo da Peltdmada de aromatase
P450, um produto de gene CYP 19. O gene CYP 19 momlacalizado no
cromossomo 15q21.2 é formado por 123 kilobases) (kbcompreende 9

exons codificadores (éxons Il - X) que sdo comun®udras isoformas da
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Introducdo 13

citocromo P450 (Michaeét al, 1995).

A aromatase compreende duas proteinas: P450arom ADPM-
citocromo P450 redutase. A P450 aromatase catalima série de reacdes que
formardo o anel fendlico A, que caracteriza os egénios; a NADPH-
citocromo P450 redutase € uma flavoproteina presera maioria das células
responsavel pela reducdo da NADPH para a forma osicomal da citocromo

P450 (Adashiet al, 1996).

A expressdo da aromatase em varias células humanagulada pelo
uso de promotores no sincicio trofoblasto placeimtatpromotor 1.1) ,
granulosa ovariana e células testiculares de Leygrgmotor Il), fibroblastos
do tecido adiposo (promotores 1.4, 1.3 e Il) e bbtastos de pele (promotor
1) (Kitawaki et al, 1999b). A atividade da aromatase e o nivel dedcaicéo
da P450 aromatase nestas células podem ser esdmuilgor analogos do
AMPc. Membros da familia da citoquina IL-6 na presa de glucocorticoides
podem induzir a expressdo da aromatase em fibrobsaslo tecido adiposo

(Kitawaki et al, 1999a).

A aromatase ndo é expressa em fragmentos de mioconén de
endométrio de mulheres livres de doenca, entretadgmonstra-se que em
cancer endometrial e leiomiomas uterinos ha expgesda aromatase. Isto
sugere que h& um papel estrogénico na regulacdocréscimento destas
neoplasias. Previamente mostrou-se a presencaalsdriptores da P450 em
implantes endometridticos pélvicos e fragmentos aandtriais eutépicos de

pacientes com endometriose enquanto no endométeiandlheres livres de
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doenca ou em suas biopsias peritoneais ndo se ¢éroaparomatase (Kitawaki

et al, 1999a).

1.3 - Aromatase e endometriose

O estrogénio parece exercer um importante paped¢stabelecimento e

na manutencao da endometriose (Nobteal, 1997).

Nas mulheres em idade reprodutiva a biossintesesdedgenos ocorre
no ovario, enquanto ap6és a menopausa, a producdoogé&nica advém
principalmente da conversdo periférica de andrégen@ela acdo da
aromatase, em tecidos extraglandulares como a pedetecido adiposo, este
altimo reconhecidamente e, ao contrario do ovanag é mediado por AMPc
e sim por citocinas como as interleucinas 6 a 1iator de necrose tumoral e
glicocorticéides utilizando neste caso o promoter db gene CYP 19
(MacDonald et al, 1967; 1978; Ackermaret al, 1981; Casey, Mac Donald,
1983). Nesta situacao, o principal substrato darertase é a androstenediona,
de origem primariamente adrenal. Inicialmente awasdo da-se para estrona

e a seguir para estradiol perifericamente (More¢éal, 2001) (Fig.01).

Riachi SHMS



Introducédo 15

Tecido adpo

N Estrona
AROMATASE

Androstenediona

Ovario

Estradiol

(adaptado de Zeitouryl®n, 1999)
FIGURA 1- Sintese de estré6geno extraovariano.

A aromatizagdo extragonadal e extrahepéatica da @stdnediona
circulante parece ser o principal mecanismo de fog&o estrogénica nas
mulheres na ap06s a menopausa. A fracdo de convers@oplasma de
androstenediona em estrona (E1l), esta aumentada aamhesidade, idade e
doencas hepaticas. Esta fracdo de conversdo maostearelacdo positiva com
peso corporal excessivo em ambas as mulheres, @& mpés a menopausa, e
pode aumentar em cerca de 10 vezes a morbidade dkemes obesas

climatéricas (Ackermarmt al, 1981).

A maior porgédo da atividade de aromatase em te@diposo humano

Riachi SHMS



Introducdo 16

reside no estroma celular mais que nos adipocikstes achados sugerem que
a atividade da aromatase presente em ambos os &mps tissulares nédo é
menor quando se separam células estromais/vasailbbgeadipocitos. Por esta
razdo a producao de estrogeno em tecido adiposoahonocorrer mais nas
células estromais que nos adipoécitos. Esta obsérwva€ muito importante
porque um aumento na formacado estrogénica extragiam com a obesidade
pode resultar em um aumento no numero de célulasomsis no tecido
adiposo de tais pessoas. Mais do que isso, o nurderoélulas estromais do
tecido adiposo aparentemente ndo diminui com a pekel peso corporal. Uma
explicacado seria que a fracdo de conversao no pdadenandrostenedioma em
estrona em individuos obesos ndo diminuiria comeadp de peso (Ackerman

et al, 1981).

Estudos demonstram expressdao e aumento da atividadaromatase
em implantes peritoneais e ovarianos de endomedtiobem como no
endométrio topico de mulheres com endometriose madi@ e grave
(Yamamotoet al, 1993; Kitawakiet al, 1999b; Yanget al, 2002b; Kyama et
al, 2008), demonstrando um aumento na concentrado&al do estrogénio
nestes tecidos, enquanto em mulheres sem doengeecgidgica -
endometriose, adenomiose e miomatose - 0o endoméndo tem niveis
detectaveis de aromatase P450, justificando uma&wel producado local para

sustentar a permanéncia do foco de endometriosta@akiet al, 1999a).

Da mesma forma polimorfismos génicos de CYP 19 eCdeP 17 -
genes para codificacdo da aromatase - foram enadot em altos niveis em

implantes de mulheres com endometriose e endommasy sugerindo que
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este efeito dos metabdlitos de estrogénio e suadyga@o in loco possam
explicar a permanéncia de endometriose em mulheli@esatéricas (Takayama

et al, 1998; Kadoet al, 2002).

