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RESUMO

INTRODUCAO: a endometriose profunda (EP) é uma forma invasiva da
endometriose. As claudinas séo as principais proteinas das juncdes entre células
epiteliais cuja alteracdo pode estar relacionada a invasao tissular. As claudinas 3
(CLND-3) e 4 (CLDN-4 ) foram estudadas na hiperplasia e cancer endometrial com
evidéncias interessantes para serem pesquisadas também na endometriose.
OBJETIVO: avaliar a imunoexpressédo das CLND-3 e CLDN-4 na EP e correlacionar
com dados clinicos, bioquimicos e cirdrgicos. METODO: pesquisa observacional no
Laboratério de Biologia Molecular do Setor de Anatomia Patolégica e Medicina Legal
da FM da UFMG. Foi realizado exame imuno-histoquimica (IHQ) em 48 amostras
obtidas em videolaparoscopias de 36 pacientes em tratamento de endometriose no
Biocor Instituto, sendo 35 (73%) amostras de EP. A expressao na IHQ foi
considerada presente (+) ou ausente (-) e a intensidade foi classificada em trés
categorias: fraca (+), moderada (++) e forte (+++ e ++++). O protocolo do estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG) (CAAE 41327014.5.0000.5149). Os dados foram submetidos a
analise estatistica, foram usados o teste Z de proporcdo e o qui-quadrado de
Pearson exato, sendo considerado significativo o p< 0,05. RESULTADOS: verificou-
se positividade de expressdo da CLDN-3 em 60% das amostras de EP e da CLDN-4
em 80% delas. A expresséo foi maior no sitio intestinal (CLDN-3: p 0,016; CLDN-4: p
0,000). Na maioria dos sitios predominou uma expressao de intensidade fraca, tanto
da CLDN-3 (75,4%) quanto da CLDN-4 (73,8%). As expressdes de CLDN-3 e CLDN-
4 ndo se associaram ao uso de horménio no pré-operatério, indice de massa
corporal (IMC), vitamina D e antigeno de cancer 125 (CA125) séricos. A CLDN-3
mostrou mais positividade no estadio mais avancado da endometriose (grave).
CONCLUSAO: foi evidenciado que as CLDN-3 e CLDN-4 estavam presentes na
endometriose profunda. A expressdo foi fraca, ndo foi influenciada por fatores
clinicos ou laboratoriais, mas foi relacionada a extensédo da doenca. Provavelmente
as claudinas estdo relacionadas a potencial de invasdo e crescimento da
endometriose pélvica.

Palavras-chave: Endometriose. Endometriose profunda. Claudina 3. Claudina 4.



ABSTRACT

INTRODUCTION: deep endometriosis (DE) is an invasive form of endometriosis.
Claudins are the main junction proteins between epithelial cells whose alteration may
be related to tissue invasion. Claudins 3 (CLND-3) and 4 (CLDN-4) have been
studied in hyperplasia and endometrial cancer with interesting evidence which
prompted studies assess their possivel role in endometriosis. OBJECTIVE: to
evaluate the immunoexpression of CLND-3 and CLDN-4 in DIE and correlate with
clinical, biochemical and surgical data. METHOD: observational study at the
Laboratorio de Biologia Molecular do Setor de Anatomia Patoldgica e Medicina Legal
da FM da UFMG. Immunohistochemical examination (IHC) was performed on 48
samples obtained by videolaparoscopy from 36 patients undergoing endometriosis
treatment at Biocor Instituto, the majority 35 (73%) were DE samples. IHC
expression was considered present (+) or absent (-) and intensity was classified into
three categories: weak (+), moderate (++) and strong (+++ and ++++). The study
protocol was approved by the Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
de Minas Gerais (UFMG) (CAAE 41327014.5.0000.5149). The data were subjected
to statistical analysis, the Z test for proportions and the Pearson exact chi-square
test were used, and p <0.05 was considered significant. RESULTS: CLDN-3
expression was positive in 60% of DE and 80% of CLDN-4 samples. Expression was
higher in the intestines (CLDN-3: p 0.016; CLDN-4: p 0.000). In most sites, a weak
intensity expression predominated, both from CLDN-3 (75.4%) and CLDN-4 (73.8%).
Expressions of CLDN-3 and CLDN-4 were not associated with preoperative hormone
use, body mass index (BMI), vitamin D, and serum 125 (CA125) antigen. CLDN-3
showed more positivity in the more advanced stage of endometriosis (severe).
CONCLUSION: both CLDN-3 and CLDN-4 were expressed in deep endometriosis.
Expression was weak, was not influenced by clinical or laboratory factors, but was
related to the extent of the disease. Claudins may play a role in the potential for
invasion and growth of pelvic endometriosis.

Keywords: Endometriosis. Deep endometriosis. Claudin 3. Claudin 4.
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1 INTRODUCAO

1.1 Endometriose profunda: conceito e importancia

A endometriose é uma doenca cronica, inflamatoéria, estrogénio-dependente, com
prevaléncia mundial de 10-30% das mulheres em idade reprodutiva e caracterizada
pelo crescimento anbmalo de tecido semelhante ao endométrio em sitios
anatémicos fora do Utero, principalmente na pelve. Ela é responséavel pelos sintomas
de dor pélvica e infertilidade com comprometimento significativo da qualidade de
vida dessas mulheres (METTLER, 2017).

A endometriose profunda (EP) é uma forma de endometriose que penetra 5 mm ou
mais abaixo da superficie peritoneal, com localizacdo nos tecidos fibromusculares
(CORNILLIE et al., 1990). Na pratica clinica, o conceito de endometriose profunda
evoluiu para incluir aquela doenca que infiltra 6rgédos e estruturas vitais, tais como
intestinos (reto, sigmoide, ceco, apéndice vermiforme, ileo), vias urinarias (bexiga,
ureteres), diafragma, fascias e ligamentos uterinos (uterossacros, redondos), septo
retovaginal e vagina (SCIOSCIA et al., 2011; VERCELLINI et al., 2004).

Nisolle e Donnez (1997) propuseram classificar a endometriose em trés tipos,
conforme sua localizacdo anatbmica, em: doenca peritoneal (superficial),
endometrioma ovariano (cistica) e endometriose profunda infiltrativa
(retroperitoneal). Essa divisdo objetiva a melhor compreenséo da etiopatogenia, da
fisiopatologia e das manifestacfes clinicas desses trés fendtipos: superficial, cistico

e profundo.

Além de acometer sitios anatébmicos diferentes da endometriose peritoneal e
ovariana, a EP difere também dessas outras formas nos aspectos histopatoldgicos e
clinico, visto ser mais invasiva e ter mostrado mais correlacdo com dor pélvica
(KONINCKX et al., 1994; NISOLLE; DONNEZ, 1997). Além disso, h& proposicoes
de que a patogénese da EP tenha particularidades distintas da doenca ovarina e
peritoneal (GORDTS; KONINCKX; BROSENS, 2017). Portanto, estudos com o

propodsito de averiguar aspectos moleculares dessa forma mais invasiva de
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endometriose podem contribuir para elucidar as diferencas ou semelhancas entre as
formas da endometriose, especialmente quanto a invasao celular nos diferentes

sitios.

