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1. INTRODUCAO
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A endometriose pélvica, descrita inicialmente em 1860, na Austria, pelo
patologista von Rokitansky (citado por Ridley,1968 e por Samper et al,1984),
envolvendo utero, ovarios e trompas, também foi estudada por Cullen, o qual teria
referido, alguns anos apds, a presenca de tecido endometrial ectopico em diversas
localizagbes, incluindo: utero, ovério, tuba uterina, ligamento redondo, ligamento
Gtero-ovario, ligamento Utero-sacro, septo retovaginal, parede de reto e sigmoide,

musculo retoabdominal e umbigo (Cullen, 1920).

Na mesma linha de investigacdo seguiu Sampson que, em 1921, definiu a
endometriose como a presenca de tecido com aspectos histolégicos e funcionais
semelhantes ao endomeétrio tépico, fora de seu sitio habitual. Sampson, em 1922,
descreveu a doenca como a formagdo de aderéncias extensas na escavacao
retrouterina, obliterando sua porgéo inferior e unindo a cérvice uterina, ou a por¢ao
inferior do corpo uterino, ao reto. Baseado em suas observagdes, Sampson elaborou
a teoria do refluxo menstrual a partir da qual surgiriam os implantes endometriais

ectopicos (Sampson, 1927).

" von Rokitansky APUD Ridley JH. The histogenesis of endometriosis. Obstet Gynecol Surv 1968;
23:1-35.

“von Rokitansky APUD Samper ER, Slagle GW, Hand AM. Colonic endometriosis: its clinical
spectrum. South Med J 1984; 77:912-4.

Introducéo



Helizabet Salomao Abdalla Ayroza Ribeiro 3

Recentemente a endometriose foi conceituada pela presenca fora do utero,
em diversos sitios anatdmicos de tecido semelhante ao endométrio, provocando a
inflamacé&o cronica, segundo a European Society of Human Reproduction and

Embriology (Kennedy et al, 2005).

N&o obstante ser uma das enfermidades mais estudadas nos ultimos anos, a
endometriose figura como moléstia de origem enigmatica, com mecanismos

etiologicos ainda incertos (Halme, 1985; Witz, 1999).

A endometriose constitui atualmente uma das afecc¢des ginecolégicas mais
comuns, acometendo de 7% a 10% da populacéao feminina (Boling et al,1988). Sua
prevaléncia varia de acordo com a populacédo estudada, podendo alcancar 16% em
mulheres assintomaticas e até 30% em mulheres inférteis (ACOG,1993;

Barbosa,1999).

A doenca tem inicio mais frequentemente apds a menarca e sua incidéncia
diminui significativamente ap0s os 55 anos (Eskenazi, Warner,1997; Abrdo et al,
2000). Nao obstante, observam-se formas avancadas da enfermidade apds a
menopausa (Henriksen,1955; Lansac et al, 1987; Badawy et al, 1988), existindo
relatos de comprometimento intestinal em pacientes de até 76 anos (Williams Jr,

1963). Tradicionalmente a endometriose é vista como uma afeccdo estrégeno-

dependente e ndo responsiva a acdo da progesterona (Osteen et al, 2005).

Por mais de um século, vérias teorias foram elaboradas na tentativa de explicar
as alteragdes envolvidas na génese da endometriose. Inicialmente foram estudados os

mecanismos causadores da implantacdo ectdpica do endométrio em suas diferentes

Introducéo



Helizabet Salomao Abdalla Ayroza Ribeiro 4

formas de apresentacdo (Russel, 1899"; Sampson, 1927; Ridley, 1968).

A teoria do refluxo menstrual ou menstruacéo retrégrada (Sampson, 1927) é
a mais difundida ainda hoje, mas existem outras teorias propagadas, como a da
metaplasia celdmica, segundo a qual a endometriose se desenvolveria da
metaplasia do epitélio celédmico pluripotencial, induzida por substancias nao

conhecidas (Gruenwald,1942; Craninx et al, 2000).

Javert, em 1949, propés uma teoria para a histogénese da endometriose que
combina diversos aspectos previamente descritos por outros autores: disseminacao
hematogénica e linfatica, refluxo menstrual com implantacdo de células endometriais
e disseminacdo direta por contiguidade ao miométrio, com invasdo de Orgaos

adjacentes.

Segundo Witz, em 1999, o refluxo menstrual e a implantacéo peritoneal de
células endometriais permanecem como 0S principais mecanismos responsaveis
pelo desenvolvimento da endometriose, e o0 aparecimento dos implantes
endometriais ectopicos surge da manifestacdo final de um conjunto de fatores
fisiopatolégicos, cuja complexa e dinamica interagédo, ao longo do tempo, determina

modalidades evolutivas, distintas da afeccgéao.

Concomitantemente, alguns autores centraram seus estudos nos aspectos
imunologicos sistémicos e nos fatores locais do peritdbnio que podem estar
envolvidos tanto na histogénese como nas sequelas causadas pela endometriose

(Weed, Arquembourg,1980; Steele et al, 1984; Badaway et al, 1988).

‘Russel 1899 [artigo historico] de Longo LD. Classic pages in obstetrics and gynecology. Aberrant
portions of the millerian duct found in an ovary: William Wood Russell Johns Hopkins Hospital
Bulletin, vol. 10, pp. 8-10, 1899. Am J Obstet Gynecol. 1979;134:225-6
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Assim, Oosterlynck et al, em 1991, demonstraram que pacientes portadoras
de endometriose apresentam deficiéncia na atividade dos linfocitos natural killer, o

que resulta em diminuicdo da imunidade celular.

O principal raciocinio da teoria imunologica atualiza a proposicéao do refluxo
menstrual. Acredita-se que as células endometriais ao penetrarem na cavidade
pélvica, além de estarem programadas para a morte celular (apoptose) por conta da
exposicao a progesterona, desencadeiam uma intensa reacao inflamatoria e atraem
grande numero de células do sistema imunoldgico para a regido pélvica. Desta
forma, principalmente os macrofagos sao ativados e iniciam a destruicdo da maior
parte das células endometriais por fagocitose, fazendo com que todas desaparecam
nos primeiros dias apds a menstruacdo. Na endometriose, entretanto, os macréfagos
parecem exercer uma capacidade diminuida para a fagocitose das células
endometriais, 0 que seria um dos principais facilitadores para o processo de
implantacédo e desenvolvimento destas células na cavidade peritoneal, dando origem

ao foco endometridtico inicial (Harada et al, 2004).

Suplbe-se fortemente, na atualidade, que um distirbio da resposta
imunoldgica seja o fator facilitador para o desenvolvimento da endometriose,
sugerindo a existéncia de um perfil imunoldgico especifico (Siristatidis et al, 2006),

associado a fatores angiogénicos e genéticos (Seli, Arici, 2003).

As manifestacdes clinicas da doenca sdo multiplas e independem de
sua localizacdo; a dor pélvica e a infertilidade estdo presentes em grande parte dos

casos (Romo Cabrera et al, 1989; Bedone et al, 1994: Abré&o et al, 1995).

Esta moléstia pode manifestar-se de mdltiplas formas, sendo dor pélvica e
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infertiidade os achados mais comuns. Dentre seus variados sintomas a
dismenorreia € observada com maior frequéncia, independentemente de sua
localizacdo, podendo apresentar alteracbes do padrdo menstrual, dispareunia

profunda, dor pds-coito e algia pélvica continua (Wheeler, 1989).

Aproximadamente 66% das mulheres portadoras de endometriose
apresentam seus primeiros sintomas até os 20 anos de idade, dentre as quais 38%

sao sintomaticas antes dos 15 anos (Ballweg, 2005).

Na década de 90, a endometriose pélvica infiltrativa foi conceituada e
classificada de acordo com o grau de invasao no peritbnio, em infiltracdo superficial,
intermediaria e profunda. Assim surgiu o conceito de endometriose pélvica profunda
na qual se observa lesdo com penetracdo em profundidade, igual ou superior a 5

mm, a partir do peritdnio (Cornillie et al ,1990).

A dispareunia profunda, a dor pdés-coito e a dor pélvica continua, néo
associadas ao ciclo menstrual, sdo sintomas comuns nas portadoras de
endometriose ou de aderéncias pos-infecciosas. No entanto, a dismenorreia foi
observada com maior frequéncia, ocorrendo em até 70% das portadoras de

endometriose, independentemente de sua localizacdo (Mahmood et al,1991).

A doenca profunda, segundo alguns autores, possui caracteristicas
especificas, é extremamente ativa, apresenta sincronismo com o endométrio tépico
e progressao com o passar dos anos. Esta forma de manifestacdo da doenca atinge
com maior frequéncia a escavacgao retrouterina, ligamentos Utero-sacrais e prega
vésico-uterina (Cornillie et al, 1990; Koninckx et al, 1991; Chapron et al, 2006;

Ribeiro et al, 2006).
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A endometriose do septo retovaginal foi considerada por Koninckx, Martin,
em 1994, como decorrente da infiltracdo de implante peritoneal profundo. Dois anos
mais tarde, o grupo de Donnez demonstrou diferencas estruturais, morfométricas e
histoquimicas entre a doenca do septo retovaginal e a peritoneal. Os mesmos
autores, devido as semelhancas histologicas entre a doenca de septo e a
adenomiose, principalmente no que se refere a quantidade de musculatura lisa
presente, denominaram esta afec¢cdo de adenomiose do septo retovaginal (Donnez

et al, 1996).

O diagnostico da endometriose pode ser alcancado por meio da associacao
do quadro clinico e de exames complementares. Marcadores sericos, exames
radiogréaficos, colonoscopia, ultrassonografia e laparoscopia sdo exames indicados
para a avaliacdo da endometriose. Muitas vezes, ndo se estabelece o diagnostico e
o estadio precisos do comprometimento intestinal. Na vigéncia de doenca extensa,
com infiltragdo profunda, faz-se necessario o emprego de métodos mais sensiveis
como ressonancia magnética pélvica e endossonografia intestinal (Badaway et al,

1988; Canis et al, 1996; Tardif et al, 1999).

Alguns autores classificaram o tecido endometrial ectopico de acordo com sua
atividade dominante como dois fenétipos bem definidos. Os dois tipos dominantes
de lesBes ectopicas endometriais dependem basicamente da topografia das
mesmas. O primeiro deles, definido como adenomiose, situa-se ao longo do trajeto
do ducto muleriano, incluindo Utero, férnices vaginais, septo retovaginal e a extenséo

dos ligamentos uterinos. O segundo, cujo fendtipo dominante é definido como
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endometriose, situa-se fora da extensdo do ducto de Miiller, principalmente em

peritdnio e ovarios(Brosens, Brosens, 2000).

Embora controverso, as localiza¢cées mais frequentes da endometriose séo
0s ovarios e o peritonio pélvico ( Anaf et al, 2000; Redwine, Wright 2001). As lesdes
infiltram-se frequentemente nos ligamentos Utero-sacro (Ribeiro et al, 2006; Chapron
et al, 2006), invadem o recesso retouterino, 0 septo retovaginal e o tecido
retrocervical (Koninckx, 1991), a vagina e o retossigmoide, em mais de 50% das
pacientes com estagios avancados da doenca (Cornillie et al,1990; Koninckx et al,

1991; Ribeiro et al, 2001).

Em contrapartida, Chapron, 2003 relatou que 20% das mulheres com
endometriose tém infiltracdo profunda envolvendo ligamento Utero-sacro, torus
uterino, bexiga e reto. Observou, ainda, que o envolvimento colorretal representa
93% de todas as formas de endometriose intestinal, e que esta é também a forma
mais agressiva, necessitando, segundo outros autores, de cirurgia extensa (Ribeiro

et al, 2006).

No que se refere a doenca extragenital, a endometriose intestinal € a forma
mais comum, acometendo entre 3,8% e 37% das portadoras de endometriose
(Kratzer, Salvati, 1955; Macafee, Greer 1960; Williams, Pratt, 1977; Beltran et al,
2006) sendo que o acometimento colorretal ocorre em 90% a 93% de toda a
localizag&o intestinal. As terapias medicamentosas sdo pouco efetivas sendo a
cirurgia, inclusive a resseccao colorretal, frequentemente preconizada (Remorgida et
al, 2007). Desde as primeiras descricdes de ressecc¢do colorretal por Redwine,
Wright, (2001), a possibilidade de realizacdo desta via de abordagem tem sido

confirmada por varios autores, mas permanece assunto de debate. Lesdes
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profundas sao tratadas com resseccdo do segmento acometido (Redwine et al,
1996; Lyons et al, 2006; Ribeiro et al, 2006). A laparoscopia tem sido o
procedimento de escolha no seguimento da endometriose (Redwine et al, 1996;
Anaf et al, 2000; Chapron, Dubuisson, 2001; Chapron et al, 2004, Ribeiro et al, 2006;

Brouwer, Woods, 2007).

ApOs revisarmos estes conhecimentos sobre a endometriose, entendemos a
importancia da doenca e a necessidade de mais estudos sobre sua fisiopatologia,

para obtermos novas alternativas na conducéao e tratamento da mesma.

O estudo da apoptose, dos fatores antiapoptoticos e pré-apoptoéticos, nos
levara a novas descobertas sobre o diagnoéstico e tratamento da endometriose. Mas
antes de entendermos melhor a apoptose e o ciclo celular, consideramos oportuno
reverenciar o patologista aleméo Ruldof Virchow que em 1858 citou a seguinte
frase:“...onde existe uma célula existia uma célula prévia....exatamente como 0s
animais s6 surgem de animais e as plantas de plantas...” trazendo uma profunda

mensagem de continuidade da vida.

Em nosso trabalho, abordaremos mais especificamente os fenémenos

envolvidos no controle da vida celular e o fenbmeno conhecido como apoptose.

" Rudolf Virchow APUD UNESP. Instituto de Biociéncias de Botucatu. Ciclo celular e mitose. [material
didatico on line] [citado em 10 fev 2010] Disponivel em:
www.ibb.unesp.br/departamentos/.../ciclo_celular_e_mitose.pdf
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1.1 — Revisao da Literatura

1.1.1 - Apoptose

Em 1964, foi proposto o termo “morte celular programada” para designar um
tipo de morte celular que ocorre de forma ndo acidental (Lockshin, Williams,1964).
Um pouco mais tarde, a apoptose foi definida como um processo fisioldgico que
mantém o balanco entre a proliferacéo celular e a morte celular programada (Kerr et
al, 1972), sem induzir a resposta imune ou a reacéao inflamatoria (Garcia—Velasco, et
al, 2002), e esta envolvido em ambos, no desenvolvimento normal e na doenca

(Guimaréaes, Linden, 2004).