Uma resposta inflamatéria endometrial exacerbaddepser a chave
para o desenvolvimento da endometriose, podenddusiece estimular sua
progressdo (Leyendeckert al, 1998). Destarte, a prostaglandina E2 (PGE2) ,
encontrada no estroma de endometriose, consideoagaincipal indutor da
transcricdo da aromatase e de sua atividade etdichowna, exercida atravées do
promotor Il do gene da aromatase (CYP 19) (Noéteal, 1997). Além disso,

0 proprio estrogeno aumenta a producdo de PGE2vasrale um estimulo
exercido sobre a ciclooxigenase do tipo 2 (COX2)esi® modo, esta
retroalimentacdo positiva cria um ciclo vicioso,nta@ontinua producao local
de PGE2 e estrégeno, favorecendo as caracterisitfdamatorias e intensa

atividade celular da endometriose (Bulahal, 2001).

Foram observadas também taxas de recorréncia depéiwica de até
75% em 5 anos, em pacientes submetidas a tratamadimoco exclusivo com
anadlogos do GnRH. Tal fato pode ser explicado pEl@ducdo extraglandular
de estradiol e pela retomada da esteroidogéneseiana apdés o término do
tratamento (Takayamat al, 1998). Um dos fatores que mais evidenciam a
importancia da producdo periférica de estrégeno é&eaorréncia de dor
pélvica e endometriose em mulheres submetidas atetdstomia com
salpingooforectomia bilateral e em mulheres apémenopausa (Metzgeet
al, 1991; Bulunet al, 2002, ). A literatura tenta explicar de variagrmas a

recorréncia destes sintomas, uma das possibilidasksa a sindrome do
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ovario residual, em que a excisdo incompleta deidi®covariano cortical,
particularmente na dor pélvica crénica e na endaimee, poderia manter a
producdo estrogénica, nao havendo, portanto suppesdo FSH. Outra
possibilidade seria o surgimento de adenocarcinderavado de endometriose
apos o ato cirargico e cortes histélogicos seriagasleriam revelar este
diagnostico. Também se cogita a possibilidade deplamtes de células
endometridéticas no momento cirdrgico que a posterieriam estimuladas

pela terapéutica hormonal (Vignadt al, 2002; Somiglianat al, 2003).

Em 1998, o uso bem sucedido de uma droga inibidbeaaromatase,
no tratamento de mulher de 57 anos, com endomedrigrave recorrente em
cupula vaginal, foi o primeiro relato de sucessostade terapéutica para
eliminacdo da dor e dos focos remanescentes dematfotose ndo responsiva
a outras terapias, sugerindo que o bloqueio localatividade da aromatase

possa bloquear a producéao local de estradiol (Takeet al, 1998).

Considerando a gravidade da forma infiltrativa denriestacdo da
doenca e vislumbrando eventuais aplicacbes terap&sit das drogas
inibidoras da aromatase, buscaremos neste estuaotiicar a atividade de
aromatase avaliando sua expressdo nos diferentgmosti de leséao

endometridtica.
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No presente estudo tivemos como objetivos:

1. Avaliar a expressdo da proteina aromatase P450vésrda técnica
de imunoistoquimica em espécimes cirargicos de mdb portadoras de

endometriose pélvica profunda.

2. Comparar a expressdo da proteina P450 com a loogdiz das
biopsias e o grau de diferenciacdo histolégica, espécimes cirargicos de

mulheres portadoras de endometriose profunda.
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Casuistica e Métod@2

3.1 - Casuistica

Este estudo foi realizado no setor de EndoscopimeGalégica e
Endometriose do Departamento de Obstetricia e Gilogga (DOGI) da
Irmandade da Santa Casa de Misericordia de SdooRadm aprovacao do
Comité de Etica e Pesquisa (Anexo 1), no periodofelereiro de 2004 a

fevereiro de 2006.

Avaliamos 96 bidpsias extraidas de 14 mulheres fpuam submetidas
ao tratamento cirdrgico laparoscopico da endome®io A idade destas
mulheres variou de 26 a 52 anos, com média de ands e desvio padrao de

7,1 anos (range=26).

Todas estas mulheres apresentavam indicacdo fopaed realizacao
de cirurgia laparoscoOpica para investigacdo e ma&tato de endometriose e
foram operadas de fevereiro de 2004 a fevereiro2d@6. As mesmas foram
submetidas a investigacdo clinica e a exames com@heéares de rotina em
nosso servigo. Esta investigacdo incluiu exame®itatoriais pré-operatérios,
inclusive marcadores de seguimento do tratamentecediva como o CA-125,

ultrassonografia abdominal pélvica e endovaginassionancia de pelve e

ecocolonoscopia; a seguir as pacientes foram suldmagt a cirurgia
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laparoscopica durante a qual avaliamos a extensda w©holéstia
(estadiamento segundo/famerican Society for Reproductive Medicjnk996),
a localizacdo das lesbes (peritbnio superficialames, ligamentos utero-
sacrais e reto-sigmoéide) e a possibilidade de m&m@o cirdrgico
laparoscOopico no mesmo atd-oram realizadas ainda, bidépsias das lesdes
superficiais e dos focos profundos, tendo como tikea analise histologica

e a verificacdo da presenca e da expressao da @aasmaP450 nestes

fragmentos.

3.1.1 Critérios de inclusdo e exclusao

Inclusao:

Mulheres, selecionadas e atendidas no AmbulatoeoEs&ndometriose
da Clinica de Endoscopia Ginecologica do Departametde Obstetricia e
Ginecologia da Santa Casa de Sao Paulo, que preamcls requisitos de
guadro clinico, laboratorial e radiolégico sugestivde endometriose
profunda, que nao tinham realizado tratamento gicw ou clinico prévios
nos ultimos seis meses, com idade variando de B2 anos e apresentando

ciclos eumenorréicos.

Excluséao:

Todas aquelas que nao seguiam o0s critérios acima,qoe eram
portadoras de doencas infecto-contagiosas, doence®icas, inclusive
doencas imunoldgicas, que estavam em periodo deopsursa ou no periodo

climatério/senil propriamente dito e em uso contirde medicamentos.
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3.2 - Método

3.2.1 Avaliacdo histopatoldgica

Os espécimes cirurgicos foram fixados em solucédofammaldeido
tamponado a 10% e processados segundo o Servigmdbeomia Patolégica da
ICMSCSP. Os fragmentos foram desidratados em alostdlico, clareados
pelo xilol e embebidos em parafina, para confecgds blocos. Os blocos
foram cortados por meio de microtomo calibrado pamates de 4um de
espessura. Os cortes histologicos foram corados pedtodo de hematoxilina
e eosina (HE), e realizada a leitura em microscojpbtico comum em campos

de 200 e 400 aumentos.