1.2. Claudinas

As claudinas (CLNDs) séo as principais proteinas transmembrana que compdem as
juncées estreitas (JE)* das células epiteliais (LAG-NAG; MORIN, 2009). As JEs
estdo localizadas no ponto mais alto da parede lateral das membranas celulares
(FIG. 1), com as fungbes de: a) manter as células epiteliais organizadas e
polarizadas, determinando um compartimento apical e outro basocelular (funcéo de
barreira®); b) estabelecer controle seletivo do transporte paracelular de solutos entre
as células adjacentes (funcdo de portdo?), regulando e restringindo a passagem de
ions, anions e cations (GRUND; GRUMMER, 2018).

O nome claudina vem da palavra latina “claudere” (fechar), devido ao papel de
barreira exercido por essas proteinas. As primeiras claudinas, CLDN-1 e CLDN-2,
foram identificas em 1998 (FURUSE et al., 1998). Atualmente, elas constituem uma
familia de 27 membros, sendo que uma delas, a CLDN-13, esta ausente em
humanos. Elas tém padrbes de expressdo diferentes em tecidos diversos. Séo
consideradas proteinas pequenas (20-34 kDa’), formadas por quatro hélices
transmembrana, quatro sitios ou dominios de membrana, duas algas extracelulares
e dois terminais intracelulares, sendo um amino (NH2) e outro carboxi (COOH) (FIG.
2; QUADRO 1). O terminal carboxi faz ligacdo com proteinas intracelulares ZO
através do dominio PDZ. As claudinas tém funcdo conhecida de regular
seletivamente o transporte paracelular de ions, provavelmente modulado pela sua
primeira alca extracelular. Assim, como principais componentes das JEs, tém papel

de controle no fluxo ibnico paracelular e manutencdo da polaridade celular. As

2 A expressdo juncdes estreitas foi usada no texto de doutorado de Tonon (2013), Botucatu,
conhecida em inglés como Tight Juntions (TJ). Aparece também em alguns textos como juncdes
firmes.

® Fence function em inglés.

* Gate function em inglés.

® kDa= kilodaltons. O Dalton é a unidade de massa atdmica, sendo que 1 Da peso equivale a 1 préton
de Carbono.
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CLDNs séo classificadas em classicas e ndo classicas. As classicas exibem uma
sequéncia homologa mais forte e incluem as CLDNs 1 a 10, 14, 15, 17 e 19. As ndo
classicas abrangem as claudinas 11 a 13, 16, 18 e 20 a 24. Nao ha, até o momento,
conhecimento de diversidade funcional entre tais grupos (HASHIMOTO; YAGI,
KONDOH, 2016; SINGH; DHAWAN, 2015).

Figura 1 - Desenho esquematico de juncdes entre células endometriais

Claudinas

nucleo

(1) JuncgBes estreitas; (2) Juncbes aderentes; (3) Desmossomos; (4) Jungdes gap; (5)
Hemidesmossomos.
Fonte: adaptado de Grund e Grummer (2018), com permissdo dos autores (ANEXO A).

1.3 Qual o interesse em estudar claudinas na endometriose?

A integridade do tecido epitelial é estabelecida pelo contato direto de célula a célula.
Essas conexdes entre células tém influéncia na fisiologia, homeostasia e
remodelacdo dos tecidos, pois, além de manter as células epiteliais estaveis e
polarizadas, elas tém importante acdo mediadora seletiva no transporte de
moléculas inter e paracelular. Uma vez que alteracdes das claudinas podem traduzir
disrupcao das juncdes celulares e, consequentemente, invasao tissular, fato inerente
ao cancer, tornou-se interessante investigar esse comportamento também na

endometriose (GRUND; GRUMMER, 2018), doenga benigna que apresenta alguns
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comportamentos semelhantes as neoplasias, como invasdo, angiogénese e
implantagédo (KOBAYASHI, 2000).

O interesse pelo estudo das claudinas na endometriose surgiu apos a observacéo
da alteracdo da expressao dessas proteinas na hiperplasia endometrial e no cancer
endometrial. Pan et al. (2007) estudaram a expresséo da claudina 3 (CLDN-3) e da
claudina 4 (CLDN-4) no endométrio normal, na hiperplasia e no cancer endometrial.
Acharam expressao significativamente alta dessas claudinas no adenocarcinoma
endometrial e na hiperplasia endometrial com atipias e o contrario no endométrio da
hiperplasia sem atipias, o qual mostrou expresséo fraca. Além disso, o aumento da
CLDN-4 esteve associado a invasdo miometrial desse cancer. Estudaram também
as juncoles estreitas pela microscopia eletrdnica e constataram que o aumento das
claudinas precedia a disrupgéo dessas conexdes celulares, ou seja, essa elevacao
estava presente na hiperplasia antes de evoluir para o cancer. Assim, sugeriram que
essas claudinas teriam potencial para serem utilizadas como biomarcadores de

diagnéstico e prognadstico do cancer endometrial.

Vérios outros estudos tém sido conduzidos avaliando as rela¢ges entre claudinas e
diversos canceres. Foi observado aumento das CLDN-1 no cancer de coélon in vitro e
in vivo, aumento da CLND-2 em metastase de cancer de mama no figado, aumento
da CLDN-4 no céancer de ovario e baixa de CLDN-7 no cancer de mama (SINGH,;
DHAWAN, 2015). Nenhum deles, porém, investigou relacdes com a endometriose
profunda, forma dessa doenca que tem comportamento invasivo que assemelha ao

cancer.

Este estudo propde demonstrar a presenca das CLDN-3 e CLDN-4 na endometriose
profunda, até entdo reconhecidas apenas nas endometrioses peritoneal e ovariana,
conferindo os sitios anatbmicos e a intensidade dessa expressdo. Além disso,
buscaram-se evidéncias da associacdo da expressdo dessas proteinas a fatores
clinicos e bioguimicos. A expectativa € encontrar essas proteinas expressadas na

endometriose profunda conforme ja foi descrito nas outras formas de endometriose.
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Figura 2 - Desenho esquematico da claudina

Alca 1
Alca 2
Membrana Celular
Terminal
Amino
Terminal
Carboxilo
Fonte: https://pt.wikipedia.org/wiki/Claudina (adaptado)
Quadro 1 - Caracteristicas das claudinas
Caracteristica Detalhes

Tipo de proteina

Tetraspan transmembrana

Familia (n) 27 membros (26 em humanos) (CLDN-13 em camundongos)

Tamanho 20-34 kDa (considerada uma proteina pequena)variam em torno de 209 a 230
aminoacidos

Estrutura 4 sitios transmembrana

Molecular 4 hélices transmembrana

2 alcas ou dominios extracelulares que regulam a seletividade paracelular para
anions e cétions

2 terminais intracelulares:

Amino (NH2)

Carboxilo (COOH):

e Comprimento variavel entre as diferentes claudinas,

¢ Dominio PDZ permite interagir diretamente com as proteinas celulares ZO

Classificacéo

Classicas: 1-10, 14, 15, 17 e 19.
Nao Classicas: 11-13, 16, 18, e 20 -24.