A apoptose caracteriza-se pelo controle da atividade celular por meio da
morte induzida da célula apds estimulo especifico, principalmente pela diminuicdo da
concentracao de fatores de crescimento e pelo aumento do fator de necrose tumoral

alfa (TNF-a) (Dufournet et al, 2006).

Em outro mecanismo envolvido no processo da apoptose participam as
proteinas da familia Bcl-2, que séo codificadas pelo gene bcl-2. A proteina Bax (B-
cell lymphoma 2- assopciated protein X) e a proteina Bcl-2 (B-cell lymphoma 2).
Estas proteinas regulam a permeabilidade da membrana externa da mitocondria

(Chao et al, 1998).

A ativacao da apoptose pode ser iniciada de duas diferentes maneiras: pela
via extrinseca (citoplasmatica) ou pela via intrinseca (mitocondrial) (Grivicich et al,
2007). A via extrinseca € desencadeada pela ligacdo de ligantes especificos a um

grupo de receptores de membrana da superfamilia dos receptores de fatores de
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necrose tumoral (rTNF). Esta ligacdo € capaz de ativar a cascata das caspases

(Budihardjo et al ,1999) (Fig. 1).

FasL

>
O
[

Fas rTNF

@]

T N

(= =)

Adaptadores

D
E
D

D
E
D
Pro-caspase 8 H

Apoptose

omo
[©mofcmg]

3 Ativagao da
caspase 3

K Caspase 8 /

(Adaptado de Grivicich et al,2007)
DD= dominio de morte; DED= efetor do dominio de morte

FIGURA 1 Via extrinseca de ativacdo da apoptose

Todos os membros da familia receptores de fatores de necrose tumoral
(rTNF) possuem um subdominio extracelular rico em cisteina, o qual permite que
eles reconhegcam seus ligantes. Tal fato resulta na trimerizacdo e consequente
ativacdo dos receptores de morte especificos (Fig. 1). A sinalizacdo a seguir &
mediada pela porcao citoplasmatica desses receptores que contém uma sequéncia
de 65 aminoacidos chamada "dominio de morte" sendo, por isso, chamados de

"receptores de morte celular" (Naismith, Sprang,1998).
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Quando os receptores de morte celular reconhecem um ligante especifico,
0os seus dominios de morte interagem com moléculas conhecidas como
FADD/MORT-1. Essas moléculas tém a capacidade de recrutar a caspase-8 que

ativara a caspase-3, executando a morte por apoptose (Wieder et al, 2001).

A via intrinseca € ativada por estresse intracelular ou extracelular como a
deprivacdo de fatores de crescimento, danos no DNA, hipOoxia ou ativacdo de
oncogenes. Os sinais que sdo transduzidos em resposta a estes insultos convergem
principalmente para a mitocondria (Hengartner 2000). Inumeros estudos sobre
apoptose apontam a mitocondria como o principal mediador desse tipo de morte.
Essa organela integra os estimulos de morte celular, induzindo a permeabilizacao
mitocondrial e consequente liberagcdo de moléculas pro-apoptoéticas nela presentes

(Desagher , Martinou, 2000) (Fig. 2).

Estimulos Pré-apoptéticos

*
Citocromo
f Apzi-L g bcl-2

Ciclina d1

/ =
A 4
¢ > Apoptose

(Adaptado de Grivicich et al,2007)
Apaf-1=fator de ativacdo de protease associada a apoptose 1

FIGURA 2 Via intrinseca de ativagdo da apoptose
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A Bcl-2 é uma proteina oncogénica que inibe apoptose, aumentando assim
a sobrevida da célula. Esta localizada dentro da membrana da mitocéndria, reticulo
endoplasmatico e envelope nuclear. A associacdo das proteinas oncogénica (Bcl-2)
e pré-oncogénica (Ciclina d1) com as IAPs (inhibitor of apoptosis protein) consegue
bloquear a cascata de ativacdo de caspases e inibir a apoptose (Fig. 2) (Richter et
al, 2001). A Ciclina d1 , proteina pré-oncogénica, codificada pelo gene bcl-1, tem
acao na regulacao do ciclo celular. A super expressédo da Ciclina d1 é o resultado do
rearranjo do bcl-1 e bcl-2 na translocacéo t(11;14) (Terrano et al, 2010). A Bax é
uma proteina pro-apoptoética que, em conjunto com a Bcl-2, € responsavel pelo
equilibrio celular. Ap6s um estimulo de morte celular, a Bcl-2 inibe a permeabilizacéo
da membrana externa da mitocondria, pelo sequestro de Bax ou por competir por
sitios que seriam ocupados pela Bax nha membrana externa mitocondrial (Murphy et

al, 2000).

Quando a concentracdo de Bax € superior a de Bcl-2, esta forma
homodimeros e acelera o processo de apoptose, desde que haja um estimulo
externo. Quando a Bcl-2 apresenta maior concentragédo, esta compete com a Bax,
formando heterodimeros Bax-Bcl-2, o que retarda o processo de apoptose (Oltvai et
al, 1993). A acao inibidora da apoptose atribuida ao Bcl-2 ocorre por meio da
inibicdo da acdo do Citocromo C na mitocondria, evitando a cascata de eventos que
resulta no comprometimento do potencial de membrana externo da mitocondria que,
em contrapartida, ativa a caspase 9 e, subsequentemente, a apoptose (Nadler et al,
2008). A Apaf-1 é uma proteina pré-apoptotica envolvida na morte celular. Quando o
Citocromo C é liberado da mitocOndria, interage com o Apaf-1 e o dATP para dar

forma ao apoptosomo, um complexo grande da proteina que possa ativar caspase 9,
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levando a apoptose (Amin et al, 2010).

Trocas ciclicas em modelo de apoptose durante o ciclo menstrual sugerem
que a apoptose seja progesterona-dependente. Entretanto, ndo se evidenciou
diferenca no nivel de progesterona entre mulheres com endometriose e sem
endometriose. Nenhuma correlacdo foi encontrada entre a apoptose e o nivel de
progesterona, 0 que sugere outro mecanismo influenciando a apoptose

(Szymanowski, 2007).

1.1.2 Apoptose e Endometriose

A hipétese de que a diminuicdo da apoptose na célula endometrial, ou imune
do sistema reprodutivo, contribua para a patogénese da endometriose tem sido
considerada e estudada por varios investigadores com resultados diversos (Harada
et al, 1996; Mc Laren et al, 1997; Suganuma et al, 1997; Dmowski et al, 1998; Gebel

et al, 1998; Jones et al, 1998; Matsumoto et al, 1999; Meresman et al, 2000).

No estudo de Jones et al (1998), ndo se detectou apoptose em célula
estromal de tecido endometriético peritoneal. De acordo com estes achados, a Bcl-2

se apresenta em grande escala em células estromais de tecido ectoépico.

Vérias evidéncias sugerem que a apoptose ajude a manter a homeostasia
celular durante o ciclo menstrual, eliminando células envelhecidas da camada

funcional do endométrio uterino, durante a fase secretora tardia (Harada et al, 2004).

A andlise da expressao da proteina Bcl-2 por alguns autores mostrou que ha menor
expressdo da proteina Bcl-2 no cisto de endometriose que na endometriose peritoneal

(Harada et al, 1996; Suganuma et al, 1997; Nezhat, Kalir, 2002).
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Células endometriais ectopicas obtidas de sitios da endometriose séo
sempre mais resistentes a apoptose e mais resistentes a citélise peritoneal mediada

por macrofagos (Braun et al, 1992; Gebel et al,1998).

O modelo ciclico da expressdo da proteina Bcl-2 na célula glandular
endometrial foi relatado para trocas nos receptores de estrogeno e progesterona

durante o ciclo (Otsuki et al, 1994).

O exame da expressado da proteina Bcl-2 no endométrio eutdpico e ectopico
de pacientes com endometriose demonstra que a expressdo desta proteina nas
células endometriais de mulheres com endometriose tem um modelo ciclico. A
mesma manifestacdo nao foi evidenciada no tecido endometriotico ovariano e no

peritoneal (Watanabe et al, 1997).

Analisando a expressao das proteinas Bcl-2 e Bax em tecido endometrial e
em macrofagos de liquido peritoneal de pacientes com endometriose, observou-se
que, em tecido endometrial topico ou ectdpico, a expressao da Bcl-2 acompanha o
ciclo menstrual com aumento na fase proliferativa e declinio até niveis néo
mensuraveis na segunda metade da fase secretora, enquanto a expressdo da
proteina Bax ndo se altera, independentemente da fase do ciclo ou do tecido
endometrial tépico ou ectbépico. Observou-se, ainda, que macrofagos expressando a
proteina Bcl-2 estavam presentes em numero significativamente maior em pacientes
com endometriose e apresentaram variagdo ciclica, com declinio de seu numero
alcancando valores proximos aos encontrados em pacientes sem endometriose na
fase secretora do ciclo menstrual. Nestas pacientes, ndo houve variacao ciclica
desses macrofagos em relacdo aos macréfagos que expressavam proteina Bax. Um

namero expressivamente maior foi encontrado em pacientes sem endometriose,
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comparado a pacientes com endometriose. Porém, em ambos os grupos, ndo houve

alteracdo de numero com a fase do ciclo (MacLaren et al, 1997).

No endométrio, a proteina Bcl-2 tem sua maxima expressao durante a fase
proliferativa, gradualmente diminuindo até a fase secretora, quando praticamente
nao € encontrada, coincidindo com a observacdo de aumento na incidéncia de
apoptose na fase secretora do ciclo menstrual e diminuicdo da apoptose na fase

proliferativa do ciclo menstrual (Otsuki et al, 1994; Watanabe et al, 1997).

Neste contexto, Critchley et al (1999) reportaram um aumento na expressao
da proteina Bcl-2 na glandula e no epitélio de endométrio tratado com

antiprogestinico.

Quando células endometriais de mulheres com endometriose foram
analisadas por Meresman et al (2000), eles observaram aumento da expresséo da
proteina Bcl-2 e diminuicdo da expressao da proteina Bax. Ainda o grupo de
Meresman, em 2000, observou um aumento na expressdo da proteina Bcl-2 no
endométrio eutépico proliferativo de mulheres com endometriose, quando

comparado com endométrio normal de mulheres obesas.

No mesmo estudo pode-se avaliar a expressao da proteina Bax e observar
sua auséncia no endométrio proliferativo. Entretanto, houve um aumento em sua
expressdo no endométrio, na fase secretdria, de mulheres com endometriose e

obesas (Meresman et al, 2000).

ApoOs varios trabalhos, observou-se que o modelo ciclico da expressao da
proteina Bcl-2 ndo teve grande ocorréncia apos a administracdo de levonorgestrel,

indicando que a constante administracdo de hormonio esteroide pode afetar a
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expressdo da Bcl-2 (Rogers et al, 2000). Adicionalmente se prop6s que a acéo
antiproliferativa do analogo do GnRH poderia ser mediada por ativacado do sistema

Fas-Fasl e aumentar a morte celular apoptoética (Imai, Tamaya, 2000).

Evidéncias sugerem que a proliferacdo normal e a ciclicidade apoptética do
endométrio esteja descontrolada em mulheres com endometriose, ocorrendo
reducdo da apoptose observada primariamente na fase proliferativa precoce e na
fase secretora tardia do ciclo menstrual. E ainda, que ha baixa expressdo dos
indices de apoptose em glandula endometrial de endométrio eutdpico de mulheres
com endometriose, especialmente durante a fase secretéria tardia e proliferativa
precoce do ciclo menstrual, comparado com mulheres sem endometriose. Isto pode
indicar um aumento da viabilidade da célula endometrial regurgitada durante a
menstruacao, facilitando sua sobrevivéncia e implantacdo ectopica (Dmowski et al,

2001).

O endométrio eutépico de mulheres com endometriose tem fundamental
diferenca quando comparado com endométrio eutdpico de mulheres sem
endometriose. Isto inclui uma variedade de alteragbes na estrutura, proliferacéo,
componente imune, enzimas proteoliticas e seus inibidores, horménios produtores
de citocinas, expressdo dos genes e producdo de proteinas (Sharpe —Timms et al,
2001). E, ainda, no endométrio eutopico de mulheres com e sem endometriose, as
células apoptéticas e o numero de macréfagos foram positivamente correlacionados.
Entretanto, o numero de células apoptéticas e de macrofagos contido no endométrio
de mulheres com endometriose foi significantemente reduzido quando comparado
ao controle saudavel de mulheres sem endometriose. No mesmo estudo, foram

relatadas diferencas entre a apoptose e o nimero de macrofagos observados nas
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duas populacdes, em especial durante a fase proliferativa precoce do ciclo
menstrual. Concluiu-se que os disturbios fisioldgicos na populacdo de macréfagos no
endométrio eutdpico ocorrem em mulheres com endometriose. Este distlrbio € mais

aparente durante a fase proliferativa precoce do ciclo menstrual (Braun et al, 2002).

Em se tratando do uso de medicacdo hormonal ou ndo, alguns
pesquisadores sugerem que O esteroide ovariano possa controlar a apoptose
endometrial por estimulo e supressédo da expressdo da Bcl-2 e Bax (Rotello et al,
1992; Koh et al, 1995; Tabibzadeh et al, 1995). Sugere-se, também, que o uso do
analogo do GnRH no tratamento da endometriose induza a regressao dos implantes
endometriéticos por meio da inducdo do hipoestrogenismo causado pela down
regulation (Vignali, 1998); entretanto o efeito modulador direto do analogo do GnRH
sobre o crescimento da endometriose tem sido observado (Borroni et al, 2000; Imai,
Tamaya, 2000; Sica et al, 2001; Meresman et al, 2003). Acredita-se que o analogo
do GnRH induza apoptose, tanto nas células endometriais tépicas, como nas
ectdpicas, de pacientes com endometriose (Imai, Tamaya, 2000; Meresman et al,
2003). Segundo estes autores, o analogo do GnRH aumenta a apoptose na célula
epitelial endometrial, e isto é acompanhado por aumento na expressao dos fatores
pro-apoptéticos Bax e FasL e diminuicdo da expressdo do fator antiapoptotico

proteina Bcl-2.