3.2.2 TMA

Os blocos de parafina selecionados foram encamiokagara a
Divisdo de Anatomia Patoldégica da Universidade Heatlede S&o Paulo
(UNIFESP), onde foi aplicada a técnica do TMAissue microarray(Kamat

et al, 2004).

A padronizacdo e aplicacdo da técnica de Arranjexiduais em
Matriz (TMA) seguiram as especificacdes do fabricane avaliacao
pormenorizada dos relatos da literatura, segundo etspas abaixo

discriminadas:

a) Separacao dos blocos e laminas originais pentiex® as casuisticas

de interesse com obtencdo de nova seccdo histddogtorada pela

Riachi SHMS



Casuistica e Métod@®5

Hematoxilina-eosina (HE).

b) Revisdo histopatolégica das laminas e selecdareéas de interesse

ao estudo imunoistoquimico.

c) Marcacao da area selecionada no respectivo btlecparafina.

d) Utilizacdo do aparelho para criar espaco vas@dasela”) no bloco

receptor.

e) Extracao, do bloco doador, de um cilindro tea@dule 1mm de

diametro da respectiva area de interesse previaensakecionada.

f) Transferéncia do cilindro tecidual obtido do bto doador para a

“casela” previamente criada no bloco receptor.

g) Progresséao, em fracbes de milimetros, a novad¢pes dentro do
bloco receptor, de modo a criar coletanea de anagsteciduais seguindo

disposicao matricial.

h) Avaliacdo da qualidade do bloco final para areraamento.

A seguir demonstramos a planilha utilizada para derar cada
fragmento de tecido inserido no bloco de parafirar pneio da técnica de

TMA (Fig. 2).
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FIGURA 02 - Planilha da lamina com “caselas” paoad¢do do TMA.

Na figura 3 observa-se o bloco em parafina contendaos os

fragmentos estudados.

FIGURA 3 - Bloco em parafina com 100 casos de emnose obtidos pela técnica do
TMA.
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Durante a etapa de revisdao histolégica das lamio@sfirmou-se a

presenca de endometriose em todos 0s casos.

3.2.3 Estudo imunoistoguimico

O meétodo utilizado para identificacdo da protein@anaatase P450
foi o da streptavidina-biotina-peroxidase e paraarmdlise da expressdo da
enzima aromatase utilizaram-se anticorpos policlerenti-aromatase, obtidos

a partir do soro de camundongos (MCA20B&rotec Inc).

Seguiu-se o0 protocolo de reacdes de Boenisch T2@@l (Anexo

02).

3.2.4 Critérios de avaliacdo da expressao de arageat

A avaliacdo da expressdo da aromatase foi realizdeldorma cega
por 02 examinadores (SHMSR e MALGS) e afericdo ffealizada sempre no

mesmo campo Optico, com aumento de 200 vezes.

Baseados nos critérios previamente descritos patiRiEki et al, em
2002, criamos e aplicamos, neste estudo um nove@resda imunoexpressao

da aromatase P450 (Tab. 2).
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TABELA 2 - Escore utilizado para avaliar a imunoegpsdao da aromatase
P450arom em espécimes cirurgicos de mulheres portedde
endometriose profunda

Escore Critérios avaliados para determinar o escore

Escore 0 Nao se observam células coradas

Citoplasma e membrana celular corados fracameate (@presentar

Escore 1 pelo menos 10% das células coradas com intensickacg
Coloracao citoplasmatica granular e da membrandacehoderada
Escore 2 .
em 10-30% das células
Escore 3 Mais de 30% das células coradas com idssfesforte

Desta forma, a expressao foi classificada em peaibu negativa e as
amostras com escores de zero ou negativas, um, @wigés (positivas). As

células positivas foram identificadas pela coloragdarrom sépia.

Em todos os fragmentos com escore zero procedea-s@ntra-prova e
estes cortes foram incubados novamente com o argac@rimario policlonal

P450arom, em solucao 1/50, e em 100% deles confurs® 0 escore negativo.

Nas figuras a seguir, exemplificamos a classificagéh expresséo da
aromatase P450 segundo o0s escores avaliados pelanicéé da

imunoistoquimica (Detalhes em Anexo 3, figuras 413.
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Escore O Escore +1
Escore +2 Escore +3

3.3 - Anéalise estatistica

Os dados das pacientes estudadas foram analisadpsegando-se 0s
softwares Excel para Windows 2003 e SPSS para Wausdoersdo 11. Para
analise estatistica das frequéncias estudadaszatilos o teste de Chi-
quadrado, e o teste exato de Fischer quando indic#¢ diferencas foram
consideradas significantes quando a probabilidaglegdialdade era menor que

5 % (p<0.05).
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4.1- Dados epidemiolégicos

Analisamos 96 bidépsias removidas de diferentes liaegdes, a saber:
peritbnio, ligamentos Utero-sacrais, ovarios e segtos intestinais de reto e
sigmoide. Todos estes fragmentos foram avaliadostohdogicamente sob
microscopia Otica com confirmacdo de endometriosgusnido os critérios da

ESHRE (Tab. 3)(Kennedgt al, 2005).

TABELA 3 — Distribuicdo da localizacdo das bidopsiamn mulheres subme-
tidas ao tratamento cirdrgico laparoscépico da endiose
superficial e profunda no periodo de Fev/2004 a/E€06 no
Departamento de Obstetricia e Ginecologia da Sdhasa de

Sao Paulo.
Localizagéo da Frequéncia Porcentagem
Biopsia N (%)
Peritdnio 16 16,7
Ligamento Utero-sacro 34 35,4
Reto e Sigmodide 33 34,4
Ovario 13 13,5
Total 96 100

Do total dos fragmentos estudados a avaliacdo ¢ dristolégico da
endometriose evidenciou padrdo estromal em 17 haspq1l7,7%), padrao

glandular bem diferenciado em 27 biépsias (28,1é#dometriose com padrédo

Riachi SHMS



Resultados32

glandular misto em 24 casos (25%) e em 28 fragmen{#®,2%) observou-se
o padrdo glandular pouco diferenciado (Tab. 4).