Funcéo

Regular transporte paracelular de ions (al¢a 1)
Estabilizar as juncfes estreitas e a polaridade celular

Fonte: da autora.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Pesquisa no National Center for Biotechnology Information (NCBI), Publicactes
Médicas (PubMed), em 08/06/2018 sobre “claudin and endometriosis” nos ultimos 10
anos apurou quatro citacbes. Repetindo a mesma pesquisa em 05/03/2019, foram
achados poucos artigos a mais, todos eles discutidos a seguir e resumidos no
QUADRO 2.

Pan, Weng e Wang (2008), pela primeira vez, investigaram a expressao da CLDN-4
no endométrio eutdpico e ectopico em 35 mulheres com endometriose
(endometriomas ovarianos) e em 35 mulheres sem endometriose (grupo-controle),
utilizando imuno-histoquimica (IHQ), Western blot e real time polymerase chain
(reacdo em cadeia da polimerase - PCR). Encontraram as JEs intactas pela
microscopia eletrbnica (ME) no endométrio eutdpico, mas interrompidas na
endometriose ovariana; a CLDN-4 corada fracamente na endometriose ovariana; e a
expressdo da CLDN-4 significativamente menor no endométrio ectépico comparado
ao topico. As expressbes dessa proteina foram iguais no endométrio tépico das
pacientes com endometriose e nos controles. Concluiram, dessa forma, que a baixa

expressao da CLDN-4 pode ter papel na patogénese da endometriose.

Gaetje et al. (2008) analisaram a expressdao de genes e de proteinas de varias
claudinas (1, 3, 4, 5 e 7) em trés sitios: no endométrio uterino, no peritbnio normal e
na endometriose peritoneal. Utilizaram analise por microarray, PCR e IHQ.
Encontraram expressdo fraca dos genes de CLDN-3, CLDN-4 e CLDN-7 na
endometriose peritoneal pela analise de microarray. Na PCR a expressédo foi
igualmente baixa, mas sem atingir significancia estatistica, provavelmente devido ao
reduzido numero de amostras analisadas. Na endometriose peritoneal, as
expressdes das CLDN-3, CLDN-4 e CLDN-7 marcaram nas células glandulares
enquanto a CLDN-5 marcou forte no endotélio vascular e a CLDN-1 nas células
mesoteliais. As claudinas acusadas pela IHQ ndo mostraram dependéncia com as
fases do ciclo menstrual nem com o uso de horménios. Em concluséo, este estudo
evidenciou expressdo de claudinas na endometriose peritoneal, porém fraca em

comparacao ao endométrio uterino.
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Partindo do principio de que as CLDN-3 e CLDN-4 estavam envolvidas na
transformacdo maligna do endométrio conforme publicacdo anterior (PAN et al.,
2007), Pan et al. (2009) buscaram associa-las a patogénese da endometriose. Eles
investigaram a expressdo dessas claudinas na endometriose de cisto ovariano (n
35), em endométrio de mulheres com endometriose ovariana (n=27) e em
endométrio de mulheres sem endometriose (grupo-controle, n=35), distinguindo as
diferentes fases do ciclo endometrial, proliferativa e secretora. Utilizaram a
microscopia eletrénica (ME) para estudar as juncOes estreitas (JE), a imuno-
histoquimica (IHQ) para avaliar a expressao das claudinas e Western blot (WB) e

PCR para averiguar a expressao dos genes.

Esses autores ndo encontraram JEs e constataram completa disjuncdo das células
da endometriose ovariana com acumulo de colageno entre elas. As JEs estavam
intactas nos endométrios uterinos, tanto de mulheres com endometriose quanto
naquelas controles, independentemente de a fase ser proliferativa ou secretora.
Registraram expressao fraca das CLDN-3 e CLDN-4 na endometriose ovariana e
reduzida quando comparada ao endométrio uterino. A expressao dessas claudinas
foi semelhante nos endométrios tanto de mulheres com endometriose quanto
naquelas controles e, ndo variou conforme sua fase proliferativa ou secretora. Esses
achados, expressao fraca de CLDN-3 e CLDN-4 no endometrioma ovariano, podem
correlacionar com a formacdo da endometriose. Essa expressdo de CLDN-3 e
CLDN-4 menor na endometriose ovariana do que no endométrio eutépico sugere
gque uma alteracdo da propriedade da JE seja importante para a invasao

endometrial.

Embora a endometriose cresca sob influéncia de estrogénio, a expressao
endometrial das CLDN-3 e CLDN-4 né&o variou, dependendo da fase hormonal do
ciclo, indicando diminuido papel do estrogénio e progesterona na expressao das
claudinas e, consequentemente, na regulacao das JEs (Pan et al., 2009). Concluem
gue a baixa expressao dessas claudinas observada no endométrio ectépico pode ter
importancia para o potencial invasivo e crescimento do tecido endometrial fora do

utero.
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Com o objetivo de identificar marcador genético de risco de cancer de ovario em
mulheres com endometriose, Banz et al. (2010) avaliaram a expressdo de varios
genes na endometriose ovariana (n=14), no cancer endometrioide de ovario
associado a endometriose (CaOE) (n=8), no cancer de ovario (CaO) (n=16) e em
tecido ovariano normal benigno (n=9), sendo que todas amostras foram extraidas
de pecas cirdrgicas de ooforectomias. A expressdo dos genes de CLDN-7 foi
analisada utilizando-se PCR e microarray e estava aumentada no CaOE e no CaO,
ausente na endometriose e no ovario normal. Consideram que os genes da CLDN-7,
junto com outros, poderiam ser potenciais marcadores de malignidade para cancer

de ovario.

Mikolajczyk, Wirstlein e Skrzypczak (2013) ndo avaliaram claudinas na endometriose
mas sim a expressdo do &cido ribonucleico mensageiro (RNAm) de CLDN-4 no
endométrio uterino de mulheres com endometriose minima e infertilidade.
Compararam a expressdo desse RNAm em tempo real (PCR) no endométrio de
mulheres com infertilidade idiopatica (n=36); naquelas com endometriose minima (n
26); e naguelas sem infertilidade (grupo-controle, n=26). Acharam que a expressao
de RNAm foi significativamente mais baixa nas paciente do grupo-controle quando
comparada com as pacientes inférteis. Ndo houve, entretanto, diferenca entre os
grupos inférteis, com ou sem endometriose. Concluiram que niveis altos de CLDN-4
no endométrio podem contribuir para a infertilidade nos dois subgrupos estudados,

com endometriose minima e na infertilidade idiopatica.

Em pesquisa que buscava genes marcadores de endometriose usando IHQ e
microarray, Sohler et al. (2013) identificaram: elevada expressédo de claudinas 1, 5 e
11; baixa expresséo das claudinas 3, 4 e 7 em lesbes de endometriose peritoneal
(n=14) comparadas ao endométrio eutdpico (n=17). Salientaram também que as
lesbes de endometriose peritoneal ndo estavam sincronizadas com as fases do

endométrio uterino.