No estudo da reducdo da apoptose e da proliferagdo da endometriose,
constatou-se que, quando o tecido endometrial tem uma localizacdo ectdpica, ele
difere do endométrio eutdpico pelo indice de proliferacdo, nivel de hormdnio
esteroide e marcadores de apoptose. A reducdo da sensibilidade das células

endometriéticas para a apoptose poderia promover a disseminacdo e implantacdo

Introducéo



Helizabet Salom&o Abdalla Ayroza Ribeiro 19

dessas células em sitios ectopicos (Béliard et al, 2004). Segundo estes autores, nédo
ha diferenca em apoptose espontanea entre endomeétrio de pacientes acometidas ou
nao pela doenca. A implantacédo ectopica do endométrio ndo poderia ser atribuida a
diminuicdo da apoptose no endométrio. Endométrio normal de pacientes sem
endometriose tem, entretanto, a possibilidade de ser sede de implante de
localizac&o ectopica. Lesbes endometridticas apresentam um aumento na expressao
da proteina Bcl-2 comparadas ao endométrio. Deste modo, uma elevada expresséo
da Bcl-2 promoveria a sobrevivéncia de tecido endometriético no sitio ectopico

(Béliard et al, 2004).

O endomeétrio eutdpico de mulheres com endometriose apresenta alguma
diferenca fundamental quando comparado ao endométrio eutépico de mulheres sem
endometriose. Esta diferenca poderia contribuir para a sobrevivéncia das células
endometriais regurgitadas dentro da cavidade peritoneal, permitindo desenvolver

endometriose (Harada et al, 2004).

Alguns autores sugerem o0 envolvimento da apoptose na patogénese da
endometriose. Entretanto, a expressao da proteina apoptética relacionada varia de
acordo com a localizacdo da endometriose, sugerindo o envolvimento de diferentes
caminhos apoptoticos. Evidenciou-se acgdo apoptdtica em células endometriais
topicas na endometriose ovariana e na endometriose peritoneal, mas raramente em

endometriose colorretal (Dufournet et al, 2006).

O envolvimento de fatores genéticos, imunoldgicos e enddcrinos pode
contribuir para a patogénese da endometriose por alterar as caracteristicas das
células endometriais. A atividade das enzimas proteoliticas, o conteiudo dos

diferentes receptores hormonais, a producdo hormonal local, a supervisao do escape
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imunologico, a diminuicdo da apoptose, a producdo aberrante de citocinas, o0s
fatores de crescimento e as proteinas especificas sdo as principais caracteristicas
do endométrio ectopico de mulheres com endometriose e acredita-se contribuir para
a estabilidade e manutencédo da doenca. Entretanto, muitas diferencas observadas
entre o endomeétrio ectdpico e o endométrio eutopico de mulheres com endometriose
podem ser explicadas por diferentes efeitos do fluido peritoneal e seu conteudo

(Ulukus et al, 2006).

A irregularidade da expressdo dos genes reguladores pré e antiapoptéticos
em células endometriais topicas e eutopicas de mulheres com endometriose esta
evidente. Estes resultados sugerem certa resisténcia apoptética e aumento da
sobrevida de células endometriais e endometridticas (Braun et al, 2007). A apoptose
induzida pelo analogo do GnRH na célula epitelial endometrial € mediada pelo

modelo Bax/Bcl-2 (Bilotas et al, 2007).

Recentemente no estudo da relacdo endometriose e apoptose, alguns
autores relataram como principal achado que a endometriose esta associada com a
ativacao da transcripcdo do gene p53 e alteracdes no processamento alternativo do
gene Bcl-x, causando um aumento do nivel do fator pro-apoptético Bel xs. Os
autores concluiram que a expressdo do gene apoptético avaliada no endométrio
eutopico uterino estd diminuida em mulheres com endometriose e este desequilibrio
pode ser relatado pela presenca e gravidade da doencga. Sugeriram, também, que
anormalidades do gene p53, Bax, e da familia Bcl-2, que estdo envolvidos no controle

da apoptose, podem exercer um papel na evolugéo da doencga (Zubor et al, 2009).

A busca por modalidade adequada de tratamento medicamentoso

despertou, nas ultimas décadas, o interesse pelo estudo da biologia molecular do
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endométrio tépico e da endometriose. O estudo do ciclo da vida das células
endometriais topicas e do tecido endometrial ectdpico despertou o interesse de

pesquisadores na busca por identificar a droga ideal para combater esta moléstia.

Decidimos realizar este trabalho para nos aprofundarmos no estudo da
endometriose e, consequentemente, promovermos a melhor opcao terapéutica para
resolucado dessa enfermidade; para isto, visualizamos a necessidade crescente de

informacdes sobre os fatores apoptoticos na génese da endometriose.
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2. OBJETIVO

Objetivo
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Avaliar a presenca de fatores antiapoptéticos e pré-apoptéticos na

endometriose pélvica e no endométrio normal.

Objetivo
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3. CASUISTICA E METODO

Casuistica e Método
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3.1 Casuistica

Realizamos um estudo observacional transversal aprovado pela Comissao
de Etica em Pesquisa da Irmandade Santa Casa de Misericérdia de Sdo Paulo (Lista
1). No recrutamento, foram diagnosticadas e tratadas 170 pacientes com diagndéstico
de endometriose pélvica. Dentre estas, foram selecionadas 40 pacientes portadoras
de endometriose pélvica profunda, que satisfizeram nossos critérios de incluséo e
exclusdo (Anexo 6). As mesmas foram atendidas na Clinica de Endoscopia
Ginecologica e Endometriose do Departamento de Obstetricia e Ginecologia do
Hospital Central da Santa Casa de Misericérdia de Sdo Paulo e Hospital Santa

Isabel, no periodo de 01 de outubro de 2007 a 31 de outubro de 2008.

As pacientes foram orientadas verbalmente e por meio de documento
informativo especifico quanto ao diagndstico de endometriose pélvica profunda e
convidadas a participar do estudo, concordando com o mesmo e assinando o termo

de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (Anexo 1).

Todas as pacientes foram submetidas a videolaparoscopia cirargica e
biopsia endometrial com cureta de Novak, realizadas pelo mesmo cirurgido, com
obtencdo de material do endométrio, peritdnio, ligamento Utero-sacro e intestino para
analise anatomopatologica e confirmacdo da endometriose. Realizamos avaliacdo

clinica e por imagem, para confirmacdo da hipotese diagnéstica de endometriose
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profunda. A endometriose foi diagnosticada por visualizacédo direta dos focos durante

a laparoscopia e confirmada histologicamente.

O estadiamento da endometriose foi feito pela classificacdo revisada da
American Fertility Society (ASRM -96). Todas as nossas pacientes apresentaram

escore da ASRM superior a 40, sendo classificadas como estadio V.

3.1.1 Critérios de inclusdo e exclusao

Incluimos em nosso estudo pacientes na menacme, com ciclos
eumenorreicos, portadoras de endometriose pélvica profunda (EPP), que néo
haviam sido submetidas a tratamento medicamentoso hormonal, nem medicacao
anti-inflamatéria pelo periodo minimo de trés meses antes de sua inclusdo no
estudo. Foram excluidas as pacientes que apresentavam algum tipo de doenca
cronica, neoplasia maligna e aquelas que faziam uso regular de medicamentos,

hormoénios e anti-inflamatorios.

3.1.2 Dados epidemioldgicos

As pacientes estudadas encontravam—se entre 26 anos e 46 anos de idade,
com média de 36,4 anos e desvio padrdo de 4,9. Apresentavam indice de massa

corpGrea médio= 23,1.

3.2 Métodos

3.2.1 Andlise histopatoldgica

Apés fixacdo em solucdo de formaldeido tamponado a 10%, o material foi

encaminhado ao Servi¢co de Anatomia Patologica da ISCMSP.
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Realizou-se inicialmente a analise macroscopica dos espécimes, a seguir a
desidratacdo em alcool etilico, clareados pelo xilol e embebidos em parafina, para

confecc¢ao dos blocos.

Os blocos foram cortados por meio de microtomo calibrado para cortes de 4
pum de espessura. Os cortes histolégicos foram corados pelo método de hematoxilina
e eosina (HE) ( Anexo 2) e foi realizada a leitura em microscopio 6ptico comum. Os
casos foram avaliados por examinador experiente e os laudos emitidos de acordo
com a padronizacéo utilizada pela instituicdo (Abrao et al, 2003). Todos 0s casos
apresentavam endometriose e foram selecionados para a confeccdo do arranjo

tecidual em matriz, consagradamente conhecido como tissue microarray (TMA).

3.2.2 — Tissue Microarray (TMA)

A técnica de TMA (Tissue Microarray) utilizada no presente estudo foi
realizada no Laboratério de Consultoria em Patologia Botucatu—Sao Paulo. Para tal,
empregou-se a marcacao do local na lamina do tipo histologico a ser estudado e o
local correspondente a esta marcacdo no bloco de parafina. Desta forma, obtivemos
as areas marcadas, visando a confec¢do do TMA, (Kononen et al, 1998; Packeisen

et al, 2003, Rijn, Gilks, 2004; Gualco et al, 2008) e esta descrita no Anexo 3.

3.2.3 - Estudo imunoistoquimico

Na andlise da imunoistoquimica foram avaliadas as expressfes dos
seguintes anticorpos monoclonais, Bcl-2 e Ciclina D1, dos anticorpos policlonais Bax
e Apaf-1. A técnica imunoistoquimica utilizada no presente estudo foi realizada no
Servigco de Anatomia Patolégica da ISCMSP, seguindo técnicas-padrdo de nossa

instituicdo (Anexo 4).
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Os cortes foram incubados com os anticorpos primarios preparados em
solucéo previamente otimizada de Bcl-2, Ciclina D1, Bax e APAF. Para visualizacéo
da reacéo, os cortes foram tratados com substrato cromogénico (diaminobenzidina a
60 mg% em PBS associado a 1,5 ml de peréxido de hidrogénio a 20 volumes), por
cinco minutos, a 37C. Os cortes foram contracorado s com hematoxilina de Harris,

seguindo-se desidratacdo e montagem em entellan com laminula.

A positividade da reacdo para identificacdo das células tumorais e o0s
marcadores analisados foram sinalizados pela cor sépia (substrato cromogénico). Os
anticorpos primarios utilizados nas reacdes imunoistoquimicas foram: Bcl-2
(anticorpos monoclonais) clone 124 DAKO®, Bax (anticorpos policlonais) proteina
sintética que corresponde ao aminoacido 43-61 DAKO® da proteina humana Bax;
Ciclina D1 (anticorpos monoclonais) clone AM-29 e APAF -1 (anticorpos
policlonais) peptideo sintético derivado do C — terminus Apaf - 1 humano, nas

diluicdes 1/200, 1/3.000, 1/650, 1/600, respectivamente.

A expressdo do complexo antigeno-anticorpo determinou a presenca de
coloragdo sépia nas areas de positividade, podendo ser nuclear, citoplasmatica ou

de membrana, a depender do marcador avaliado (Fig. 3.)
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FIGURA 3. Endométrio AO 400 X - (Escore 3) - A. Imunomarcagao Apafl, B.
Imunomarcacgéo Bax, C. Imunomarcacao Bcl-2, D. Imunomarcacao
Ciclina D1. Seta vermelha: Area de maior significancia da
imunomarcacao.

Os critérios para classificarmos a expressao imunoistoquimica da Bcl-2,
Ciclina D1; Bax, APAF-1 foram os mesmos utilizados para a determinacdo do escore
do HER-2 de acordo com o HercepTesttm (Dako) que considerou escore O e 1 como

negativo e escore 2 e 3, positivo (Tab. 1)( Farias et al, 2005).
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TABELA 1. Escore utilizado para avaliagdo das expressdes da Bcl-2, Ciclina D1,
Bax e APAF-1.

HercepTesttm (Dako)

Padrdo de imunomarcacgao Pontuacéao Conclusao:N
Imunoexpressao

Auséncia ou menos de 10% de
Imunopositividade na membrana das células 0 Negativo

tumorais

Imunopositividade fraca em parte da
membrana em mais de 10% das células 1+ Negativo

tumorais

Imunopositividade fraca a moderada em

] Fracamente
toda a membrana em mais de 10% das 2+ N
) _ positivo
células tumorais
Imunopositividade intensa em toda a
membrana em mais de 10% das células 3+ Fortemente positivo

tumorais

Adaptado de Farias et al, 2005
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3.2.4 — Avaliagcdo semiquantitativa da imunomarcacado por ROD (Relative
Optical Density)

Apés a avaliagdo imunoistoquimica dos fatores pré6 e antiapoptéticos,
respectivamente (Bax e Apaf-1, Bcl-2 e Ciclina-D1), realizamos a andlise
semiquantitativa dos mesmos por densidade éptica relativa (ROD). Empregamos o
sistema MCID de analise densitométrica digital (InterFocus Imaging Ltd., Linton,

England) (Anexo 5).

Dos cortes histologicos obtidos pelo TMA, foram feitas novas laminas sem a
coloragdo de fundo (hematoxilina) e submetidas a analise semiquantitativa pelo
método ROD (Relative Optical Density). Procedemos a calibracdo do aparelho
(Anexo 5), ajustando a intensidade da cor a partir de uma escala de cinza de
densidade éptica com valores pré-estabelecidos. Instituimos como padréo a abertura
da lente de 8 cm e altura de 32,9 cm e flet field corretion de 895. Em seguida, a

captura das imagens e sua posterior marcacao.
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FIGURA 4 FIGURA S

Imagem capturada (Fig. 4) e leitura (Fig. 5 -marcacao em vermelho) das
amostras do endométrio analisadas com Ciclina D1 das pacientes
(DSS,ERR,APSRD,ELBP,MBA)

FIGURA 6 FIGURA 7

Leitura das amostras do endométrio das pacientes (EGS,VMCM)
analisadas com Apaf-1
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3.3. Andlise Estatistica

Para o calculo do tamanho amostral utilizamos uma diferenca estimada da
porcentagem de expressédo dos fatores estudados de 40%, erro alfa de 5% e poder

maior que 90%.

Os resultados foram coletados e armazenados em planilhas especificas,
utilizando o software SPSS® (Statistical Package for Social Sciences) 16.0 for
Windows. Posteriormente, empregando a mesma ferramenta para tratamento

estatistico, procedemos a analise descritiva dos dados encontrados e sua tabulagéo.