TABELA 4 — Distribuicdo do grau histolégico da endetriose em bidpsias
de mulheres submetidas ao tratamento cirdrgico lap@dpico
da endometriose superficial e profunda no perioeoFav/2004
a Fev/2006 no Departamento de Obstetricia e Ginegial da
Santa Casa de Sao Paulo

Grau Histolégico Frequéncia Porcentagem
N (%)
Estromal 17 17,7
Glandular bem diferenciada 27 28,1
Glandular mista 24 25,0
Glandular pouco diferenciada 28 29,2
Total 96 100

A analise estatistica ndo evidenciou diferencasgnau histolégico da
endometriose entre os fragmentos com imunoexprepsda aromatase P450

positiva e negativa (Tab.5).

TABELA 5: Avaliacdo da associacdo do grau histokkgida endometriose e
da imunoexpressdo da aromatase P450 em bidpsias de
mulheres submetidas ao tratamento cirdrgico lapadpsco da
endometriose superficial e profunda no periodo @&/E004 a
Fev/ 2006 no Departamento de Ginecologia e Obstetrda
Santa Casa de Sao Paulo

Imunoexpressao da P450arom

Grau Histolégico

Negativa Positiva
(%) n (%)
Estromal 07 (13,0)* 10 (23,8)
Glandular bem diferenciada 16 (29,6)* 11 (26,2)
Glandular mista 16 (29,6)* 8 (19,0)
Glandular pouco diferenciada 15 (27,8)* 13 (31)
Total 54 (100) 42 (100)

*Teste do Qui-quadrado e Teste

exato de Fisher & si@nificante (p>0.05)
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A imunoexpressdo da aromatase P450 nos 96 fragmeadtudados foi
negativa em 54 biopsias (56,2%) e positiva em 4Dpbias (43,8%).
Analisando os dados segundo o escore previamentecrde em nossa
metodologia observou-se que, dos casos positivas(32,3%) correspondiam
ao escore +1, 8 (8,3%) ao escore +2 e em 3 bi6opEak%) observou-se o

escore positivo +3 (Tab. 6).

TABELA 6 — Distribuicdo do escore da imunoexpressdim aromatase P450
em bidopsias de mulheres submetidas ao tratamentorgico
laparoscopico da endometriose superficial e protundo
periodo de Fev/2004 a Fev/2006 no Departamento de
Obstetricia e Ginecologia da Santa Casa de SaooPaul

Escore Frequéncia Porcentagem
N (%)
0 (negativo) 54 56,2
+1 (positivo) 31 32,3
+2 (positivo) 08 8,3
+3 (positivo) 03 3,1
Total 96 100

A expressédo da aromatase P450 foi avaliada em feagos obtidos de
04 diferentes localizagbes: peritbnio, ligamentdsrd-sacrais, reto-sigmoide
e ovario. A imunoexpressdao da aromatase P450 nagnfentos de peritdénio
foi positiva em 10 casos, correspondendo a 10,4%adal de 96 fragmentos
estudados. Nos ligamentos Utero-sacrais observoums@oexpressao positiva
em 14 casos (14,6%) e nos fragmentos de reto-sigemém 11 casos (11,5%).
Ja nos fragmentos de ovario observou-se positiveddd imunoexpressédo da

aromatase P450 em 7 casos, correspondendo a 7,3%tdb de fragmentos
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estudados. A analise estatistica por meio do tedte qui-quadrado nao

demonstrou diferenca na imunoexpressao da aromaPa) nas diferentes

localizacGes estudadas (Tab. 7).

TABELA 7 — Analise percentual da imunoexpressaoatamatase P450 e da
localizacdo das bidpsias de mulheres submetidasra@mento
cirurgico laparoscopico da endometriose superfiaaprofunda
no periodo de Fev/2004 a Fev/2006 no Departameneo d
Obstetricia e Ginecologia da Santa Casa de SaooPaul

Imunoexpressao da
P450arom

Localizacdo das Biopsias _ — Positivos/Total (%)
Negativa Positiva
n (%) n (%)
Peritbnio 6 (11,1) 10 (23,8)* 10,4%
Ligamento Utero-sacro 20 (37,1) 14 (33,3)* 14,6%
Reto-sigmadide 22 (40,7) 11 (26,2)* 11,5%
Ovario 6 (11,1) 7 (16,7)* 7,3%
Total 54 (100) 42 (100) 43,8%

*Teste do Qui-quadrado e Teste exato de Fisher & si@nificante (p>0.05)

Avaliando-se a imunoexpressdo da aromatase P45@cdedo com o
escore previamente descrito e comparando-a comcalitbacdo das biopsias
observou-se maior frequéncia do escore 0 (negatives fragmentos obtidos
do reto-sigmoide (40,7%) quando comparados aos resco+l, +2, +3
(p=0.04). Nos fragmentos obtidos do peritdénio, di@@amentos Utero-sacrais e
dos ovarios ndo se observou diferenca na propomdoesultados negativos

ou positivos segundo o escore imunoistoquimico (T&b
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TABELA 8 — Analise do escore da imunoexpressdo dammtase P450 e da
localizacdo das bidpsias de mulheres submetidasra@mento
cirurgico laparoscopico da endometriose superfiaaprofunda
no periodo de Fev/2004 a Fev/2006 no Departameneo d
Obstetricia e Ginecologia da Santa Casa de SaooPaul

Imunoistoquimica

Localizacdo das Negativos
Bi6DSias ESCORE Total

P 0 +1 +2 +3 (%)

n (%) n (%) n (%) n (%)

Peritdnio 6 (11,1) 7 (22,6) 3(37,5) 0 (0) 6,3%
Ligamento Utero-sacro 20 (37,1) 14 (45,2) 0(0) 0) ( 20,8%
Reto-sigmoide 22 (40,7 7 (22,6) 1(12,5) 3 (100) 22,9%
Ovario 6 (11,1) 3(9,7) 4 (50,0) 0 (0) 6,3%
Total 54 (100) 31 (100) 8 (100) 3 (100) 56,3%

*Teste Exato de Fisher = significante (p=0.04)
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Discussao37

O estudo da endometriose compreende atualmente demism século
de intensas pesquisas e publicacbes a respeito.p@squisas, clinica e
laboratorial representaram a base para a detecedmarcadores bioquimicos
gque pudessem aprimorar o diagnostico e o tratamdatomulheres portadoras

de endometriose (Sampseh al, 1927; Nobleet al, 1996).