Horné et al. (2018) analisaram a expresséo das CLDN-7 e CLDN-11 em amostras de
endométrio (n=49), de endometriose ovariana (n=20), de endometriose peritoneal (n

17) e profunda infiltrativa (n=25). Analisaram pela IHQ cultura de tecido, Western-
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Blot e PCR. Demonstraram essas duas claudinas tanto no endométrio quanto na
endometriose. A CLDN-7 expressou-se igualmente no endométrio de mulheres com
ou sem endometriose. Sua expressao foi moderada na endometriose, pouco mais na
endometriose profunda e peritoneal, porém sem significancia estatistica. Achado
diferente foi demonstrar que a CLDN-11 tinha localizacdo mais basolateral na
endometriose, podendo ter relagdo com a atividade da transicdo epitélio-

mesenquimal e, possivelmente, contribuir para a patogénese da endometriose.

Concluindo, as pesquisas tenderam a mostrar baixa expressao das claudinas na
endometriose e, geralmente, acharam essa expressdo menor no endométrio
ectdpico (endometriose) do que aquela expressada no endométrio tépico (uterino)
(QUADRO 2).



Quadro 2 - Resumo das pesquisas sobre claudinas na endometriose
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Fonte Tipo de Controle (N) Claudinas | Metodologia Resultados Concluséao
endometriose
(N)
Pan, Weng | Ovariana (35) Endomeétrio uterino(35) CLDN-4 |IHQ, Western-| Expressdo fraca de CLDN-4 no | Expressédo fraca de CLDN-4
e Wang,, Blot, endometrioma, menor do que no | pode ter papel na
2008 PCR, endométrio. JE interrompidas (ME) no | patogénese da
ME. endometrioma e intacta no endométrio. | endometriose.
Gaetje et | Peritoneal (22) | Endométrio uterino(22) CLDN-1, Microarray , | Expresséo fraca das CLDN-3, 4 e 7 na| As CLDNs tiveram
al., 2008 Periténio normal(3) 345e7 | PCRelHQ. | endometriose (genes e proteina), CLDN- expressdo nha endometriose
5 forte no endotélio vascular e, CLDN-1| peritoneal fraca comparado
no mesotélio. ao endométrio topico.
Pan et al., , | Ovariana (35) Endométrio uterino |CLDN-3 e | IHQ, Western | JE (ME): intacta nos endométrios com | A expressdo baixa das
2009 com(27) e sem(35) | CLDN-4 |Blot, PCR, ME.| ou sem endometriose, mas rompidas | CLDN-3 e CLDN-4 na
endometriose no endometrioma. Expressdo CLDNs 3 | endometriose  pode ter
e 4. fraca na endometriose; menor na | importancia para o potencial
endometriose do que no endométrio; | invasivo e crescimento do
ndo variou no endométrio com ou sem | tecido endometrial fora do
endometriose; nao variou no | Gtero.
endométrio conforme fase do ciclo.
Banz et al., | Ovariana (14) CaOE(8) CLDN-7 Microarray, | Expressdo CLDN-7 aumentada no | Os genes da CLDN-7 tém
2010 CaO(16) (genes) PCR. cancer de ovério (CaOE, CaO) e, | potencial para serem
Ovario normal(9) ausente na endometriose e no ovério | marcadores de malignidade
normal. para cancer de ovario.
Mikolajczyk, | Nenhum Endométrio uterino de| CLDN-4 PCR. Expressdo mais baixa nas férteis do | Altos niveis de CLDN-4 no
Wirstlein e mulheres inférteis com| (genes) gue nas inférteis. endométrio podem ter papel
Skrzypczak, endometriose (26), com Inférteis com ou sem endometriose | na infertilidade com
2013 infertilidade idiopética tiveram mesma expressao. endometriose minima ou
(36) e férteis(26). idiopética.
Sohler et | Peritoneal (17) | Endométrio uterino(17) CLDNs Microarray, | Expressdo dos genes: As lesbes de endometriose
al., 2013 1,5, 11, PCR. Alta: CLDNs-1,5,11 peritoneal nao estéo
34e7 Baixa: CLDNs-2,4, 7 sincronizadas com as fases

do endométrio uterino.
Continua




Quadro 2 - Resumo das pesquisas sobre claudinas na endometriose - conclui
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Fonte Tipo de Controle (N) Claudinas | Metodologia Resultados Concluséao
endometriose
(N)
Horné et |Peritoneal (17) | Endométrio uterino(49) CLDN-7 | Western-blot, | Presentes no endométrio uterino e na | Expressdo semelhante em
al., 2018 Ovariana (20) CLDN-11 PCR, IHQ. | endometriose. todos 0S sitios de
Profunda (25) endometriose.

CLDN: claudina; PCR: Reacdo de cadeia de polimerase em tempo real; ME: microscopia eletrénica; JE: juncdo estreita; RNAmM: RNA mensageiro; CaOE:
cancer endometrioide de ovario associado & endometriose; CA: cancer de ovario.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Identificar e quantificar a expressédo das claudinas 3 e 4 (CLDN-3 e CLDN-4) por

meio da imuno-histoquimica nos sitios de endometriose pélvica.

3.2 Objetivos especificos

a) Identificar a expressdo das CLDN-3 e CLDN-4 nos sitios anatdbmicos da
endometriose pélvica profunda.
b) Correlacionar a expressdo das CLDN-3 e CLDN-4 com dados clinicos,

bioquimicos e cirdrgicos.
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4 METODOS

4.1 Delineamento

Trata-se de estudo observacional transversal, com abordagem qualitativa e

guantitativa dos dados coletados.

O material foi obtido de mulheres com diagndstico histolégico de endometriose

submetidas ao tratamento cirargico pela equipe multidisciplinar de endometriose do

Biocor Instituto. Todos os casos foram operados pelo mesmo profissional (autora).

O trabalho seguiu a ordem:

a)

b)

f)
g)

Identificagdo das pacientes operadas e assinatura nos termos de
consentimento livre e esclarecido (TCLE);

selecéo de blocos de parafina do arquivo do Setor de Anatomia Patolégica do
Biocor Instituto proveniente do banco de dados de pacientes operadas por
videolaparoscopia para tratamento de endometriose nessa instituicao;
identificacdo da origem anatémica das amostras (sitio anatémico);

producdo de laminas de hematoxilina-eosina (HE) no Laboratério de Biologia
Molecular do Setor de Anatomia Patoldgica e Medicina Legal da FM-UFMG;

a seguir, no mesmo laboratério, foi realizada a imuno-histoquimica (IHQ)
naquelas laminas com endométrio para identificacdo das claudinas (CLDN-3 e
CLDN-4);

selecdo dos prontuérios para coleta de dados clinicos e cirargicos;

analise estatistica dos dados coletados.