Para analise da idade e indice de massa corporea, calculou-se a
homogeneidade da distribuicdo dos dados (Teste de Kolmogorov-Smirnov), que
evidenciou distribuicdo normal e, a seguir, sua média, desvio-padréao e intervalo de

confianca (IC 95%).

Para a analise das variaveis estudadas (expressao imunoistoquimica da Bcl-
2, Ciclina D1, Bax e APAF-1) em suas diferentes localizacdes, aplicamos o teste de
Qui-quadrado/Teste exato de Fisher (leitura positiva/negativa) e o Teste Z para
multiplas variaveis (leitura empregando o escore), com o intuito de verificar possiveis

diferencas entre os grupos estudados.
Utilizamos também o teste de ANOVA para a analise da variancia.

Quando o ANOVA foi significante, fez-se o uso das compara¢des mdultiplas

de Tukey.

Fixamos 5% como nivel de rejeicdo da hipotese de nulidade para todos os

parametros por nés avaliados.

Casuistica e Método



Helizabet Salom&o Abdalla Ayroza Ribeiro 34

4. RESULTADOS
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Inicialmente apresentamos a analise qualitativa da freqiéncia da
imunoexpressao da proteina Bcl-2 em todos os locais por nés avaliados:

Endomeétrio, peritdnio, ligamento Utero sacro e intestino.

Observamos que a analise da frequiéncia da imunoexpresséo da proteina
Bcl-2 no endométrio, obteve escore 1 em cinco pacientes (12,5%), escore 2 em
dezessete pacientes 17 (42,5%) e escore 3 em dezoito pacientes (45%).
Analisando o peritdnio observamos escore 2 em vinte e oito pacientes (70%) e

escore 3 em doze pacientes (30%).

A analise da frequéncia da imunoexpressdo da proteina Bcl-2 no
ligamento Utero-sacro mostrou escore 1 em uma paciente (2,5%), escore 2 em
trinta e duas pacientes (80%) e escore 3 em sete pacientes (17,5%). A analise no
intestino foi: escore 2 em vinte e nove pacientes (72,5%) e escore 3 em onze

pacientes (27,5%) (Fig. 8).
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FIGURA 8 - Representacdo do escore imunoistoquimico da proteina Bcl-2 no
endométrio e em fragmentos de tecidos de mulheres portadoras de
endometriose pélvica .

Seguimos com a analise qualitativa da freqiéncia da imunoexpressao da

proteina Ciclina D1 em todos os locais por nés avaliados.

No endométrio, a imunoexpresséo da Ciclina D1 obteve escore 1 em dez
pacientes (25%), escore 2 em vinte e duas pacientes 22 (55%), e escore 3 em
oito pacientes 8 (20%). No peritbnio obtivemos escore 0 em doze pacientes
(30%), escore 1 em dezessete pacientes (42,5%) e escore 2 em onze pacientes
(27,5%). Ja o ligamento Utero-sacro mostrou escore 1 em trinta e cinco pacientes
(87,5%), escore 2 em cinco pacientes (12,5%). E no intestino: escore 1 onze 11
pacientes (27,5%) escore 2 de vinte e dois (55%), escore 3 de sete pacientes

(17,5%).

O escore mediano da expressdo da Ciclina D1 no endométrio foi 2, no

peritdnio e ligamento Utero-sacro 1 e no intestino 2, ndo havendo diferenga entre
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a expressao de Ciclina D1 no endométrio e nas outras localizacdes (Fig. 9).

FIGURA 9 - Representacdo do escore imunoistoquimico da proteina Ciclina D1
no endométrio e em fragmentos de tecidos de mulheres portadoras
de endometriose pélvica.

A analise qualitativa da frequéncia da imunoexpressdo da proteina proé-
apoptética Bax no endométrio mostrou escore 0 em trinta pacientes (75%) e
escore 1 em dez pacientes (25%). Ja no peritbnio observamos escore 0 em todas
as pacientes (100%). No ligamento Utero-sacro escore 0 em vinte e nove
pacientes (72,5%), escore 1 em dez pacientes (25%) e escore 2 em apenas 1
paciente (2,5%). Ja o intestino mostrou escore 0 em 35 pacientes (87,5%) e

escore 1 em 5 pacientes (12,5%).

A mediana do escore da expressdo da Bax no endométrio, peritdnio,
ligamento Utero—sacro e intestino foi zero (0), ndo havendo diferenca estatistica

entre a expressédo da Bax no endométrio e nas outras localizagdes (Fig.10).
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FIGURA 10 - Representacdo do escore imunoistoquimico da proteina Bax no
endométrio e em fragmentos de tecidos de mulheres portadoras
de endometriose pélvica.

E finalmente, analisando a proteina pro-apoptética Apaf-1, observamos
gue no endométrio o escore 0 ocorreu em 22 pacientes (55%), o escore 1 em
dezoito pacientes (45%). Ja no peritdbnio o escore 0 se deu em nove pacientes
(22,5%), escore 1 em dezoito (45%) e escore 2 em treze pacientes (32,5%). No
ligamento Utero-sacro: escore 0 em dezessete pacientes (42,5%), escore 1 em 15
pacientes (37,5%), escore 2 em 7 pacientes (17,5%) e escore 3 em uma paciente
(2,5%). E no Intestino: escore 0 em dez pacientes (25%), escore 1 quatorze (35%)

e escore 2- dezesseis (40%).

O escore mediano da expressao da Apaf-1 no endométrio foi zero (0) no

peritbnio e ligamento Utero-sacro, e no intestino foi 2. O teste estatistico nao
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evidenciou diferenca entre a expressao da Apaf-1 no endométrio, em comparacao

com o peritdnio, ligamento Gtero-sacro e intestino (Fig. 11).

FIGURA 11 - Representacdo do escore imunoistoquimico da proteina Apaf-1 no
endométrio e em fragmentos de tecidos de mulheres portadoras de
endometriose pélvica .

Os dados relativos a expressdo das proteinas Bcl-2, Ciclina D1, BAX e
Apaf-1 no endométrio sdo apresentados na Tabela 2. Ressalta-se que a andlise
estatistica por meio do teste do Qui-quadrado e do Teste exato de Fischer nédo

demonstrou diferenga significativa.
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TABELA 2 - Andlise da expressdo dos fatores antiapoptoéticos e pro-apoptoticos
no endométrio de mulheres portadoras de endometriose pélvica
(Santa Casa de Sao Paulo - 2010)

Escore Bcl-2 Ciclina D1 BAX Apaf-1
Endométrio n (%) n (%) n (%) n (%)
0 - - 30 (75%) 22 (55%)
1 5 (12,5%) 10 (25%) 10 (25%) 18 (45%
2 17 (42,5%) 22 (55%) - -
3 18 (45%) 08 (20%) s s
Total 40 (100%) 40 (100%) 40 (100%) 40 (100%)

Na tabela 3 pode-se verificar a analise descritiva dos dados relativos a

expressao dos fatores estudados no peritdnio. A analise estatistica por meio do

teste do Qui-quadrado e do Teste exato de Fischer ndo demonstrou diferenga

significativa.

TABELA 3 - Andlise da expressdo dos fatores antiapoptoéticos e pro-apoptoticos
no peritbnio de mulheres portadoras de endometriose pélvica (Santa
Casa de Sao Paulo - 2010)

Bcl-2 Ciclina D1 BAX Apaf-1

Escore

Peritdnio n (%) n (%) n (%) n (%)
0 - 12 (30%) 40 (100%) 09 (22,5%)
1 - 17 (42,5%) - 18 (45%)
2 28 (70%) 11 (27,5%) - 13 (32,5%)
3 12 (30%) - - -

Total 40 (100%) 40 (100%) 40 (100%) 40 (100%)
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Estudando os fragmentos de ligamento Utero-sacro de mulheres
portadoras de endometriose observou-se maior expressdo da Ciclina D1 em
comparacao a BAX e a Apaf-1, entendemos que nao houve escore 0 na Ciclina

D1 (Tab. 4).

TABELA 4 - Analise da expressdo dos fatores antiapoptéticos e pro-apoptoticos
no ligamento Utero-sacro de mulheres portadoras de endometriose
pélvica (Santa Casa de Sao Paulo —2010)

Bcl-2 Ciclina D1 BAX Apaf-1
Escore
Lig US n (%) n (%) n (%) n (%)
0 - - 29 (72,5%) 8 17 (42,5%) ¥
1 1 (2,5%) 35 (87,5%) 10 (25%) 15 (37,5%)
2 32 (80%) 5 (12,5%) 01 (2,5%) 07 (17,5%)
3 07 (17,5%) - - 01 (2,5%)
Total 40 (100%) 40 (100%) 40 (100%) 40 (100%)

¥ - Ciclina D1 x Apaf-1. Teste exato de Fisher p=0,03
§ - Ciclina D1 x BAX. Teste exato de Fisher p=0,0

A expressao imunoistoquimica da Ciclina D1 no intestino de mulheres
portadoras de endometriose foi significativamente maior que a expressao da Apaf-
1 nos mesmos fragmentos (Tab. 5). Observamos que houve significancia entre a
Ciclina D1, que mostrou 72,5% de escore 2 e 3 , quando comparada a Apaf-1

com 25% de escore 0, quando foi avaliado fragmento intestinal (Tab. 5).
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TABELA 5 - Analise da expressdo dos fatores antiapoptéticos e pro-apoptoticos
no intestino de mulheres portadoras de endometriose pélvica (Santa
Casa de Sao Paulo - 2010)

Escore Bcl-2 Ciclina D1 BAX Apaf-1
Intestino n (%) n (%) n (%) n (%)
0 - - 35 (87,5%) 10 (25%) §
1 - 11 (27,5%) 05 (12,5%) 14 (35%)
2 29 (72,5%) 22 (55%) - 16 (40%)
3 11 (27,5%) 07 (17,5%) - .
Total 40 (100%) 40 (100%) 40 (100%) 40 (100%)

§ - Ciclina D1 x Apaf-1. Teste exato de Fisher p=0,02

A seguir, apresentaremos 0S Nnossos resultados semiquantitativos por

meio da analise da densidade Optica relativa. Observamos (Tab. 6) a

iImunoexpressao de todos os fatores estudados nos locais avaliados e seu

aumento no intestino; da mesma forma, houve a diminuicdo destes fatores no

ligamento Utero-sacro, quando os comparamos ao endomeétrio.
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TABELA 6 - Analise da densidade otica relativa (ROD) da Bcl-2, Ciclina D1, Bax e Apaf-1 no endométrio, peritdnio, LUS e intestino
de mulheres portadoras de endometriose pélvica (Santa Casa de Sao Paulo - 2010)

Local da Bcl-2 Ciclina D1 Bax Apaf-1
biopsia (Médiat Erro-padrdo(IC95%) (Média+ Erro-padrio(IC95%) (Médiat Erro-padrao(IC95%) (MédiatErro Padrao(IC 95%)

Endométrio 0,129/+ 0,001 (0,127 - 0,132) 0,174/+0,001(0,172-0,176) 0,151/+0,001(0,149-0,153) 0,149/ +0,001 (0,147-0,150) )

Peritdnio 0,116/+0,002(0,113-0,119)¥  0,126/+0,002(0,122-0,130)¥  0,143/+0,002(0,139-0,147) ¥  0,154/+0,002(0,151-0,158) )¥
LUS 0,117/+0,001(0,114-0,119)¥  0,122/+0,001(0,119-0,124)¥  0,128+0,001(0,126-0,131) ¥  0,114/+0,001(0,112-0,116) )¥
Intestino 0,141/+0,002(0,136-0,146) )¥ 0,127/+0,001(0,125-0,129) 0,166/+0,002(0,162-0,169) ¥  0,144/+0,002(0,140-0,149) )¥

¥ Teste estatistico de Anova/Tukey, P,< 0,001 na comparagao com o endométrio

ey
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Os dados expostos acima estdo mais ilustrados neste gréafico, onde
observamos, além do ja exposto, um aumento na proteina Apaf-1 no peritdnio,

quando comparado ao endomeétrio.

Médias estimadas do ROD

Fator Apoptotico
— B2
— Ciclina D1
\ Bax
— Apaf-1

0,1800—

0,1600—

0,1400—

0,1200+

T T T T
Endométrio Peritdnio LUS Intesting

Local da Biopsia

FIGURA 12- Representacédo grafica da andlise da densidade ética relativa (ROD)
das Bcl-2, Ciclina D1, Bax e Apaf-1 no endométrio, peritdnio, LUS e
intestino de mulheres portadoras de endometriose pélvica
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5. DISCUSSAO

Discussao
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A endometriose, doenca enigmatica de dificil diagnéstico e tratamento, foi
motivo de nosso estudo e empenho neste trabalho. Para melhor entendimento de
sua fisiopatologia, buscamos estudar a interferéncia dos fatores apoptoéticos na
génese da endometriose. Destes fatores, analisamos os antiapoptoéticos, Bcl-2 e

Ciclina D1, e os pr6-apoptéticos, Bax e Apaf-1.

Para isto, inicialmente utilizamos a analise histopatolégica dos seguimentos
por nés avaliados: endométrio, peritbnio, ligamento Utero-sacro e intestino. Na
sequéncia, optamos pelo emprego da técnica do TMA (Tissue Micro Arayer), que
constitui metodologia eficiente, proposta para determinar a expressao de proteinas
ou genes por meio da juncdo de varios espécimes de tecido em uma Unica lamina de
microscopio, sendo, portanto, eficaz e econdmica. Esta técnica permite a
homogeneizacdo das reacdes imunoistoquimicas, diminui vieses resultantes desses
processos e aperfeicoa a execucdo do estudo por permitir a inclusdo de multiplos

casos em um unico bloco.

Outra vantagem da técnica é que cada espécime € tratado de maneira
idéntica ao outro; consequentemente, a quantidade dos reagentes, o periodo de
incubacdo e a temperatura sdo iguais em toda a lamina, portanto os resultados de
sua coloracdo sdo perfeitamente comparaveis. (Battifora, 1986; Chen, Foran 2006;

Hassan et al, 2008).
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Cabe assinalar que sao reconhecidas como desvantagens do TMA a
significativa heterogeneidade entre as células tumorais e, dentro dos tecidos, a
necessidade do emprego de padrdo técnico adequado que permita a obtencédo de
células puras, como também a necessidade de repeticAo nos casos negativos
quando a quantidade de tumor for pequena (Lakhani, Ashworth, 2001; Sapino et al,

2006).