Varias terapias medicamentosas tém sido utilizadas
concomitantemente ao tratamento cirdrgico da endoimge (Santen, 2002;
Garcia-Velasco, Quea, 2005; Attar, Bulun, 2006; Mawt al,2007). Dentre
estas os analogos de GnRH representam o grupo dgadrutilizado com
maior frequéncia. Apesar do intenso hipoestrogemismvenciado pelas
usuérias destas medicacdes nem sempre a regress@wléstia € observada.
Assim, a procura por tratamentos que possam agiallnente nas lesdes, ao
invés de bloquear a fun¢cdo ovariana, tem sido adeoinlUmeras pesquisas.
Busca-se entdo, encontrar aplicagcfes clinicas pescique para drogas que

atuem localmente nas lesdes de endometriose.

Estes fatos sdo a base para o nosso estudo da ewpn@ssao da
aromatase P450 em espécimes cirargicos de mulhgrestadoras de

endometriose pélvica profunda e para estudos figwo uso de inibidores de
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aromatase em mulheres portadoras de doenca recithv@ulunet al, 1993;

Yanoet al, 1996; Zeitoun, Bulun, 1999; Vignaét al, 2002).

Recentemente em 2007, Remorgida al avaliaram a associacdo de
letrozole 2,5mg (Femara®) com desogestrel 75mcgré€ette®), associados a
carbonato de calcio 1000mg e vitamina D 880Ul/ gara 12 mulheres com
estadio IV de endometriose refrataria a outros amsgntos cirurgicos e
medicamentosos. O estudo foi interrompido sem quenhmma mulher
concluisse o seguimento clinico, pois houve desénuwento de cistos
ovarianos bilaterais, em média apos 84 dias deatnanto e aumento da

dismenorréia e da dispareunia durante o tratamento.

O primeiro relato da literatura acerca da expresgdaamromatase P450
em implantes endometridticos foi o estudo de Nobteal, em 1996. Neste
estudo os autores coletaram, durante laparotomia vodeolaparoscopia
realizadas em de 21 mulheres, 17 fragmentos de dntpelk peritoneais de
endometriose, 11 fragmentos de endométrio proveteien de
curetagem uterina de mulheres com endometriose,i6pshas de peritbnio
normal de mulheres com a moléstia e 07 fragmentes eidométrio de
mulheres que se submeteram a histerectomia poraps@ uterino, miomatose
ou doencas cervicais. Os autores encontraram, egammao a técnica do PCR,
transcricdo da P450 aromatase em todos os 17 im@sameritoneais de
endometriose e em todas as 11 bidopsias endometdi@ipacientes portadoras
da doenca. Ja nos fragmentos coletados de mulheegBas (peritbnio e

endométrio), ndo houve detec¢do da aromatase P450.
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Parece-nos que a aromatase e, possivelmente a @dodlocal de
estrogeno no endomeétrio destas mulheres, possaiboimt para a capacidade
de implantacdo das células endometriais na supierfperitoneal. Ressalta-se
ainda que por se tratar de moléstia com caractiedst marcadamente
inflfamatorias, esta producdo local de estrogéniassociada a acao de
macréfagos e interleucinas, poderia estimular oscirmento e manutencdo da

doenca (Garcia- Velascet al, 1999).

Outros estudos demonstraram também que a aromd&t456, enzima
que catalisa a conversdao dos esterdoides da C1l9 stmrorea, poderia ser
expressa em endométrio tépico de mulheres portaadldemendometriose, mas
nao no endométrio de mulheres livres de doenca (&leb al, 1997; Kitawaki

et al, 1999b).

Em nosso estudo diferentemente de alguns relatoditdaatura que
analisaram o endométrio tépico, optamos por estudaiusivamente o tecido
endometriético dividindo-o de acordo com sua lozatido e profundidade. A
idéia de estudar o tecido comprometido e ndao somemtendométrio das
mulheres portadoras de endometriose baseou-se oasesz de estudo com
este desenho e acima de tudo, no quadro clinicdkberante destas mulheres
portadoras de endometriose profunda. Além do maismpregamos
pioneiramente em estudos de endometriose profundailaizacdao do TMA
para obtencdo do fragmento que foi submetido a iardimunoistoquimica,

ndo havendo relatos de igual teor na literaturaliada até entdo.

Dheenadayaluet al, em 2002 avaliou em seu estudo 56 bidpsias
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endometriais de mulheres submetidas a videolapamisc para deteccdo de
endometriose e encontrou em 67% dos casos (37 Eéppositividade para a
aromatase P450. Este autor ndao empregou nenhum ti@poescore e a
positividade ocorreu de forma independente da d¢fecsss;do da AFS, que é
baseada nas sequelas e consequUéncias da doencao$sm estudo, analisando
os fragmentos de tecido com endometriose encontsampositividade de

43,8% para aromatase P450 nos fragmentos estudadlamalise estatistica
nao demonstrou diferenca na positividade de acocdm a localizacdo ou
profundidade das lesGes. Assim, os fragmentos detgeo, de ligamento

Gtero-sacro, de reto e sigmoide e de ovario, expapsigualmente a enzima
aromatase P450 quando testados binaria, simplesmemalisando-se o0s

resultados em positivo ou negativo.

Acien et al, em 2007, avaliou a expressdao da aromatase em
fragmentos de tecido endometridético em 62 mulhecesn diagndstico de
endometriose e 12 mulheres livres da doenca suldasetia cirurgia. Os
fragmentos foram analisados por imunoistoquimicaneontrou-se 61,3% de
positividade para expressdo da aromatase nas meshegrortadoras de
endometriose. Nas pacientes sem doenca a imunosg@oefoi negativa. Nas
mulheres com imunoexpressdao positiva encontrou-saiom numero de
endometriomas, com mais bilateralidade, e dor p&Evie moderada a grave,
além de infertilidade e miomatose mais frequentstas mulheres. Acredita-
se que alteracdes moleculares que determinem apcasda aromatase podem
estar associadas ao desenvolvimento e manutenca@ndi@metriose, bem

como maior gravidade dos casos.
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Yamamotoet al, em 1993 ja havia estudado o miométrio uterino de
nove mulheres submetidas a histerectomia por dismeémna intratavel e com
prole constituida. Todas tiveram diagndstico macogeaco de adenomiose.
Analisou-se a atividade de aromatase no tecido netwial incluindo-se o
endométrio correspondente por técnica de imunoistmgca. Quando se
comparou a atividade de aromatase e as fases prativa ou secretora nos
fragmentos estudados ndo houve diferencas sigmtiemae o uso de danazol
suprimiu a atividade da aromatase em 17 a 50%. Wmacacao positiva para
aromatase foi detectada no citoplasma das célulasdgilares do endométrio
das mulheres com adenomiose, da mesma forma nopaoentes glandulares
do tecido adenomidtico; entretanto ndo houve pecéep bioquimica de
atividade enzimatica nas ceélulas estromais, tantodoenetriais quanto
adenomioticas. Estes resultados demonstram quedikéddade de aromatase na
adenomiose e marcadamente em células glandulares.n&sso estudo nao
observamos associacdo entre o grau de diferenciagBtologica e a
imunoexpressao da aromatase P450 nos fragmentasdadds (Abraoet al,

2003; Kamergorodsket al, 2007).