4.2 Amostra

No Laboratorio de Biologia Molecular do Setor de Anatomia Patologica e Medicina

Legal da FM-UFMG foram produzidas 124 laminas em hematoxilina-eosina (HE) a

partir de blocos de parafina obtidos do Setor de Anatomia Patolégica do Biocor
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Instituto como amostras de conveniéncia® de casos arquivados com diagnéstico
histologico de endometriose. Dessas 124 laminas, foram excluidas 46 porque nao
apresentaram endométrio nas laminas de HE; 27 porque ndo foi encontrado o
prontuério clinico ou cirdrgico; e trés porque 0s prontuarios estavam em nome de
outro cirurgido. Das 78 laminas submetidas a imuno-histoquimica restaram 48, que
foram objeto do estudo e foram cruzadas com dados clinicos, bioquimicos e

cirargicos identificados nos prontuérios de 36 pacientes (FIG. 3; APENDICE A).

Figura 3 - Fluxograma das amostras

124
HE
46
Excluidos
Sem Endométrio
78
IHQ
30 Excluidos — e———————
27 Sem = SRl _~~ 36 Pacientes
Prontuario Estudados
L Dados Clinicos,
Bioguimicos e
3 Outro Cirurgi@o Cirdrgicos

HE: coloragdo com hematoxilina-eosina; IHQ: imuno-histoguimica.
Fonte: da autora.

Essas 48 amostras de tecidos que foram submetidas a IHQ eram originais de seis
sitios anatomicos e foram assim distribuidas: intestino (n17, 35%); bexiga (n15,
31%); ovario (n7; 15%); vagina (n3, 6%); peritdnio (n2, 4%) e endométrio uterino (n4,

8%) (FIG. 4).

6 Aqueles blocos de parafina do arquivo deste servigo disponiveis para pesquisa.
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Figura 4 - Distribuicdo anatdomica das 48 amostras

Intestino (n17, 35%) - endometriose

Bexiga (n15,31%) - endometriose

Ovario (n7,15%) - endometriose

36 pacientes 48 amostras
Vagina (n3, 6%) - endometriose

Periténio (n2, 4%) - endometriose

Endométrio uterino (n4, 8%)

Fonte: da autora.

4.3 Pacientes e dados analisados

Foram selecionadas 36 pacientes operadas no Biocor Instituto. Elas tiveram o
diagnéstico cirargico de endometriose pélvica por meio de videolaparoscopia
confirmada pela histologia conforme critérios ja estabelecidos pelo Setor de
Anatomia Patolégica do Biocor Instituto. Concordaram em assinar o termo de
consentimento livre e esclarecido (TCLE) (APENDICE B).

O protocolo deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Universidade Federal de Minas Gerais (CAAE 41327014.5.0000.5149) (ANEXO B).

Os dados clinicos incorporados ao estudo foram: idade, queixa e tipos de dor pélvica
(dismenorreia, DPC’, dispareunia, disquesia, distria), percepcdo de flatuléncia
abdominal, infertilidade, tratamento hormonal e/ou uso de anticoncepcional oral
(ACO), atual ou até trés meses antes da cirurgia, e histérico de operacdes prévias
para tratamento de endometriose. Foi registrado o indice de massa corporal (IMC) e

subdividido nas categorias de IMC baixo (< 18,5 kg/m?), normal (de 18,5 a 24,9

" DPC: dor pélvica crénica, ou seja, dor no abdome inferior, ndo ciclica, que perdura ha mais de seis
meses.
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kg/m?), sobrepeso (de 25,0 a 29,9 kg/m?) e obesidade (>30,0 kg/m?®?. Do exame
ginecologico foi anotado o achado no toque vaginal normal ou alterado. Era
considerado toque vaginal alterado se havia a percepcdo de irregularidades, de
endurecimentos ou enrijecimentos, de ndédulos ou massas no fundo de saco vaginal,
na regido retrouterina, retrocervical e em fossas iliacas ou anexiais, isolados ou em
associacdes (QUADRO 3).

Os dados bioquimicos estudados foram os resultados de exames de titulacbes
séricas de CA125 e de vitamina D encontrados nos prontuarios e registrado se eram
normais ou alterados. Foram consideradas CA125 anormal titulagcdes acima de 35
U/mL e de vitamina D abaixo de 30 ng/mL (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
PATOLOGIA CLINICA — SBPC, 2019).

4.4 Dados cirargicos analisados

Os dados cirurgicos foram obtidos nas descricGes cirargicas dos prontuarios que
incluem os achados e procedimentos operatérios executados durante a

videolaparoscopia.

A videolaparoscopia era realizada sob anestesia geral. Inicialmente era feita uma
inspecdo detalhada da pelve e abdome no sentido horario, observando todos os
orgdo intra-abdominais e pélvicos, tais como os cdélons e retossigmoide, apéndice
cecal, delgados, figado e vesicula biliar, cupulas diafragmaticas, toda a superficie
peritoneal parietal e seus recessos, o0 Utero, 0S anexos uterinos e seus ligamentos,
0S espagos ou compartimentos anterior e posterior da pelve, buscando averiguar a
existéncia de aderéncias, tumores e todos os tipos de lesbes endometridticas e,
assim, concluir o estadio da doencga conforme classificacdo da Sociedade Americana
de Medicina Reprodutiva (AMERICAN SOCIETY FOR reproductive medicine —
rasrm, 1997) em Minima (1), Leve (lI), Moderada(lll) ou Grave (1V) .

A proposta cirdrgica para tratamento da endometriose era a resseccao de toda a

doenca identificada que, em geral, incluia: liberacdo de aderéncias, a resseccao e

8 https://www.cdc.gov/healthyweight/assessing/bmi/adult_bmi/index.html
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cauterizagdo de focos peritoneais, ooforoplastias, salpingoplastias, ressecc¢des de
ligamentos infiltrados, retossigmoidectomias, apendicectomias, ressecc¢des parciais
de delgado, de parede de bexiga, de retalhos vaginais acometidos, ureterdlises e
neurélises. Em casos definidos, histerectomias, salpingectomias, ooforectomias.
Todo material e O6rgdos extraidos eram encaminhados para estudo
anatomopatologico. Apos a identificacdo do sitio anatdmico de origem, esse material
era colocado em uma solucéo de formol a 10% e enviado ao laboratério para a
confeccdo de blocos e laminas. A partir desses blocos foi realizada imuno-
histoquimica. A confirmacéo diagnostica de endometriose foi feita pela identificacéo
histoldgica de glandulas endometriais ou estroma fora da cavidade uterina pelo

patologista.
Os dados cirargicos analisados foram o estadio da classificagdo da rASRM e a
identificacdo dos sitios anatbmicos: peritbnio, ovario, intestino (retossigmoide,

coélons, apéndice cecal, delgado), bexiga, vagina e endométrio uterino (QUADRO 3).

Quadro 3 - Variaveis analisadas

Gerais Especificas

Clinicos Idade

Dor pélvica: dismenorreia, DPC?, dispareunia, disquesia, disUria, percep¢édo de
flatuléncia abdominal

Infertilidade

Tratamento hormonal e/ou uso de anticoncepcional oral

Operacdes prévias para tratamento de endometriose

Exame fisico indice de massa corporal:

baixo (< 18,5 kg/m2),

normal (de 18,5 a 24,9 kg/m2),
sobrepeso (de 25,0 a 29,9 kg/m2) e,
obesidade (>30,0 kg/m2).