Em nosso estudo, objetivamos realizar os blocos de TMA com minima perda
tecidual ou defeitos técnicos que prejudicassem a confeccao e leitura das laminas.
Para isto, a distribuicdo do material de cada paciente foi feita em triplicata em cada
bloco e em trés blocos diferentes. Salientamos que obtivemos a confirmacédo de

endometriose na totalidade dos casos estudados.

ApoOs a realizacdo da técnica do TMA, seguimos na investigacdo com a
técnica imunoistoquimica, em que laminas foram confeccionadas com a coloragao
de hematoxilina/eosina e os anticorpos monoclonais Bcl-2 e Ciclina D1 e anticorpos
policlonais Bax e Apaf-1 foram testados. Empregamos a leitura do escore pelo

Hercep Testtm (Dako) e obtivemos resultados qualitativos.

Apés a analise destes resultados, sentimos a necessidade de usar um
método semiquantitativo, portanto aplicamos a densidade Optica relativa, Relative
Optical Density (ROD). Assim, empregando método estatistico adequado, obtivemos
resultados semiquantitativos que validaram ainda mais nosso estudo. A partir desse

momento, pudemos comparar nossos resultados com a literatura ja consagrada.

A apoptose é uma distinta forma de morte celular programada (Kerr et

al,1972) e sua avaliagdo no endométrio topico e eutdpico de mulheres com
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endometriose vem ganhando interesse (Harada et al, 2007). Varias evidéncias
sugerem que a apoptose ajuda a manter a homeostasia celular durante o ciclo
menstrual, eliminando as células remanescentes da camada funcional do endométrio

durante a fase secretéria tardia e a fase menstrual (Kokawa et al, 1996).

Atualmente estuda-se a existéncia de relacdo entre fatores antiapoptoticos e
pré-apoptoéticos na génese da endometriose. Por isso buscamos desenvolver nosso
trabalho, avaliando a possivel relacdo entre os fatores antiapoptoticos (Bcl-2 e
Ciclina D1) e pro-apoptoticos (Bax e Apaf-1) em diferentes localizacbes, e no
endométrio de mulheres que desenvolveram endometriose pélvica e com

comprometimento intestinal.

Os genes reguladores pro e antiapoptdticos se comportam de maneira
irregular em células endometriais eutopicas e ectopicas de mulheres com
endometriose. Estes resultados sdo consistentes com resisténcia apoptotica e

aumento da sobrevida de células endometriais em endometriose (Braun et al, 2007).

Em nosso estudo imunoistoquimico encontramos a presenca do fator
antiapoptotico (Bcl-2) e a auséncia do fator pré-apoptético (Bax) no tecido
endometrial ectépico, de forma semelhante aos achados de Meresman et al, 2000, e
Braun et al, em 2007. Estes achados nos fazem pensar que a expressao de proteina
Bcl-2 e a auséncia de proteina Bax poderia conferir a estas células a diminuicdo da

susceptibilidade para apoptose, aumentando-lhes a expectativa de vida.

Varias alteracdes qualitativas e semiquantitativas relacionadas a expressao
da apoptose foram observadas no peritdnio, ovario e na endometriose colorretal.

MacLaren et al, 1997, constataram que a proteina Bax néo se altera,
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independentemente da fase do ciclo ou do tecido endometrial topico ou ectépico. Ao
analisarem a expressao da proteina Bcl-2 em tecido endometrial tGpico ou ectopico,
constataram que a expressao da Bcl-2 acompanha o ciclo menstrual, com aumento
na fase proliferativa e declinio até niveis ndo mensuraveis na segunda metade da
fase secretora. Em nosso estudo, por meio do escore imunoistoquimico,
constatamos que no endométrio a Bax tem escore 0 em 75% das pacientes e escore
1 em 25% das pacientes. No ligamento Utero-sacro, cursa de forma semelhante,
sendo 72,5% de escore 0 e 25% de escore 1, com a ressalva de que encontramos
2,5% de escore 2. No peritbnio, constatamos que ndo ha expressao da proteina Bax,
com 100% de escore 0O, e o intestino apresenta 87,5% de escore 0 e 12,5% de
escore 1. Quando analisamos 0s nossos resultados pela densidade Optica relativa,
observamos um aumento da densidade Optica da proteina Bax no endomeétrio,
peritdnio e intestino, e uma acentuada diminuicdo no ligamento Utero-sacro. Nés
avaliamos as nossas pacientes na fase secretora do ciclo menstrual e observamos
pelo escore imunoistoquimico que a imunoexpressao da proteina Bcl-2 no
endométrio obteve escore 1 em 12,5%, escore 2 em 42,5% e escore 3 em 45% das
pacientes. Quando analisamos nossos resultados pelo ROD, constatamos que a

proteina Bcl-2 esta aumentada no endométrio e intestino.

A literatura relata baixa expressdo dos indices de apoptose em mulheres
com endometriose, na fase secretora tardia e proliferativa precoce do ciclo
menstrual, podendo levar a um aumento de células endometriais viaveis
regurgitadas na cavidade pélvica durante a menstruacdo, facilitando sua
sobrevivéncia e implantacdo ectopica. E bastante provavel que a apoptose seja

somente um dos mecanismos que controle o desenvolvimento e a progressao da
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endometriose. O balancgo entre estes dois eventos pode determinar a progressao ou
a regressdo espontanea da doenca e, ainda, explicar a existéncia de endometriose
microscopica (Dmowski et al, 2001). Nosso estudo aponta, pelo escore
imunoistoquimico, dados semelhantes aos relatados pelos autores acima em que 0s
fatores pro-apoptoticos Bax e Apaf-1 apresentam respectivamente 75% e 55% de
escore 0 no endométrio, sendo que a proteina Bax apresenta 100% de escore 0 no
peritdnio. Pela analise da densidade o6ptica relativa (ROD), a proteina Bax e a
proteina Apaf-1 encontram-se aumentada no endomeétrio, peritbnio e intestino.
Ainda, analisando os fatores antiapoptéticos Bcl-2 e Ciclina D1, pelo escore
imunoistoquimico, obtivemos 87,5% de escore 2 e 3, e 75% de escore 2 e 3,
respectivamente. Pela analise da densidade Optica relativa (ROD), observamos um
aumento da proteina Bcl-2 e da Ciclina D1 no endométrio e intestino. Devemos
ressaltar que as mulheres de nosso estudo encontravam-se na fase secretora e

proliferativa tardia do ciclo menstrual.

No estudo de Szymanowski K, 2007, ele relata que o indice de apoptose no
endométrio eutopico de mulheres com endometriose foi baixo comparado ao de
mulheres sem endometriose. As trocas ciclicas em apoptose durante o ciclo
menstrual sugerem que a apoptose seja progesterona-dependente. Entretanto, ndo
foi encontrada, por parte dos autores, nenhuma diferenca no nivel de progesterona
entre mulheres com e sem endometriose. Nenhuma correlagéo foi encontrada entre
apoptose e nivel de progesterona, o que sugere a existéncia de outro mecanismo
influenciando a apoptose. Nés poderiamos pensar em uma capacidade diminuida
dos macrofagos em realizar a fagocitose das células endometriais em mulheres com

endometriose, mantendo a sobrevivéncia destas células e da doenca. Poderiamos
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pensar também no fato de pacientes com endometriose terem maior susceptibilidade
e persisténcia do fator antiapoptotico. Varias hipoteses podem estar certas e
necessitamos de continuo estudo sobre a doenca. O processo que culmina com a
implantacdo e sobrevivéncia de células endometriais na cavidade peritoneal, as
alteracbes na expressdo de genes especificos e de proteinas, o aumento na
producdo de esteroides e de citocinas tem sido identificado no endométrio eutopico
de mulheres com endometriose. Considera-se, ainda, que o endométrio eutdpico de
mulheres com endometriose mostra diferencas fundamentais quando comparado ao
endométrio normal de mulheres sem endometriose. Estas diferencas poderiam
contribuir para a manutencdo de células endometriais que sao regurgitadas na
cavidade peritoneal e consequente desenvolvimento da endometriose (Hassa et al,

2009).

Por meio de nossos resultados observamos que, no endométrio e periténio
de mulheres com endometriose, a expressédo da Bcl-2, Ciclina D1 , Bax e Apaf-1
ndo mostrou diferenca significativa; entretanto, quando realizamos a analise da
frequéncia destes fatores no endométrio, observamos 87,5% de escore 2 e 3 para a
Bcl-2, e 75% de escore 2 e 3 para Ciclina D1, enquanto Bax e Apaf-1 ndo obtiveram
escore 2 e 3. Avaliando estes fatores no peritdnio, obtivemos 100% de escore 2 e 3
para a Bcl-2 e 100% de escore 0 para Bax, confirmando o exposto anteriormente.
Em relagcdo a andlise destes fatores no ligamento Utero-sacro, observamos que
houve diferenca significativa entre Ciclina D1 que n&o apresentou escore 0 e a Bax,
que apresentou 72,5% de escore 0. Houve diferenca significativa também entre a
Ciclina D1 que apresentou 12,5% de escore 2 e a Apaf- 1 que apresentou 42,5% de

escore 0. Ainda analisando os mesmos fatores no intestino, constatamos que houve
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diferenca significativa entre a Ciclina D1 com 72,5% de escore 2 e 3 e a Apaf-1 que
obteve 25% de escore 0. Analisando 0s nossos resultados pelo método
semiquantitativo, observamos que todos os fatores estudados, Bcl-2, Ciclina D1, Bax
e Apaf-1, quando comparados ao endométrio, estavam aumentados no intestino e
diminuidos no ligamento Utero-sacro, e que Bcl-2 e Ciclina D1 estavam diminuidas

no peritdnio quando comparados ao endomeétrio.

A andlise de nossos resultados obtidos por meio do ROD, evidencia de
forma grafica (Fig. 12), a nitida mudanca na expressdo dos diversos fatores

estudados quando comparamos o endomeétrio com todas as outras localizacdes.

E nitida também a diferenca na expressédo dos fatores antiapoptoticos e pro-
apoptoticos, no peritbnio e na endometriose profunda de ligamento Utero-sacro e
intestino. Nossos dados sustem a hipdtese de que a medida que a endometriose
evoluiu infiltrando os tecidos em profundidade, as células perderiam a capacidade de
controle deste processo complexo de morte celular programada. O aumento
significativo da densidade éptica relativa de todos os fatores estudados no intestino,
quando comparado as outras localizacdes, ndo sO reforca esta tese, como

demonstra o comportamento agressivo da doenca nesta localizagéo.

Todo este estudo nos faz pensar que podem existir mulheres com
susceptibilidade aumentada para a manutencdo dos fatores antiapoptoéticos, ou
deficiéncia imunologica e consequente diminuicdo da funcdo dos macrofagos e,
assim, persisténcia da doenca. Estamos certos de que varios estudos séo
necessarios para conquistar o seguimento ideal até a cura da doenca em estadios

mais avancados e diminuir a possibilidade de recidiva.
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Podemos observar que apos a avaliagdo da associacao entre endometriose
e apoptose, e a analise de alguns fatores antiapoptéticos e pro-apoptoticos,
obtivemos resultados expressivos que certamente contribuirdo para melhor

compreensao e tratamento da endometriose.
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6. CONCLUSOES
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1- Os fatores antiapoptéticos Bcl-2 e Ciclina D1 apresentam expressdo no

endométrio e nos fragmentos de tecido endometriético estudado.

2- O fator pro-apoptético Bax apresenta expressao praticamente nula, e o
fator pré-apoptotico Apaf -1 apresenta expressdo variavel em todos os tecidos

estudados.

3- O fator antiapoptético Bcl-2 apresenta maior expressao no ligamento

Gtero-sacro que no endomeétrio.

4- A expressao da Ciclina D1 nos fragmentos de ligamento Utero-sacro foi

superior a expressao da Bax e Apaf — 1.

5- A expressao da Ciclina D1 nos fragmentos de intestino foi superior a

expressao da Apaf-1.

6- Ha diferenca na densidade Optica relativa de todos os fatores estudados,

guando comparamos endométrio e peritdnio, ligamento Utero-sacro e intestino.
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7. ANEXOS
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ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Participacdo da senhora paciente no estudo “Analise dos fatores anti
apoptatico e pré apoptético na endometriose pélvica e no endométrio normal”

Senhora paciente

Estamos realizando uma pesquisa médica para melhorar o diagnostico e o
tratamento da doenca que a senhora possui (endometriose). Por isso gostariamos
de convida-la a participar desta pesquisa, nos autorizando a usar os resultados dos
seus exames que faremos aqui na Santa Casa.
A maioria dos exames sao feitos normalmente para todas as mulheres que tém essa
doenca e séo:

Ultrassonografia pélvica-transvaginal, um exame que estuda a sua barriga e
transforma isto numa imagem de televiséao.
. Ressonancia Magnética que é um exame parecido com o raio-x, SO que um pouco
mais demorado, porque tira varias chapas e nos mostra mais detalhes, facilitando
perceber quando existem alteracdes e onde elas estéo.
. Ultrassonografia endoscopico transretal, um exame de ultrassonografia realizado
pelo anus e com a utilizacdo de uma medicacéo calmante administrada na veia.
ApoOs a realizacao destes exames poderemos realizar uma cirurgia, a laparoscopia,
com muito mais seguranca.
Durante a videolaparoscopia iremos retirar a maior quantidade possivel de tecido
(“pele”) da endometriose para aumentar sua chance de cura. Estes pedacos de
tecidos serdo encaminhados ao laboratério para realizar o exame anatomo-
patolégico que é o exame que confirma se é endometriose.
Realizaremos também a dosagem de alguns anticorpos e proteinas nestes
pequenos pedacos de tecido tentando encontrar algumas substancias que possam
facilitar, ou dificultar, o desenvolvimento da doenca. Para conhecer melhor a
endometriose € importante também comparar os resultados das “dosagens” feitas
nos pedacos de tecido de endometriose com o endométrio (“pele” que reveste o
interior de seu utero). Para isto realizaremos também durante a laparoscopia uma

pequena biopsia do interior do seu utero.
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Se a senhora tiver qualquer duavida sobre os exames, ou sobre a pesquisa, ou ainda
sobre a doencga, ndo se envergonhe fagca qualquer pergunta, que teremos prazer em
responder.