Kitawaki et al (1999b) estudou 105 bidpsias de endométrio de
mulheres submetidas a laparotomia para histeredoou videolaparoscopia
para diagnostico de endometriose e através da samalmunoistoquimica
detectou que endometriose, miomatose e adenomioserp ter alta acuracia
em sua deteccdo pelas biépsias endometriais, paderdusar o método com
alta sensibilidade (91%) e especificidade (100%)rapaastreamento da

doenca. Em todos os seus casos de positividaden¢rono grande variagao no
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escore dos espécimes obtidos e sem relacdo do @smon a classificacdo da
ESHRE. Em mulheres que ndo apresentavam nenhumaagemoléstias
ginecoldgicas, adenomiose, endometriose e/ou miosmt ndo encontrou
expressdo de aromatase, nem de seu RNAm. Assinecpamos evidente que
apesar da possivel utilizacdo da imunoexpressaoamanatase P450 como
meétodo diagnostico em biopsias de endométrio de hmnds sintomaticas,
ainda carecemos de um preciso diagnostico diferncom outras afeccdes

estrogénio-dependentes.

Yang et al (2002a) estudou a regulacdo da transcricdo do gme
P450 aromatase em dois tipos celulares: célulapalede de endometrioma
ovariano e fragmentos de endométrio topico de mudbhegue se submeteram a
cirurgia videolaparoscoOpica para resseccdao destadometriomas e de
mulheres que se submeteram a histerectomia por las@ intraepitelial
cervical. Encontrou que em células estromais endoid#cas ha niveis muito
mais altos de RNA m de aromatase P450 e que porooladdo as células
estromais de endométrio topico ndo expressam nigaiscientes de RNA m
para que se detecte a atividade enzimatica. Conifvamaente com nosso
estudo encontramos uma ampla variagcdo na expredsdenzima aromatase
P450, sendo que nos fragmentos ovarianos observamogstividade em 07
fragmentos, correspondendo a 53,8% do total de iogsarestudados.
Ressaltamos ainda que 50% dos ovarios estudadasaptavam escore +2, ou
seja, 10 a 30% de células coradas na avaliagcdo we imunoexpressao.
Empregando o mesmo escore imunoistoquimico obseogsamue 40,7% das

biopsias de reto e sigmdide testaram negativas6e§% apresentavam escore

Riachi SHMS



Discussao43

1+, 12,5 % escore 2+ e em 3 casos observamos esoréd subdivisdo dos
casos positivos de acordo com este escore gerovesmtado estatisticamente
significante (p=0.04). Assim, parece-nos verdadejue estudos em amostras
maiores possam confirmar a mesma tendéncia nosnfeagos de ligamento

uUtero-sacro.

Maia et al, em 2008, avaliou por imunoistoquimica os efeitos d
gestodeno na expressdo da aromatase no endomé&rimudheres portadoras
de endometriose , utilizando-se da comparacao dis goupos, com e sem
medicacdo. Encontrou 92% de imunoexpressdo posigwa mulheres nao

tratadas e apenas 6% em usuarias deste anticonoegci

Células estromais de endometriose incubadas contognade AMPc
mostram niveis muito altos de atividade de aromeatgsiando comparadas
com siciciotrofoblasto placentario. Da mesma formatividade da aromatase
€ estimulada pela prostaglandina E2 que por sua teez seu aumento de
formacdo a custa do estrogénio que estimula a obkdigenase 2 (Simpsost
al, 2002). O questionamento consiste em quais difeggemmoleculares possam
estimular a inducdo da expressdo da aromatase danegtriose e inibicdo no
endométrio uterino topico. Parece que uma alterag@becular no gene que

expressa a aromatase na endometriose possa leestreaaumento de producgéao

nas células estromais.

Ndo obstante este complexo mecanismo genético endlecular que
determina a expressao da aromatase P450 em nos$sdogsa imunoexpressao

desta enzima foi baixa. Poderiamos explicar estxaaositividade entao,
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voltando a compreensao de que € necessario haverepo a mutacdo génica
para depois observarmos a imunoexpressdo de unrrdetado fator. Assim,
parece-nos ser que entre a elevada imunoexpressdardmatase P450 no
endométrio das mulheres portadoras de endometries&,baixa positividade
da imunoexpressdao nos fragmentos de tecido aquidaskos, deve existir

algum fator dificultante.

Em 2006, Heilieret al , realizando PCR para expressao da aromatase
(CYP 19) e ovario, peritdbnio e nodulos de endometei profunda, encontrou
expressao ovariana oito vezes maior, o que podergsugue os inibidores da

aromatase possam agir de forma mais intensa rfestaa da doenca.

A inducéo cirurgica de endometriose em um modelperkmental com
ratos, feita por Fangt al, em 2002 mostrou que € necessaria a presenca
simultanea do gene intacto da P450 aromatase cativeddade enzimatica da
propria aromatase para efetuar o crescimento dosdtds uterinos ectépicos

nestas cobaias de modelos experimentais.

Assim, parece-nos evidente que 0S mecanismos resp@is pela
expressdo da aromatase P450 na doenca endome#rigdic similares, mas néao
necessariamente iguais, aos observados no endamédestas mesmas

mulheres.
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1. A expressdo da proteina aromatase P450 avahadarés da técnica
de imunoistoquimica em espécimes cirargicos de mdb portadoras de

endometriose pélvica profunda apresenta baixa paddde.

2. Nao observamos diferengcas na imunoexpressaordmatase P450

nos locais estudados.