Togque vaginal: normal ou alterado.

Bioquimicos CA125: normal ou aumentado (>35 U/mL)
(séricos) Vitamina D: normal ou baixa (< 30 ng/mL)

CirGrgicos Classificac@o da rASRM: Minima (1), Leve (1), Moderada (l11) ou Grave (IV).
Identificag&o dos sitios anatdmicos:

Peritnio

Ovario

Intestino (retossigmoide, cdlons, apéndice cecal, delgado)

Bexiga

Vagina

Endométrio uterino

Fonte: da autora.

®DPC: dor pélvica crénica, ou seja, dor no abdome inferior, ndo ciclica, que perdura ha mais de seis
meses.
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4.5 Critérios de inclusao

a) Pacientes com diagnostico cirdrgico de endometriose pélvica com
confirmacdo histopatolégica da doenca pela deteccdo de glandulas e/ou
estroma endometriais fora da cavidade uterina, operados pela autora;

b) assinatura nos termos de consentimento livre e esclarecido (TCLE) pelas
pacientes;

c) achado de endométrio nas laminas de hematoxilina-eosina.

4.6 Critérios de exclusao

a) Pacientes que estivessem com prontuario incompleto;

b) casos em que a autora ndo era a médica responsavel pela paciente.

4.7 Imuno-histoquimica

A imuno-histoquimica (IHQ) foi realizada no Laboratério de Biologia Molecular do
Setor de Anatomia Patologica e Medicina Legal da FM-UFMG por Unico examinador.

Foram realizados cortes em laminas silanizadas e coradas primeiramente com
hematoxilina e eosina (HE) para selecionar aquelas com endométrio. Apenas as
amostras com endométrio foram entdo submetidas a IHQ. Foi utilizada no preparo
das laminas a técnica de tissue microarray: inicialmente, foi montado um bloco
parafinado com fragmentos de 11 pacientes e um fragmento de controle, o qual
demarca a ordem dos demais fragmentos. O bloco é cortado no microtomo com
espessura de 4 um. Esse bloco tem como objetivo visualizar todos os 11 pacientes
em uma sO lamina, a fim de economizar reagentes, reduzir os custos e a

variabilidade dos resultados

A técnica da IHQ iniciou-se com o processo de desparafinizar e reidratadar as
laminas com xilol e alcool etilico 100 e 80%. A recuperagdo antigénica foi induzida
pelo calor e foram realizados os bloqueios da peroxidase endégena com a solugéo
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de bloqueio da peroxidase do NOVOLINK e o bloqueio das proteinas com solugéo
de bloqueio de proteinas do NOVOLINK. ApGs aplicacdo dos anticorpos primarios
diluidos (anticlaudin 3, ac. policlonal de coelho, marca ABCAM, AB15102 da Biogen
e, anticlaudin 4 antibody EPRR17575, ABCAM, AB210796, da Biogen) foi
adicionada a solucdo de bloqueio poés-primario do NOVOLINK. A reagcdo do
anticorpo secundario foi feita com a solu¢do do polimero NOVOLINK, incubada em
temperatura ambiente e lavada com phosphate buffered saline (PBS).

O preparo do sistema de deteccdo foi com o cromogeno DAB e, finalmente, a
contracoloragdo foi feita com hematoxilina (QUADRO 4). O controle positivo foi
realizado com tecido do figado no citrato (CLDN-3 diluicdo 1:300 e CLDN-4 1:200) e
0 negativo foi a lamina sem anticorpo. O polimero utilizado foi o NOVOLINK da Leica
e o tampao foi o TRIS (ph7.6). A leitura foi efetuada no microscépio Olympus
utilizando a lente de 10x para localizacdo e a de 40x para analise final da IHQ. A

técnica passo a passo encontra-se no APENDICE C.

A reacdo das claudinas aparecia em marrom contrastando com o fundo azul da
coloracdo da lamina (FIG. 5). A expresséao foi considerada presente (+) ou ausente
(-) e aintensidade da expresséo foi classificada de acordo com o nimero de células
marcada, obtendo-se, assim, em trés categorias seguintes, ilustradas na FIG. 6) :

a) Fraca (+): até 25% das células marcadas;

b) moderada (++): até 50% das células marcadas;

c) forte (+++ e ++++): sendo trés cruzes até 75% e quatro cruzes até 100% das

células marcadas.

Quadro 4 - Anticorpos primarios, secundarios e metodologia usada no estudo imuno-

histoquimico
Anticorpo Primario Diluicéo Anticorpo Recuperacao Cromogeno
Secundéario

CLDN-3 policlonal Invitrogen 1:100 | Kit HiDef | Trilogy 920P em Kit DAB Caell

341700 Polimero  Cell | panela pressurizada | Marque 957-D
Marque 454D 117°C

CLDN-4 43E2C1 Invitrogen 1:50 Kit HiDef | Trilogy 920P em Kit DAB Cell

329400 Polimero  Cell | panela pressurizada | Marque 957-D
Marque 454D 117°C

Fonte: da autora.
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Figura 5 - Fotografia da lamina de imuno-histoquimica
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Claudina em marrom contrastando com o fundo azul da coloragéo da lamina (40x) (setas vermelhas)
Fonte: da autora (bloco 9F).

Figura 6 - Fotografias das laminas de imuno-histoquimica com as classificacfes da

intensidade de expressao das claudinas

Foto 1: intensidade fraca (+); Foto 2: intensidade moderada (++); Foto 3: intensidade forte (+++); Foto
4: intensidade forte (++++).
Fonte: da autora (blocos 14A,16A,1E e 9F).

4.8 Padrdes de expresséao das claudinas na doenca multifocal

Entre as 36 pacientes, nove delas forneceram amostras em mais de um sitio
anatdmico, possibilitando analisar qual o padréo da expressédo das claudinas numa
doenca multifocal em uma mesma paciente. Dessas nove pacientes, seis tiveram
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amostras de dois sitios e as demais de trés sitios anatdmicos, conforme descritos na
TAB. 1.

As combinacdes de expressdo das CLDN-3 e CLDN-4 num mesmo sitio anatémico

foram assim classificadas:

(++): se as duas claudinas estavam presentes simultaneamente;
(-) : se ambas estavam ausentes;

(+3) se apenas a claudina 3 estava presente; e,

(+4) quando apenas a claudina 4 estava presente.

Os padrdes de expressao das claudinas foram considerados: homogéneos se as
claudinas se expressavam igualmente nos diferentes sitios; ou heterogéneos se as

expressdes variavam nos diferentes sitios anatbmicos, em uma mesma paciente.