Caso a senhora queira deixar de participar da pesquisa, por qualquer que seja o
motivo, podera fazé-lo a qualquer momento e isto ndo mudara o atendimento nem
seu tratamento. O seu nome, endereco, telefone e outros dados pessoais nao seréao
contados para ninguém. Iremos usar sO 0s resultados dos seus exames para a
pesquisa. Estes resultados serdo também fornecidos para a senhora a qualquer
momento em que a senhora solicitar.

Se durante a pesquisa, alguma coisa relacionada a ela acontecer com a senhora, a

Santa Casa dara toda ajuda médica que precisar.

Sabendo todas informagdes, eu, ,

RG. , concordo em participar do estudo “Analise dos

fatores antiapoptético, e pré apoptético na endomet riose pélvica e no
endométrio normal” e fazer os exames Ultra-som Pélvico-Transvaginal,
Ressonancia Nuclear Magnética, Ultra-som Endoscopico Transretal e Exame
anatomo-patoldgico, através da videolaparoscopia.

Assinatura da paciente voluntaria

Eu estou ciente e afirmo que expliquei todos os passos acima, bem como os riscos e

beneficios da participacédo da pesquisa.

Assinatura do pesquisador
Helizabet Salomao Abdalla Ayroza Ribeiro —
21767000/ R 5535/ 21767794

Sao Paulo, / /
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ANEXO 2
FIGURAS DA COLORAGCAO HEMATOXILINA /EOSINA

FIGURA 1
Endomeétrio Proliferativo tardio( MSPC)
HE 200X

FIGURA 2 FIGURA 3
Endométrio Secretor(AVFN) Ligamento Utero-Sacro(MSPC)
HE 200X HE 200X

Anexos



Helizabet Salom&o Abdalla Ayroza Ribeiro 60

ANEXO 3

DESCRICAO DA TECNICA DE TMA

A construcao do bloco de TMA seguiu a técnica de Kononen U, 1998.

1. Separacéo dos blocos de parafina para a realizagédo dos TMAs, com slots
de 0,6mm em triplicata, perfazendo um total de 12 blocos de TMA (Fig. 2); cada
TMA com as amostras de um dos sitios (endométrio, LUS, peritbneo, intestino)
previamente marcados (blocos doadores) e descritos acima, correspondentes as

areas de interesse ao estudo imunoistoquimico. (Anexo 4)

2. Utilizacado do aparelho (Beecher Instruments, Sun Prairie, WI) para criar

espaco vazado (“casela”) no bloco receptor;

3. Extracéo, do bloco doador, de um cilindro tecidual de 0,6 mm de diametro

da respectiva area de interesse previamente selecionada;

4. Transferéncia do cilindro tecidual obtido do bloco doador para a “casela”

previamente criada no bloco receptor com agulha de 1,0 mm;

5. Progressédo, em fracbes de milimetros, a novas posi¢cdes dentro do bloco
receptor, de modo a criar coletinea de amostras teciduais seguindo disposi¢cao

matricial;

6. Avaliagao da qualidade do bloco final para armazenamento.
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CONFECCAO DO BLOCO DE TMA

S i e FIGURA 4
- : TMA — Endometriose Intestinal
Imunomarcada pela Bcl-2
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FIGURAS
Arrayer de tecido (Beecher Instruments, USA)
3 amostras teciduais de 0,6 mm cada
4 blocos (total)
Numero de casos por bloco: 40
Controles apropriados incluidos
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ANEXO 4

REACAO IMUNOISTOQUIMICA

1. Cortes histologicos dos tecidos, com 0,6um de espessura. Montagem dos
cortes em laminas silanizadas, com retirada da parafina em estufa a 55° C, e

manutengdo dos mesmos em temperatura ambiente.

2. Desparafizacdo dos cortes com xilol a 60° C, durante 30 minutos, seguida

por mais dois banhos em xilol a temperatura ambiente, durando 15 minutos cada.

3. Reidratacdo dos cortes com etanol absoluto (etanol absoluto I, etanol
absoluto I, etanol absoluto Ill, etanol 95°GL e etanol 80°GL [Gay-Lussac]), cada
banho durando dois minutos, seguida por lavagem em agua corrente e finalizada em

passagem por agua destilada.

4. Adicéo de 1.600 ml do tampéo citrato de sédio 0,1 M (pH 6,0) aos cortes,
com exposi¢cado ao vapor durante 30 minutos, com a finalidade de recuperagao do
epitopo antigénico, com a finalidade de restituir antigenicidade a proteina afetada
pela fixacdo dos tecidos em formalina. Manutencdo das laminas em vapor, por 30
minutos. Apds a retirada das laminas, conservacdo das mesmas em solucao

tamponada, a temperatura ambiente, durante 20 minutos.

5. Reacdo de inibicdo da peroxidase enddgena, por meio de lavagem das
laminas em peroxido de hidrogénio a 3%, por quatro vezes, por dez minutos cada, e

lavagem em agua parada, por cinco minutos.

6. Lavagem das laminas no tampao salino PBS (pH 7,4), por duas vezes, por

15 minutos.
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7. Incubacdo das laminas com o0s anticorpos primarios citados
anteriormente, nas diluicbes especificadas pelo fabricante (Bax 1/3.000; Bcl-2 1/200;

APAF-1 1/600; Ciclina D1 — 1/650), em geladeira, por 18 horas.

8. Lavagem das laminas, por duas vezes, em tampao PBS (pH: 7,4), por dez

minutos.

9. Incubacéao dos cortes teciduais com anticorpos secundarios (anticorpos de
ligacdo), por 30 minutos em estufa a 37°C. No estudo foi utilizado anticorpo
secundério biotinilado universal [Kit DAKO LSAB Systems, Peroxidase (DakoCorp.,

Carpinteria, CA, USA)].

10. Lavagem das laminas em tampé&o PBS, duas vezes, por dez minutos.

11. Incubacdo das laminas em anticorpo terciario, estreptavidina—biotina-
peroxidase (Kit DAKO LSAB Systems, Peroxidase-universal), em camara Uumida, por

30 minutos, em estufa a 37°C.

12. Lavagem das laminas em solugéo tampao, duas vezes, por dez minutos.

13. Colocacdo das laminas para reacdo cromogena em 3,355 tetra-
hidrocloreto de diaminobenzidina (DAB), por trés a cinco minutos, ocorrendo a
reacdo que resulta no aparecimento da cor sépia, caracteristica do anticorpo fixado a

proteina.

14. Lavagem em agua corrente, duas vezes, por dez minutos.

15. Contracoloracao rotineira com hematoxilina de Mayer, por trés minutos,
em temperatura ambiente, para obtenc&o de coloracdo azulada do citoplasma e do

nucleo.
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16. Desidratacao dos cortes com série de etanol (50-70-100°. GL) e xilol.

17. Montagem das laminas por meio de fixacdo sobre Entellan Merck, a fim

de que a preparacdo passe a ter conservacéo permanente.
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FIGURAS DAS EXPRESSOES IMUNOIS TOQUIMICAS

FIGURA 6. Imunomarcacao pela Apaf-1 AO 400 X - (Escore 2)

A. Intestino B. Peritbnio C. LUS

Seta vermelha: Area de maior significancia da imunomarcagéo.
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FIGURA 7. Imunomarcacao pela BAX AO 400 X - (Escore 1)

A. Intestino B. Peritbnio C. LUS

Seta vermelha: Area de maior significancia da imunomarcagéo.
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FIGURA 8. Imunomarcacao pela BCL-2 AO 400 X - (Escore 3)

A. Intestino B. Peritbnio C. LUS

Seta vermelha: Area de maior significancia da imunomarcacao.
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FIGURA 9. Imunomarcacao pela Ciclina D1 AO 400 X - (Escore 3)

A. Intestino B. Peritbnio C. LUS

Seta vermelha: Area de maior significancia da imunomarcacao.
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ANEXO 5

FIGURAS DA METODOLOGIA E IMAGENS OBTIDAS PELO (ROD)

FIGURA 10

(Aparelho InterFocus Imaging Ltd.,Linton,England
E sistema de captura e leitura de imagens)

FIGURA 11

(Aparelho InterFocus Imaging Ltd.,Linton,England
E sistema de captura e leitura de imagens)
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FIGURA 12

Monitores para leitura e captura de imagens

FIGURA 13 FIGURA 14

A — Imagem capturada B — Imagem lida (marcacdo em vermelho)

Endométrio — Ciclina D1 (Pacientes: DSS, ERR, APSRD, ELBP, MBA)
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FIGURA 15

Imagens capturadas - Da esquerda para a direita
(Controle+Pacientes: PXS, KRL,TSS,VMCM,EGS)
(Endométrio- Apaf-1)

FIGURA 16 FIGURA 17

(EGS e VMCM- Marcacédo em vermelho) Endométrio- Apaf-1 (EGS)
Endométrio Apaf-1
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FIGURA 18

Endométrio — Apaf-1
(MBA,ELBP,APSRD,ERR,DSS)
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Tabela geral das pacientes e dos resultados analisa

ANEXO 6

das pelo método ROD

Paciente

EndoApaf

EndoBax

EndoBcl2

EndoCiclina

522-EGS
519-VMCM
516-TSS
513-KRL
510-PXS
507-RBO
504-EVOF
501-JMBB
498 -PP)J
495 - VH
492 - DP
489 - MS
486 - MD
485-LPK
488-RMSM
491 - NM
494- CL
497-NLRL
500- AEA
503-JFR
506 - FB
509-DSS
512 -ERR
515 - AP
518 - EL
521 - MB
523-RMSP
520 - RE
517 -AC
514 -EN
511-MPF
508-TMRM
505 -PM
502 - SP
499 - IG
496- SCA
493-MEDX
490 AVEN
487-MLY
484-APTD

0,16094.00000
0,15245.00000
0,14594.00000
0,13905.00000
0,12588.00000
0,12274.00000
0,15322.00000
0,15409.00000
0,14225.00000
0,16326.00000
0,15957.00000
0,14054.00000
0,13079.00000
0,12519.00000
0,15438.00000
0,17787.00000
0,16279.00000
0,13972.00000
0,14809.00000
0,13125.00000
0,17930.00000
0,14885.00000
0,15116.00000
0,11742.00000
0,14630.00000
0,12115.00000
0,15488.00000
0,14537.00000
0,15231.00000
0,15701.00000
0,13215.00000
0,17015.00000
0,12108.00000
0,12199.00000
0,16005.00000
0,14532.00000
0,10940.00000
0,12391.00000
0,17360.00000
0,14180.00000

0,15412.00000
0,14222.00000
0,14720.00000
0,15030.00000
0,16360.00000
0,19147.00000
0,14327.00000
0,14092.00000
0,15970.00000
0,11245.00000
0,14956.00000
0,17321.00000
0,14976.00000
0,13632.00000
0,15822.00000
0,13619.00000
0,14519.00000
0,13160.00000
0,14988.00000
0,12812.00000
0,15054.00000
0,12038.00000
0,16879.00000
0,13785.00000
0,17836.00000
0,16996.00000
0,17122.00000
0,13690.00000
0,14877.00000
0,13703.00000
0,15361.00000
0,14329.00000
0,12572.00000
0,12592.00000
0,14381.00000
0,14085.00000
0,14841.00000
0,13522.00000
0,15796.00000
0,13593.00000

0,12517.00000
0,12598.00000
0,11924.00000
0,13033.00000
0,11258.00000
0,12069.00000
0,13497.00000
0,13516.00000
0,11731.00000
0,10784.00000
0,10998.00000
0,11117.00000
0,15216.00000
0,14048.00000
0,16856.00000
0,11869.00000
0,14595.00000
0,14385.00000
0,15497.00000
0,11958.00000
0,15625.00000
0,12177.00000
0,11969.00000
0,11626.00000
0,13295.00000
0,12795.00000
0,13154.00000
0,12549.00000
0,14382.00000
0,12392.00000
0,11490.00000
0,12250.00000
0,12328.00000
0,12069.00000
0,12000.00000
0,12132.00000
0,12855.00000
0,13081.00000
0,11882.00000
0,11800.00000

0,13419.00000
0,19586.00000
0,18685.00000
0,16775.00000
0,17873.00000
0,13094.00000
0,16211.00000
0,14885.00000
0,17963.00000
0,12914.00000
0,13336.00000
0,15885.00000
0,16034.00000
0,18295.00000
0,16547.00000
0,16043.00000
0,12226.00000
0,23137.00000
0,13686.00000
0,19161.00000
0,15858.00000
0,11370.00000
0,18832.00000
0,13234.00000
0,22955.00000
0,20994.00000
0,21998.00000
0,16365.00000
0,19089.00000
0,17639.00000
0,14090.00000
0,15330.00000
0,14342.00000
0,21406.00000
0,19580.00000
0,14674.00000
0,13916.00000
0,17611.00000
0,24521.00000
0,15156.00000

Cont.
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Tabela geral das pacientes e dos resultados analisa

Continuacao

das pelo método ROD

74

Paciente

IntestinoApaf

IntestinoBax

IntestinoBcl2

IntestinoCiclina

522-EGS
519-VMCM
516-TSS
513-KRL
510-PXS
507-RBO
504-EVOF
501-JMBB
498 -PP)J
495 - VH
492 - DP
489 - MS
486 - MD
485-LPK
488-RMSM
491 - NM
494- CL
497-NLRL
500- AEA
503-JFR
506 - FB
509-DSS
512 -ERR
515 - AP
518 - EL
521 - MB
523-RMSP
520 - RE
517 -AC
514 -EN
511-MPF
508-TMRM
505 -PM
502 - SP
499 - IG
496- SCA
493-MEDX
490 AVEN
487-MLY
484-APTD

0,15092.00000
0,15450.00000
0,14530.00000
0,14122.00000
0,16565.00000
0,16700.00000
0,17845.00000
0,11855.00000
0,13890.00000
0,15070.00000
0,12560.00000
0,16925.00000
0,13490.00000
0,13865.00000
0,13977.00000
0,14405.00000
0,13047.00000
0,16205.00000
0,12425.00000
0,12327.00000
0,14305.00000
0,12880.00000
0,16830.00000
0,17510.00000
0,15813.00000
0,15565.00000
0,13705.00000
0,14050.00000
0,14283.00000
0,16180.00000
0,11388.00000
0,14055.00000
0,13700.00000
0,16010.00000
0,14370.00000
0,12390.00000
0,17000.00000
0,15560.00000
0,12875.00000
0,13330.00000