3. Nao houve associacdo entre o grau de difere@oidgstologica e a

imunoexpressado da aromatase P450.
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Anexo 1
Aprovacao do Comité de Etica e Pesquisa da ISCMSP

IRMANDADE DA SANTA CASA DE MISERICORDIA DE SAO PAULO
COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS
APROVADO PELA CONEP/MS EM 30/04/97-REF: CNS/CARTA 32 DOC.
Rua Dr. Ceséario Mota Junior, 112 Santa Cecilia CEP 01277900 Sdo Paulo -SP
PABX (11) 32240122 Ramal: 5502 — Fax- Ramal: 5710 E-mail: eticamed itacasasp.org.br

Sao Paulo, 28 de junho de 2004.

Projeto n® 071/04
Informe este nimero para identificar
seu projeto no CEP

limo.(a).Sr.(a).
Dr.(a).Silvia Helena Magalhées Stockler Riachi
Departamento de Obstetricia e Ginecologia

O Comité de Etica em Pesquisa da ISCMSP, reunido no dia 28/04/2004 e no
cumprimento de suas atribuicdes, apods revisdo do seu projeto de pesquisa

‘Expressao da aromatase p450 no endométrio, nas lesodes
peritoneais superficiais, e nos focos profundos, em mulheres

portadoras de endometriose pélvica’, emitiu parecer inicial em

pendéncia e nesta data enquadrando-o na seguinte categoria:

Aprovado inclusive o TCLE ;

El Com pendéncia modificagdes ou informacgéo relevante a serem atendidas
em 60 dias (enviar as alteragdes em duas copias)

D Retirado, por ndo ser reapresentado no prazo determinado;

l:l Nao aprovado: e

D Aprovado inclusive o TCLE (Termo de Consentimento Livre e Esclarecido )
e encaminhado para apreciacdo da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa —
MS -CONEP, a qual devera emitir parecer no prazo de 60 dias. Informamos,
outrossim, que, segundo os termos da Resolugdo 196/96 do Ministério da

Saunde a pesquisa s6 podera ser|ipiciada apds o recebimento do parecer de

aprovacgao da CONEP.

Prof. Dr. Daniel R.Mufoz
Presidente do Comité de Etica em Pesquisa
ISCMSP

Riachi SHMS



Anexos 49

Anexo 2

Reacao Imunoistoquimica — Protocolo de Boenisch

1. Cortes histolégicos dos tecidos, com 3um deesespra. Montagem dos
cortes em laminas sinalizadas, com retirada da fpaaaem estufa a 55° C, e

manutencdo dos mesmos em temperatura ambiente.

2. Desparafizagao dos cortes com xilol a 60° C,ashtie 30 minutos, seguida
por mais dois banhos em xilol a temperatura amleendurando quinze

minutos cada.

3. Reidratacdo dos cortes com etanol absoluto @tabsoluto I, etanol
absoluto Il, etanol absoluto I, etanol 95° GL &mrol 80° GL [GayLussac ]),
cada banho durando dois minutos, seguida por lamagen agua corrente e

finalizada em passagem por agua destilada.

4. Adicdo de 1.600 ml do tampao citrato de sodid ™ (pH 6,0) aos cortes,

com exposi¢cado ao vapor durante 30 minutos, comnalfdade de recuperacao
do epitopo antigénico, com a finalidade de restitamtigenicidade a proteina
afetada pela fixacdo dos tecidos em formalina. Mangédo das laminas em
vapor, por 30 minutos. ApoOs a retirada das laminamservacdo das mesmas
em solucdo tamponada, & temperatura ambiente, deirah minutos.

5. Reacdo de inibicdo da peroxidase enddgena, @asrade lavagem das
laminas em perdéxido de hidrogénio a 3% , por quateaes, por dez minutos

cada, e lavagem em agua parada, por cinco minutos.

6. Lavagem das laminas no tampé&o salino PBS (pH, 7é4r duas vezes por

15 minutos.

7. Incubacao das laminas com o anticorpo primari@ado anteriormente, na
diluicdo especificada pelo fabricante (aromatas&0), em geladeira, por 18

horas.
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8. Lavagem das laminas, por duas vezes, em tamE® ®H: 7,4), por dez

minutos.

9. Incubacado dos cortes teciduais com anticorpaausearios (anticorpos de
ligacao), por 30 minutos em estufa a 37°C. No estém utilizado anticorpo
secundario biotinilado universal [Kit DAKO LSAB Stmms Peroxidase
(DakoCorp., Carpinteria, CA, USA)].

10. Lavagem das laminas em tampéao PBS, duas veaesdez minutos.

11. Incubacdo das laminas em anticorpo terciarietreptavidina-biotina-
peroxidase (Kit DAKO LSAB Systems, Peroxidase-umisa@), em camara
uamida, por 30 minutos, em estufa a 37°C.

12. Lavagem das laminas em solucdo tampéao, duassygmwr dez minutos.

13. Colocacdo das laminas para reacdao cromoégena 88,55
tetrahidrocloreto de diaminobenzidina (DAB), porés$r a cinco minutos,
ocorrendo a reagdo que resulta no aparecimentooda&pia, caracteristica do

anticorpo fixado a proteina.
14. Lavagem em agua corrente, duas vezes, por deatos

15. Contra-coloracao rotineira com hematoxilina Mayer, por trés minutos,
em temperatura ambiente, para obtencao de colorag@tada do citoplasma e

do nacleo.
16. Desidratacao dos cortes com série de etan®-7® 100°. GL) e xilol.