Tabela 1 - Casos de doenca multifocal

Amostras

Paciente Sitio Anatdmico

Bexiga e vagina

Intestino e ovério

Intestino e ovério

Intestino e ovario

Intestino e ovario

Bexiga e intestino

Bexiga, intestino e ovario
Bexiga, intestino e ovario
Intestino, vagina e endométrio

O©CoO~NOOODWNPE
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4.9 Andlise estatistica

As variaveis quantitativas foram descritas por meio da média + desvio-padrao.
Quando tinham distribuicdo normal, foram verificadas pelo teste de normalidade
Shapiro Wilk.

As variaveis qualitativas ou categéricas foram descritas pelas frequéncias absoluta e

porcentagem.



35

Nas andlises de associacdo das variaveis categoricas foram realizados os testes qui-
quadrado de Pearson assintético (quando 20% do valor esperado eram inferiores a
cinco e 80% do valor esperado superior a cinco) e o teste qui-quadrado de Pearson
exato (quando mais de 20% do valor esperado eram inferiores a cinco). A partir do
teste qui-quadrado significativo no nivel de 0,05 foi analisado o valor do residuo
padronizado, a diferenca significativa foi encontrada quando o residuo foi <-1,96 e
> +1,96.

Nas comparacdes especificas entre grupos foi utilizado o teste Z de proporcao (Two
Proporticon Z-test). O nivel de significancia utilizado foi de 0,05. Esse teste é
utilizado para testar se ha diferenca entre duas proporcdes. A hipétese nula para o
teste era que as proporcoes fossem as mesmas, e a hipotese alternativa é que as
proporcdes nao fossem as mesmas. Foi utilizado para comparar as proporcoes de

cada sitio anatdmico diferente.

As analises estatisticas foram realizadas nos softwares Statistical Package for Social

Sciences (SPSS) versédo 20.0 e Stata versao 9.1.
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas clinicas, bioguimicas e cirargicas das pacientes

As pacientes tinham média de idade de 35 anos, variando de 21 a 46 anos, sendo
13,9% delas com menos de 31 anos e 50,0% acima dos 36 anos; 72,2% delas eram
inférteis. A dismenorreia foi o tipo de dor pélvica mais frequente, presente em 97,2%
delas, seguido pela DPC (55,6%), pela disquesia (55,6%) e pela dispareunia
(44,4%). Foram obtidas 22 amostras (61,1%) de pacientes que fizeram uso de
tratamento hormonal e/ou uso de anticoncepcional oral (ACO) antes das operacoes
e 19 (38,9%) eram amostras de pacientes que ndo usaram. O percentual de 41,7%

delas ja tinha sido submetido a tratamentos cirargicos prévios (TAB. 2).

No exame fisico, as pacientes apresentaram a média indice de massa corporal
(IMC) de 22,89 + 3,66 kg/m?, sendo que a maioria delas (68,8%) tinha IMC baixo e
normal, 31,2% apresentavam sobrepeso e apenas um caso com obesidade. Ao
exame ginecoldgico, o toque vaginal encontrava-se alterado em 75,1% dos casos
(TAB. 2).

Titulacbes séricas de CA125 foram feitas por 35 pacientes, sendo que 71,4% delas
tiveram resultados anormais, ou seja, acima de 35 U/mL, que variaram de 39,5 a 482
U/mL. Titulacdes séricas de vitamina D foram feitas por 14 pacientes, 71,4% tiveram
titulacdes abaixo de 30 ng/mL, variando de 17,2 a 29,9 ng/mL.

Em relagdo ao estadiamento, conforme proposto pela Sociedade Americana de
Medicina Reprodutiva (rASRM, 1997), 80,6% dos casos eram doencas avancadas,
englobando os estadios moderado (Ill) e grave (IV) (TAB. 2).
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Tabela 2 - Variaveis clinicas, bioquimicas e cirdrgicas das 36 pacientes

S Frequéncia

Variaveis N %

Infertilidade 26 72,2

Dismenorreia 35 97,2

DPC*** 20 55,6

Sintomas Dispareunia 16 444

Disquesia 20 55,6

Flatuléncia abdominal 19 52,8

Disuria 15 41,7

Uso de hormbénio pré- Sim 22 61,1

operatorio Nao 19 38,9

Operacoes révias ara 1 operacdo 12 33,3

perag P P 2 operacbes 2 5,6
tratamento de endometriose ~

> 3 operacdes 1 2,8

Total 15 41,7

IMC* Baixo (< 18,5 kg/m2) 3 9,4

Normal (18,5 a 24,9 kg/m2) 19 59,4

Sobrepeso (25 a 29,9 kg/m?2) 9 28,1

Obesidade (>30 kg/m2) 1 3,1

Exame ginecolégico Toque vaginal com achados 25 75,1
anormais****

Titulacdes séricas alteradas CA-125 (> 35 U/mL) 25 71,4

Vitamina D (< 30 ng/mL) 10 71,4

e Estédio | - Minima 0 0,0

Classificac@o da rASRM** Estadio Il - Leve 7 194

Estédio 1l - Moderada 4 11,1

Estéadio IV - Grave 25 69,4

(*) IMC: indice de massa corporal. (**) rASRM: Revised ASRM Classification of Endometriosis.
(***)DCP: dor pélvica cronica; (****)Toque vaginal com percepcdo de irregularidades, de
endurecimentos, de nédulos ou massas no fundo de saco vaginal, na regido retrouterina, retrocervical
e em fossas iliacas ou anexiais, isolados ou em associag6es.

5.2 Expresséao das claudinas em todas as amostras

Na amostra total de 78 laminas de IHQ foi achado a expressdo da CLDN-3 em 34
(43,6%) amostras e da CLDN-4 em 60 (76,9%) delas. O estudo progrediu para
analisar o padrédo de expressdo dessas claudinas apenas nas 48 amostras que
tiveram identificacdo dos sitios anatdbmicos originais e dados dos prontuarios
completos conforme figuras 3 e 4. A proporgdes de expressdo dessas claudinas foi

semelhante nessas duas amostras (Apéndice D).

Nas 48 amostras analisados, foi observada a expressao da CLDN-3 em 58,3% delas
e da CLDN-4 em 85,4% (TAB. 3).
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Observou-se expressdo de ambas as claudinas em todos os seis sitios anatémicos,
em proporgdes variaveis, com excecido da expressdo da CLDN 3 na vagina (GRAF.
1).

Tabela 3 - Expressédo de CLDN-3 e CLDN-4 em 48 amostras de endometriose e

endométrio uterino conforme sitios anatdémicos

Sitio n CLDN-3 CLDN-4
n (%) n (%)
() (+) p () () p
Intestino 17  5(29,4) 12 (70,6) 0,016 1(5,9) 16 (94,1) 0,000
Bexiga 15 6 (40,0) 9 (60,0) 0,273  5(33,3) 10 (66,7) 0,067
Vagina 3 3(100,0) 0 (0,0) - 1(33,3) 2 (66,7) 0,413
Ovario 7 3(42,9) 4 (57,1) 0,595 0(0,0) 7 (100,0) -
Peritdnio 2 1(50,0) 1(50,0) - 0(0,0) 2 (100,0) -
Endométrio 4 2 (50,0) 2 (50,0) - 0(0,0) 4 (100,0) -
Total 48  20(41,7) 28 (58,3) 0,104 7 (14,6) 41 (85,4) 0,000

p: comparacao da CLDN-3 ou CLDN-4 para cada sitio.