0,18260.00000
0,16433.00000
0,34693.00000
0,20968.00000
0,20042.00000
0,22685.00000
0,24930.00000
0,12673.00000
0,15810.00000
0,14890.00000
0,14120.00000
0,14710.00000
0,13844.00000
0,14516.00000
0,16077.00000
0,13130.00000
0,14990.00000
0,17250.00000
0,12726.00000
0,15550.00000
0,16716.00000
0,15850.00000
0,18560.00000
0,17271.00000
0,13585.00000
0,16117.00000
0,17133.00000
0,14490.00000
0,17247.00000
0,17550.00000
0,13484.00000
0,15660.00000
0,15737.00000
0,16960.00000
0,15595.00000
0,13645.00000
0,15463.00000
0,14017.00000
0,16215.00000
0,12895.00000

0,14368.00000
0,14180.00000
0,16183.00000
0,17223.00000
0,13984.00000
0,13833.00000
0,15633.00000
0,18070.00000
0,13177.00000
0,13280.00000
0,13727.00000
0,12630.00000
0,13667.00000
0,15320.00000
0,12470.00000
0,13450.00000
0,12030.00000
0,14685.00000
0,13897.00000
0,14343.00000
0,14180.00000
0,12230.00000
0,13953.00000
0,11985.00000
0,12530.00000
0,16900.00000
0,15277.00000
0,13690.00000
0,13693.00000
0,17060.00000
0,12640.00000
0,14250.00000
0,14830.00000
0,13455.00000
0,16715.00000
0,12707.00000
0,14698.00000
0,13240.00000
0,14839.00000
0,13764.00000

0,16266.00000
0,15850.00000
0,13366.00000
0,15395.00000
0,12757.00000
0,13378.00000
0,14015.00000
0,11414.00000
0,12042.00000
0,11853.00000
0,11476.00000
0,11642.00000
0,13294.00000
0,14726.00000
0,13827.00000
0,11395.00000
0,11489.00000
0,14813.00000
0,11830.00000
0,11897.00000
0,12599.00000
0,11457.00000
0,12967.00000
0,12475.00000
0,12305.00000
0,12501.00000
0,12837.00000
0,11785.00000
0,13338.00000
0,17638.00000
0,11094.00000
0,12073.00000
0,12013.00000
0,12306.00000
0,12175.00000
0,11325.00000
0,13092.00000
0,11539.00000
0,13415.00000
0,11189.00000
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Tabela geral das pacientes e dos resultados analisa

Continuacao

das pelo método ROD

Paciente

LUSApaf

LUSBax

LUSBcI2

LUSCiclina

522-EGS
519-VMCM
516-TSS
513-KRL
510-PXS
507-RBO
504-EVOF
501-JMBB
498 -PP)J
495 - VH
492 - DP
489 - MS
486 - MD
485-LPK
488-RMSM
491 - NM
494- CL
497-NLRL
500- AEA
503-JFR
506 - FB
509-DSS
512 -ERR
515 - AP
518 - EL
521 - MB
523-RMSP
520 - RE
517 -AC
514 -EN
511-MPF
508-TMRM
505 -PM
502 - SP
499 - IG
496- SCA
493-MEDX
490 AVEN
487-MLY
484-APTD

0,12717.00000
0,11721.00000
0,11575.00000
0,11180.00000
0,10900.00000
0,12011.00000
0,10945.00000
0,11288.00000
0,10561.00000
0,11656.00000
0,11194.00000
0,12247.00000
0,10583.00000
0,11735.00000
0,10665.00000
0,11537.00000
0,10829.00000
0,10610.00000
0,11310.00000
0,10767.00000
0,10853.00000
0,11505.00000
0,11157.00000
0,11498.00000
0,11970.00000
0,12112.00000
0,11402.00000
0,12065.00000
0,10533.00000
0,12550.00000
0,12241.00000
0,11049.00000
0,12276.00000
0,11319.00000
0,11291.00000
0,11660.00000
0,11659.00000
0,10676.00000
0,11611.00000
0,10915.00000

0,12770.00000
0,12630.00000
0,14090.00000
0,13380.00000
0,13490.00000
0,13970.00000
0,12730.00000
0,12910.00000
0,12910.00000
0,12600.00000
0,11940.00000
0,13500.00000
0,11220.00000
0,11730.00000
0,11730.00000
0,12400.00000
0,12710.00000
0,12480.00000
0,12600.00000
0,12430.00000
0,12470.00000
0,13000.00000
0,12280.00000
0,13220.00000
0,12780.00000
0,12250.00000
0,12960.00000
0,13460.00000
0,11430.00000
0,12750.00000
0,13780.00000
0,12740.00000
0,15190.00000
0,14150.00000
0,14110.00000
0,11960.00000
0,13720.00000
0,12440.00000
0,12980.00000
0,12320.00000

0,12150.00000
0,11392.00000
0,11870.00000
0,11526.00000
0,11477.00000
0,11995.00000
0,11766.00000
0,11676.00000
0,12462.00000
0,12366.00000
0,12568.00000
0,12446.00000
0,11914.00000
0,12108.00000
0,11213.00000
0,11290.00000
0,11604.00000
0,11335.00000
0,11328.00000
0,10783.00000
0,11283.00000
0,11650.00000
0,11800.00000
0,12059.00000
0,11607.00000
0,12152.00000
0,12172.00000
0,11860.00000
0,10944.00000
0,10988.00000
0,11534.00000
0,11132.00000
0,11388.00000
0,11983.00000
0,10933.00000
0,11100.00000
0,11901.00000
0,12353.00000
0,11436.00000
0,12099.00000

0,16280.00000
0,12680.00000
0,13210.00000
0,14015.00000
0,16030.00000
0,14048.00000
0,11702.00000
0,11957.00000
0,12707.00000
0,12997.00000
0,11867.00000
0,12637.00000
0,11207.00000
0,11321.00000
0,12353.00000
0,11764.00000
0,12305.00000
0,12208.00000
0,12322.00000
0,12006.00000
0,11865.00000
0,11785.00000
0,12016.00000
0,12624.00000
0,12230.00000
0,12102.00000
0,13206.00000
0,12846.00000
0,10846.00000
0,10696.00000
0,11154.00000
0,11300.00000
0,11251.00000
0,11367.00000
0,12007.00000
0,11380.00000
0,13309.00000
0,11969.00000
0,11577.00000
0,11887.00000
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76

Tabela geral das pacientes e dos resultados analisa

Continuacao

das pelo método ROD

Paciente

PeriApaf

PeriBax

PeriBcl2

PeriCiclina

522-EGS
519-VMCM
516-TSS
513-KRL
510-PXS
507-RBO
504-EVOF
501-JMBB
498 -PP)J
495 - VH
492 - DP
489 - MS
486 - MD
485-LPK
488-RMSM
491 - NM
494- CL
497-NLRL
500- AEA
503-JFR
506 - FB
509-DSS
512 -ERR
515 - AP
518 - EL
521 - MB
523-RMSP
520 - RE
517 -AC
514 -EN
511-MPF
508-TMRM
505 -PM
502 - SP
499 - IG
496- SCA
493-MEDX
490 AVEN
487-MLY
484-APTD

0,13050.00000
0,15012.00000
0,18272.00000
0,17060.00000
0,18322.00000
0,15200.00000
0,18072.00000
0,14667.00000
0,16690.00000
0,17656.00000
0,12193.00000
0,16003.00000
0,11317.00000
0,17357.00000
0,16564.00000
0,14886.00000
0,17126.00000
0,14300.00000
0,13310.00000
0,11920.00000
0,16020.00000
0,18453.00000
0,16118.00000
0,17870.00000
0,12985.00000
0,12330.00000
0,12167.00000
0,15107.00000
0,14166.00000
0,15755.00000
0,13690.00000
0,15607.00000
0,14488.00000
0,15432.00000
0,17120.00000
0,12160.00000
0,12848.00000
0,13352.00000
0,14160.00000
0,14195.00000

0,12835.00000
0,15106.00000
0,14255.00000
0,15310.00000
0,13390.00000
0,13125.00000
0,13125.00000
0,12225.00000
0,12710.00000
0,12850.00000
0,13260.00000
0,14430.00000
0,14430.00000
0,15157.00000
0,13123.00000
0,14615.00000
0,14830.00000
0,18147.00000
0,12450.00000
0,13316.00000
0,14043.00000
0,12897.00000
0,12891.00000
0,13370.00000
0,15690.00000
0,11820.00000
0,13525.00000
0,12743.00000
0,11850.00000
0,12675.00000
0,13048.00000
0,13370.00000
0,16566.00000
0,16050.00000
0,11700.00000
0,13525.00000
0,12413.00000
0,13073.00000
0,11850.00000
0,13340.00000

0,11448.00000
0,11961.00000
0,11693.00000
0,11585.00000
0,11663.00000
0,12045.00000
0,12099.00000
0,12895.00000
0,11560.00000
0,11925.00000
0,11060.00000
0,12495.00000
0,10315.00000
0,11365.00000
0,11538.00000
0,10990.00000
0,11005.00000
0,11921.00000
0,10748.00000
0,11407.00000
0,11610.00000
0,11250.00000
0,11670.00000
0,11830.00000
0,12470.00000
0,11083.00000
0,11285.00000
0,11653.00000
0,11000.00000
0,10935.00000
0,11522.00000
0,11718.00000
0,12078.00000
0,12060.00000
0,10985.00000
0,11080.00000
0,11690.00000
0,11485.00000
0,11445.00000
0,11508.00000

0,12300.00000
0,13963.00000
0,13390.00000
0,14193.00000
0,13225.00000
0,11000.00000
0,10717.00000
0,10770.00000
0,11213.00000
0,12940.00000
0,11427.00000
0,12130.00000
0,10795.00000
0,12163.00000
0,15630.00000
0,12630.00000
0,16483.00000
0,13023.00000
0,12775.00000
0,12367.00000
0,13240.00000
0,12180.00000
0,15707.00000
0,11393.00000
0,13243.00000
0,12365.00000
0,10663.00000
0,12705.00000
0,14427.00000
0,11845.00000
0,13240.00000
0,11663.00000
0,13453.00000
0,15323.00000
0,11780.00000
0,10905.00000
0,11420.00000
0,11480.00000
0,12350.00000
0,12066.00000
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Tabela geral das pacientes e dos resultados analisa  das pelo Escore
NOME REGISTRO IDADE IMC Endométrio Enfio_métrio Endométrio Endométrio
BCL2 CiclinaD1 BAX APAF
APTD 728120 31 22,1.0 2 2 0 1
LPK 728128 34 23,3.0 2 3 0 0
MDA 992804 40 24,00 2 3 0 0
LMY 731574 41 25,0.0 2 2 0 1
RMSM 731619 39 20,7.0 1 2 0 1
MSPC 731753 43 28,2.0 1 2 1 1
AVFN 29712 43 23,3.0 2 2 0 1
NMS 734521 41 25,00 3 3 0 0
DPDCR 734574 39 20,2.0 2 2 0 1
MEDXM 739844 41 19,8.0 2 1 1 1
cL 739859 34 22,8.0 1 1 0 0
VHLD 743419 38 21,0.0 2 1 0 1
SCA 743629 43 23,9.0 1 1 0 0
NLRLO 746994 35 23,3.0 3 2 0 1
PPJU 760911 36 20,7.0 3 2 0 0
IGF 760954 27 26,9.0 3 1 0 0
AEACV 526043 37 21,7.0 2 3 0 0
JMBBL 776023 40 21,2.0 2 2 0 0
sP 776063 41 22,20 3 2 0 1
JFR 530092 34 21,2.0 3 2 1 1
EVOF 783124 39 23,3.0 3 2 0 1
PMSS 796790 32 20,1.0 3 2 0 0
FBP 796870 30 20,9.0 1 1 0 0
RBO 1460539 35 23,3.0 2 1 0 1
TMRM 814439 34 25,0.0 2 2 1 0
DSS 817049 39 25,6.0 2 1 0 0
PXS 817115 30 25,6.0 3 2 0 0
MPF 830427 27 26,6.0 3 2 0 0
ERR 833870 46 31,2.0 2 1 0 0
KRL 840705 33 20,2.0 3 2 0 1
ENI 840767 39 22,5.0 3 2 1 0
APSRD 843890 35 21,2.0 3 2 1 0
TSS 139823 31 20,7.0 3 1 0 1
ACAS 139847 33 20,1.0 3 2 0 0
ELBP 880518 35 22,4.0 3 3 1 0
VMCM 883755 44 25,6.0 2 3 1 1
REIM 886502 35 22,2.0 2 3 0 1
MBA 887042 26 26,2.0 3 2 1 0
EGS 887119 35 22,5.0 3 2 0 1
RMSP 893626 40 23,3.0 2 3 1 0
Cont.
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Tabela geral das pacientes e dos resultados analisa  das pelo Escore