17. Montagem das laminas através de sua fixacaoes&itellan Marck, a fim

de que a preparacao passe a ter conservagao penteane
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Anexo 3 — Figuras 4 a 11

FIGURA 4 — Corte histolégico de fragmento de ligam® Gtero sacro com
endometriose de padrédo glandular mista e imunoesgide da
aromatase P450 escore 0 (IH, 400x)

FIGURA 5 - Corte histoléogico de fragmento de reigmoide com
endometriose de padrdo glandular bem diferenciado e
imunoexpressédo da aromatase P450 escore +1 (IHx)400
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FIGURA 6 - Corte histoléogico de fragmento de reigmoide com
endometriose de padrdo glandular bem diferenciado e
imunoexpressao da aromatase P450 escore +2 (IHx)400

FIGURA 7 - Corte histoléogico de fragmento de reigmoide com
endometriose de padrdo glandular bem diferenciado e
imunoexpressao da aromatase P450 escore +2 (1Bix)40
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FIGURA 8 - Corte histoléogico de fragmento de reigmoide com
endometriose de padrdo estromal e imunoexpressdo da
aromatase P450 escore +2 (IH, 400x)

FIGURA 9 — Corte histoldgico de fragmento de penit® com endometriose
de padrao estromal e imunoexpressdo da aromataSeé Pdcore
+3 (IH, 400x)
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FIGURA 10 — Corte histoldégico de fragmento de owaciom endometriose de
padrdo glandular indiferenciado e imunoexpressa@aitanatase
P450 escore +3 (IH, 400x)

FIGURA 11 - Corte histol6gico de ovario com endonmate de padrao
glandular indiferenciado e imunoexpressdo da araseat
P450 escore +3 (IH, 400x).
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Riachi SHMS. Imunoexpressdo da enzima aromatase P450 em esp8éci
cirargicos de mulheres portadoras de endometrios&vipa profunda.
Dissertacdo de Mestrado 2008.

A endometriose representa um agravo de saude paltiden origem poligénica
e multifatorial. Considerando-se tratar de moléstiasociada a producao
estrogénica, a atividade aumentada da expressdardmatase P450 parece
estar associada as formas graves e recorrente®eacd.Objetivo: Avaliar a
expressdo da proteina aromatase P450 através dactede imunoistoquimica
em espécimes cirurgicos de mulheres portadoras méometriose pélvica
profunda, tais como: periténio, ovario, ligamentdero-sacrais e segmentos
de reto e sigmdide, e comparar com o grau de difei@;do histolégica nestas
mulheres. Casuistica e Método: Avaliamos 96 bidopsias extraidas de 14
mulheres que foram submetidas ao tratamento cidorgliaparoscépico da
endometriose no setor de Endoscopia GinecoldgicaEredometriose do
Departamento de Obstetricia e Ginecologia (DOGI) Idaandade da Santa
Casa de Misericordia de Sao Paulo no periodo deeri@vo de 2004 a
fevereiro de 2006. Todos os fragmentos foram suldost a analise
histolégica para confirmacdo de endometriose. Abscbs selecionados foi
aplicada a técnica do TMA (tissue microarray). Paaa avaliacdo da
imunoexpressao utilizou-se anticorpo policlonaistiaaromatase P450, na
diluicdo 1/ 50 (MCA. 2077,Serotec Inc.) e a expr@ssfoi classificada em
positiva ou negativa e as amostras com escoresede,zum, dois ou trés.
Resultados:do total de fragmentos estudados a avaliacdo & dristolégico
evidenciou padrdao estromal em 17 bidpsias (17,7%)andular bem
diferenciado em 27 biépsias (28,1%), glandular migm 24 casos (25%) e
em 28 bidpsias (29,2%) glandular pouco diferenciadoimunoexpressao foi
negativa em 54 bidpsias (56,2%) e positiva em 4@pbias (43,8%). Dos
casos positivos, 31 (32,3%) correspondiam ao esedre8 (8,3%) ao escore
+2 e 3 casos (3,1%) ao escore +3. Quando se comparexpressao da
aromatase P450 e a localizagcdo dos fragmentos adted encontramos que
nos fragmentos de periténio foi positiva em 10 cassendo 10,4% do total,
nos ligamentos Utero sacrais em 14 casos (14,6%nheaeto e sigmobide em 11
biopsias (11,5%). Na avaliacdo da expressdo e decores utilizado
encontramos escore zero (negativo) em 40,7% dogniemtos de reto e
sigmoide (p=0,04) quando comparado aos escores+2lpou +3, no restante
dos fragmentos de ovario, peritbnio e ligamentosrdatsacrais nao se
observou diferencaConclusdes:1) A expressdo da proteina aromatase P450
avaliada através da técnica de imunoistoquimicaesmécimes cirlrgicos de
mulheres portadoras de endometriose pélvica produrapresenta baixa
positividade. 2) Ndo observamos diferencas na inmexpoeessdao da aromatase
P450 nos locais estudados. 3) Nao houve associag@we o grau de
diferenciacdo histolégica e a imunoexpressao danatase P450.
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Riachi SHMS. Immunoexpression of aromatase P450 in Superfiarad Deep
Infiltrating Endometriosis (DIE).

Study Objective: This study aims to evaluate the immunoexpressiaramatase P450 and
its possible association to the localization of tepsies and the hystologic differentiation
pattern in patients with superficial and DIBesign: Cross-section (Canadian Task Force
Classification 11-2). Setting: University Hospital. Patients: We evaluated 96 biopsies
obtained from 14 patients submitted to laparoscdapgatment of endometriosis from
February 2004 to February 2006terventions: Immunohistoquemical qualitative evaluation
of aromatase P450 and histological evaluation ef@hdometriosis differentiation pattern.
Measurements and Main Results:The overall immunoexpression was negative in 54
biopsies (56.2%) and positive in 42(43.8%). In 3t af 96 biopsies (32.3%) we observed a
score +1, in 8 (8.3%) score +2 and in 3 biopsie$)(the score was +3. Comparing the
immunoexpression of the aromatase P450 and thdiZattan of the biopsies we observed
that among the positive results 10 (23.8%) werenfgeritoneal lesions, 14 (33.3) from the
uterosacral ligaments, 11 (26.2%) from the rectosig and 7 (16.7%) from the ovaries. The
Chi-Square and the Fisher exact test evidencedsucetion between the immunoexpression
of aromatase P450 and the localization of the thess{p>0.05). There was also no association
between the hystologic differentiation pattern #émel immunoexpression of aromatase P450
(p>0.05). Comparing specifically the localizatiorf the lesions and the score of
immunoexpression of aromatase P450 we observedirthidie rectosigmoid 22 out of 33
(40.7%) biopsies were negative (p=0.0Qonclusions: The immunoexpression of the
aromatase P450 presented a low positivity in thdistl fragments. The localization of the
DIE lesions showed no association to the immunasgon of aromatase P450. We
evidenced no association between the hystologiderdiftiation pattern and the
iImmunoexpression of aromatase P450.
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Tabela de pacientes avaliadas com bidpsias coletasla

correspondente de imunoexpressao da aromatase P450.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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