Continuacao

NOME REGISTRO IDADE IMC Peritonio Peritonio Pferiténio Peritonio

APAF BCL2 CiclinaD1 BAX
APTD 728120 31 22,1.0 0 2 1 0
LPK 728128 34 23,3.0 2 3 0 0
MDA 992804 40 24,0.0 1 2 1 0
LMY 731574 41 25,0.0 2 2 0 0
RMSM 731619 39 20,7.0 2 3 0 0
MSPC 731753 43 28,2.0 1 2 0 0
AVFN 29712 43 23,3.0 1 3 1 0
NMS 734521 41 25,0.0 1 2 0 0
DPDCR 734574 39 20,2.0 0 2 1 0
MEDXM 739844 41 19,8.0 0 3 0 0
CL 739859 34 22,8.0 1 2 0 0
VHLD 743419 38 21,0.0 2 3 0 0
SCA 743629 43 23,9.0 0 2 0 0
NLRLO 746994 35 23,3.0 1 2 0 0
PPJU 760911 36 20,7.0 2 2 1 0
IGF 760954 27 26,9.0 2 2 2 0
AEACV 526043 37 21,7.0 2 2 1 0
JMBBL 776023 40 21,2.0 0 2 2 0
SP 776063 41 22,2.0 1 2 1 0
JFR 530092 34 21,2.0 0 2 2 0
EVOF 783124 39 23,3.0 1 2 2 0
PMSS 796790 32 20,1.0 0 3 2 0
FBP 796870 30 20,9.0 1 3 2 0
RBO 1460539 35 23,3.0 1 2 2 0
TMRM 814439 34 25,0.0 2 2 1 0
DSS 817049 39 25,6.0 2 2 2 0
PXS 817115 30 25,6.0 2 2 1 0
MPF 830427 27 26,6.0 0 2 1 0
ERR 833870 46 31,2.0 1 3 1 0
KRL 840705 33 20,2.0 2 3 1 0
ENI 840767 39 22,5.0 1 3 1 0
APSRD 843890 35 21,2.0 1 2 2 0
TSS 139823 31 20,7.0 2 3 1 0
ACAS 139847 33 20,1.0 1 3 0 0
ELBP 880518 35 22,4.0 1 2 1 0
VMCM 883755 44 25,6.0 2 2 2 0
REIM 886502 35 22,2.0 1 2 0 0
MBA 887042 26 26,2.0 1 2 1 0
EGS 887119 35 22,5.0 1 2 2 0
RMSP 893626 40 23,3.0 0 2 1 0
Cont.
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Tabela geral das pacientes e dos resultados analisa  das pelo Escore
Continuacao
LUS LUS LUS LUS
NOME REGISTRO IDADE IMc BCL2 CiclinaD1 BAX APAF
APTD 728120 31 22,1.0 3 1 2 2
LPK 728128 34 23,3.0 3 1 0 2
MDA 992804 40 24,00 2 1 0 1
LMY 731574 41 25,0.0 2 1 0 1
RMSM 731619 39 20,7.0 1 1 0 0
MSPC 731753 43 28,2.0 2 1 0 0
AVFN 29712 43 23,3.0 2 1 0 0
NMS 734521 41 25,0.0 3 2 1 1
DPDCR 734574 39 20,2.0 2 1 0 0
MEDXM 739844 41 19,8.0 3 1 0 0
cL 739859 34 22,8.0 2 1 0 0
VHLD 743419 38 21,00 2 1 0 0
SCA 743629 43 23,9.0 3 1 0 1
NLRLO 746994 35 23,3.0 2 1 0 1
PPJU 760911 36 20,7.0 2 1 0 0
IGF 760954 27 26,9.0 2 2 1 3
AEACV 526043 37 21,7.0 2 1 0 1
JMBBL 776023 40 21,2.0 2 1 0 0
sP 776063 41 22,20 2 2 1 2
JFR 530092 34 21,2.0 2 1 1 2
EVOF 783124 39 23,3.0 2 1 0 2
PMSS 796790 32 20,1.0 2 2 1 2
FBP 796870 30 20,9.0 2 1 0 0
RBO 1460539 35 23,3.0 2 1 0 0
TMRM 814439 34 25,0.0 2 1 1 1
DSS 817049 39 25,6.0 2 1 0 1
PXS 817115 30 25,6.0 2 1 0 0
MPF 830427 27 26,6.0 2 1 0 0
ERR 833870 46 31,2.0 2 1 0 1
KRL 840705 33 20,2.0 2 1 0 0
ENI 840767 39 22,5.0 3 1 0 0
APSRD 843890 35 21,2.0 2 1 1 1
TSS 139823 31 20,7.0 2 1 0 1
ACAS 139847 33 20,1.0 2 1 0 1
ELBP 880518 35 22,4.0 2 1 0 1
VMCM 883755 44 25,6.0 2 1 0 0
REIM 886502 35 22,20 2 2 1 0
MBA 887042 26 26,2.0 2 1 0 1
EGS 887119 35 22,5.0 2 1 1 1
RMSP 893626 40 23,3.0 3 1 1 2
Cont.
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Tabela geral das pacientes e dos resultados analisa  das pelo Escore

Continuacao

NOME REGISTRO IDADE IMC Intestino Ir?tt?stino Intestino Intestino

BCL2 CiclinaD1 BAX APAF

APTD 728120 31 22,1.0 2 1 0 2
LPK 728128 34 23,3.0 2 3 0 2
MDA 992804 40 24,0.0 3 2 0 2
LMY 731574 41 25,0.0 2 3 0 2
RMSM 731619 39 20,7.0 2 1 0 2
MSPC 731753 43 28,2.0 2 2 0 2
AVFN 29712 43 23,3.0 3 1 0 1
NMS 734521 41 25,0.0 2 2 0 1
DPDCR 734574 39 20,2.0 2 1 0 2
MEDXM 739844 41 19,8.0 2 1 0 2
cL 739859 34 22,8.0 2 2 0 2
VHLD 743419 38 21,0.0 3 1 0 1
SCA 743629 43 23,9.0 2 2 0 1
NLRLO 746994 35 23,3.0 3 2 1 1
PPIU 760911 36 20,7.0 2 1 0 1
IGF 760954 27 26,9.0 3 3 0 2
AEACV 526043 37 21,7.0 2 1 0 1
JMBBL 776023 40 21,2.0 2 2 0 1
SP 776063 41 22,2.0 3 3 0 2
JFR 530092 34 21,2.0 2 1 1 2
EVOF 783124 39 23,3.0 2 3 0 2
PMSS 796790 32 20,1.0 2 2 0 1
FBP 796870 30 20,9.0 3 2 0 1
RBO 1460539 35 23,3.0 2 2 0 2
TMRM 814439 34 25,0.0 3 2 0 0
DSS 817049 39 25,6.0 2 1 0 1
PXS 817115 30 25,6.0 2 2 0 0
MPF 830427 27 26,6.0 2 3 1 1
ERR 833870 46 31,2.0 3 2 0 2
KRL 840705 33 20,2.0 3 2 1 0
ENI 840767 39 22,5.0 3 3 0 2
APSRD 843890 35 21,2.0 2 2 0 0
TSS 139823 31 20,7.0 2 2 0 0
ACAS 139847 33 20,1.0 2 2 0 0
ELBP 880518 35 22,4.0 2 2 0 0
VMCM 883755 44 25,6.0 2 2 0 0
REIM 886502 35 22,2.0 2 1 0 0
MBA 887042 26 26,2.0 2 2 1 1
EGS 887119 35 22,5.0 2 2 0 0
RMSP 893626 40 23,3.0 2 2 0 1
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Andlise dos fatores antiapoptoticos e pré-apoptoticos na endometriose pélvica e no
endométrio normal. Ribeiro, Helizabet Salomao Abdalla Ayroza . [Tese] 2010.

A endometriose é definida como a presenca de tecido com aspectos histolégicos e
funcionais semelhantes ao endométrio topico fora de seu sitio habitual. Varias
teorias sdo estudadas na tentativa de encontrar a causa da endometriose. A
associacdo de quadro clinico e exames complementares se faz necesséaria na
busca do diagnéstico. Os marcadores séricos sdo poucos especificos. Exames
radiogréaficos, colonoscopia, ultrassonografia e laparoscopia sdo indicados para a
avaliacdo da endometriose, além de maior entendimento da fisiopatologia da
doenca. Sendo assim, resolvemos estudar a interferéncia dos fatores antiapoptoticos
e pro-apoptoticos na génese da endometriose. A apoptose € um processo fisioldgico
que mantém o balanco entre a proliferacdo celular e a morte celular programada.
Objetivo: Avaliar a presenca de fatores antiapoptoticos, Bcl-2 e Ciclina D1, e pro-
apoptéticos, Bax e APAF-1, na endometriose pélvica e no endométrio normal. Para
isto, Casuistica e Método: Estudo observacional transversal em que selecionamos
40 mulheres entre 26 anos e 46 anos, portadoras de endometriose profunda, que
nao haviam sido tratadas clinicamente, no minimo, nos trés meses anteriores ao
inicio da cirurgia, e submetidas a videolaparoscopia cirdrgica para tratamento da
doenca e coleta de fragmentos do peritonio, ligamento Utero-sacro e retossigmoide,
além da realizacdo de curetagem de prova com cureta de Novak para bidpsia
endometrial, executadas pelo mesmo cirurgido. Assim, obtivemos material para
analise anatomopatolégica com confirmacdo da endometriose e também para
analise imunoistoquimica. Resultados: O fator antiapoptético Bcl-2 estd em menor
guantidade no endométrio e ligamento Utero—sacro (p=0.007) que no peritbnio e
intestino. Outro fator antiapoptético, Ciclina D1, esta em menor quantidade no
peritbnio e ligamento Utero-sacro, se comparada ao endométrio e intestino. Porém, a
analise da Bax mostrou que apenas o ligamento Utero-sacro apresentou expressao
desta proteina, sendo 1 caso (2,5%) positivo e 97,5%, negativo. Analisando a
proteina Apaf-1, observamos positividade de 13 casos (32,5%) no peritbnio, de 8
casos (20%) no ligamento Utero-sacro e de 16 casos (40%) no intestino. Conclusao:
Os fatores antiapoptoticos Bcl-2 e Ciclina D1 apresentam expresséao significativa no
endométrio e nos fragmentos de tecido endometridtico estudado. O fator pro-
apoptético Bax apresenta expressao praticamente nula em todos os tecidos
estudados e o fator pré-apoptético Apaf -1 apresenta expresséao variavel nos tecidos
estudados; o fator antiapoptotico Bcl-2 apresenta maior expressao no ligamento
Gtero-sacro que no endométrio. A expressdo da Ciclina D1 nos fragmentos de
ligamento utero-sacro foi superior a expressdo da Bax e Apaf — 1 e, ainda, a
expressdo da Ciclina D1 nos fragmentos de intestino foi superior a expressédo da
Apaf-1.

Palavras chave: 1. Endometriose/fisiopatologia 2. Endometriose/etiologia
3. Laparoscopia 4. Apoptose 5. Imunoistoquimica/métodos
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Analysis of anti-apoptotic and pro-apoptotic factor s in pelvic endometriosis
and in normal endometrium. Ribeiro, Helizabet Salom&o Abdalla Ayroza.
[Tesis]. 2010.

Endometriosis is defined as the presence of tissue with histological and functional
characteristics similar to the topic endometrium, outside their usual site. Various
theories were studied in an attempt to find the cause of endometriosis. The
association of clinical symptoms and radiologic investigation is needed in the search
for a precise diagnosis. It is emphasized the importance of deepening our knowledge
of the pathophysiology of the disease. Apoptosis is a physiological process that
maintains the balance between cell proliferation and programmed cell death. With
this premise, we studied the interference of anti-apoptotic factors and pro-apoptotic in
the pathogenesis of endometriosis.Purpose: To evaluate the presence of anti-
apoptotic factors, Bcl-2 and Ciclina D1, and pro-apoptotic factors Bax e Apaf-1 in
pelvic endometriosis and normal endometrium. Methods: Transversal study
including 40 patients aged between 26 and 46 years, with deep endometriosis,
without clinical treatment for at least 3 months before the surgery. The patients were
submitted to laparoscopic surgery for endometriosis treatment and sample
obtainment of peritoneum, uterosacral ligament and bowel. The endometrial samples
were obtained with a Novak catheter from the endometrium. All the procedures were
performed by the same surgeon. Material to the anatomic pathologic analysis was
obtained to confirm endometriosis and to the immunohistochemical staining of the
following antibodies: Bcl2, Bax, Ciclina D1 and Apaf-1 were investigation. Results:
The anti-apoptotic factor Bcl2, was decreased in the endometrium and uterosacral
ligament (p=0.007) when compared with peritoneum and bowel. The anti-apoptotic
factor Ciclina D1 was decreased in the peritoneum and utero sacral ligament when
compared with endometrium and bowel. Furthermore, the analisys of the pro-
apoptotic factor Bax, was evident only the utero-sacral ligament. There was only one
positive case (2.5%) and 39 negative ones (97.5%). The analisys of pro- apoptotic
factor Apaf-1 showed positivity in the peritoneum in 13 cases (32.5%), uterosacral
ligament in 8 cases (20%) and bowel in 16 cases (40%). The relative optical density
analysis demonstrated a significant difference when comparing all investigated
factors and biopsy localization. Conclusion: The anti-apoptotic factor Bcl-2 and
Ciclina D1 showed significant expression in the endometrium, and in the
endometriotic fragment tissue. The pro-apptotic factor Bax showed absent
expression in all the studied tissues. The pro-apoptotic factor Apaf-1 showed variable
expression in the studied tissues, whereas the anti-apoptotic factor Bcl-2 had a
higher expression in utero sacral ligament when compared with endometrium. The
expression of Ciclina D1 in the utero sacral ligament fragment was higher when
compared with the expression of Bax and Apaf-1. The expression of Ciclina D1 in
bowel fragments was higher when compared with Apaf-1. There were differences in
the mean relative optical density of all the factors studied, comparing the
endometrium with the peritoneum, utero-sacral ligament and intestine.

Key words: Endometriosis /physiopathology/ etiology; Laparoscopy; Apoptosis;
Immunohistochemistry /methods.
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Projeto n® 392/07

Informe este nimero para
I[mo.(a).Sr.(a). identificar seu projeto no CEP

Dra. Helizabet Salom&@o Abdalla Ayrosa Ribeiro
Departamento de Obstetricia e Ginecologia

O Comité de FEtica em Pesquisa da ISCMSP, em reunido ordinaria, dia
26/09/2007 e no cumprimento de suas atribuigdes, apos revisao do seu projeto
de pesquisa: “Estudo de expressao dos fatores envolvidos no processo de
apoptose em tecidos de mulheres portadoras de endometriose
superficial e profunda.” emitiu parecer inicial em pendéncia e nesta data

enquadrando-o na seguinte categoria:

Aprovado (inclusive TCLE) ;

Com pendéncias (hd modificagdes ou informacoes relevantes a serem
]:l atendidas em 60 dias. Enviar as alteraces em duas copias);

D Retirado, (por n3o ser reapresentado no prazo determinado);

[:‘ Nao aprovado: e

I___, Aprovado (inclusive TCLE -Termo de Consentimento Livre e Esclarecido),
e encaminhado para apreciagdo da Comissao Nacional de Etica em Pesquisa — MS
-CONEP, a qual deverd emitir parecer no prazo de 60 dias. Informamos,

outrossim, gue, segundo os termos da Resolucdo 196/96 do Ministério

ra

da Sadde a pesquisa s6 poder3 ser iniciada ap6s o recebimento do

parecer de aprovacdo da CONEP

Prof. Dr. Nelson Keiske Ono
Vice-Presidente do Comité de Etica em Pesquisa - ISCMSP
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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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