Grafico 1 - Expressdo de CLDN-3 e CLDN-4 em 48 amostras de endometriose e

endométrio uterino conforme sitios anatdémicos
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5.3 Expresséo das claudinas na endometriose profunda

Foi considerada endometriose profunda (EP) o conjunto daquelas amostras de
origem intestinal, da bexiga e da vagina, perfazendo um grupo de 35 (72,9%)

amostras entre as 48 estudadas.

Nesse grupo (EP) foram verificadas positividades das expressdes da CLDN-3 em
60% das amostras e da CLDN-4 em 80% delas, com destaque para a positividade
de expressao da CLDN-4, que mostrou significancia estatistica (p=0,000), conforme
pode ser visto na TAB. 4.

Na endometriose profunda intestinal foi demonstrado maior frequéncia da expressao
tanto de CLDN-3 (p=0,016) quanto de CLDN-4 (p=0,000), diferindo dos demais

sitios, de acordo com a TAB. 4.

Tabela 4 - Expressdo da CLDN-3 e da CLDN-4 em 35 amostras de endometriose

profunda
Sitio n CLDN-3 CLDN-4
n(%) n(%)
() (+) p () (*) p

Intestino 17 5(29,4) 12(70,6) 0,016 1(5,9 16(94,1) 0,000
Bexiga 15 6 (40,0) 9(60,0) 0,273 5(33,3) 10(66,7) 0,067
Vagina 3 3 (100,0) 0 (0,0) - 1(33,3) 2(66,7) 0,413
Endometriose profunda 35 14(40,0) 21(60,0) 0,094 7(20,0) 28(80,0) 0,000

(intestino + bexiga + vagina)

p: comparacdo da CDLN-3 ou CDLN-4 para cada sitio (teste Z de proporgéo ou “Two Proporticon Z-
test”).

5.4 Intensidade de expresséao de CLDN-3 e CLDN-4

A intensidade da expressao dessas claudinas nas amostras foi classificada em fraca
(+), moderada (++) e forte (> +++). Nas TAB. 5 e 6 pode ser visto que na soma total
dos sitios predominou uma expressao de intensidade fraca, tanto da CLDN- 3
(75,4%) quanto da CLDN- 4 (73,8%), respectivamente.
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Na andlise geral pelo teste do qui-quadrado de Pearson Exato, comparando todos
0s sitios com todas as intensidades das expressdes das claudinas, foi demonstrado
gue nao ocorreu associacao de sitios anatébmicos especificos com as intensidades
das expressfes de CLDN-3 (p=1,000) e CLDN-4 (p=0,132), como mostram as TAB.

5 e 6, respectivamente.

Na analise especifica das trés intensidades das expressfes das claudinas em cada
sitio anatémico isoladamente foi evidenciado que na EP predominava a intensidade
fraca das expressdes das duas claudinas. Foi utilizando o teste Z de proporgéo para

conferir essa significancia estatistica (TAB. 5 e 6).

Tabela 5 - Intensidade da expressdo da CLDN-3 nos diferentes sitios anatémicos

Intensidade de Expressao da CLDN-3

Sitio Anatémico N (%)
N Fraca Moderada  Forte Teste qui-
+) (++) (>+++) TesteZ quadrado
de Pearson
Exato
Endometriose profunda 21 15(71,4) 3(14,3) 3(14,3) p=0,000 p=1,000
Ovario 4 3(75,0) 1(25,0) 0(0,0) p=0,157
Peritdnio 1 1(100,0) 0(0,0) 0(0,0)
Endomeétrio 2 2(100,0) 0(0,0) 0(0,0)
Total 28 21(75,3) 4(14,3) 3(10,7) p=0,000

O teste Z de proporgcdo compara entre as intensidades leve/moderada/forte para cada sitio. O p
demonstrado diz respeito a intensidade fraca versus as demais.

O teste qui-quadrado de Pearson exato faz a analise geral e compara todos os sitios com todas as
intensidades.

Tabela 6 - Intensidade da expressdo da CLDN-4 nos diferentes sitios anatémicos

Intensidade de Expresséo da CLDN-4

Sitio Anatémico N (%)
N Fraca Modera Forte Teste qui-
(+) da (++) (>+++) TesteZ quadrado de
Pearson
Exato

Endometriose profunda 29 21(72,4) 5(17,2) 3(10,4) p=0,000 p=0,132

Ovario 7 7(100,0) 0 (0,0) 0 (0,0)

Peritdnio 2 1(50,0) 0 (0,0) 1(50,0)

Endométrio 4 2(50,0) 2(50,0) 0 (0,0)

Total 42 31(73,8) 7(16,7) 4(9,5) p=0,000

O teste Z de proporcdo compara entre as intensidades leve/moderada/forte para cada sitio. O p
demonstrado diz respeito a intensidade fraca versus as demais.

O teste qui-quadrado de Pearson Exato faz a analise geral, compara todos os sitios com todas as
intensidades.



41

5.5 Fatores clinicos, bioquimicos e cirdrgicos versus a expressdo das

claudinas

Foi pesquisado se haveria alguma associacao das expressdes das claudinas 3 e 4
com os sintomas de infertilidade, com os tipos de dor pélvica, com 0 uso de
horménio pré-operatério, com o indice de massa corporal das pacientes, com a
titulacao sérica de CA-125 e vitamina D e com a extensao da doenca de acordo com
o0 estadio rASRM.

N&o foi observada associacdo entre os sintomas (infertilidade, dismenorreia, DPC,
dispareunia, disquesia, flatuléncia ou disuria) e a expressdo das CLDN-3 e CLDN-4
nem com o uso de horménios no pré-operatorio. O IMC e as concentracdes séricas
de CA125 e vitamina D também ndo se associaram a expressdo das referidas
claudinas (TAB. 7).

A extensdo da doenca, avaliada pelo estadio rASRM, foi fator associado a

expressdo da CLDN-3 quando numa analise global (TAB. 7).

Ao comparar as expressoes das claudinas para cada estadio, utilizando o teste Z de
proporcao (TAB. 8), foram identificadas diferencas nos estadios moderado e grave
na expressao de CLDN-3, sendo a positividade de expressdo mais frequentes no
estadio grave (68,6%, p=0,002) e a auséncia de expressdo mais frequente no
estadio moderado (83,3%, p=0,021). No estadio leve ndo se verificou diferenca de
expressao (p=0,595). Portanto, a CLDN-3 predominou no estadio mais avancado da

doencga, o grave.

Quanto a comparacao da expressdo da CLDN-4 para cada estadio, os resultados
sao contraditorios, pois se apurou essa claudina mais presente tanto no estadio leve
(p=0,008) quanto no grave (p=0,000), sem diferenca de expressédo (p=0,247) no

estadio moderado.
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Tabela 7 - Varidveis clinicas, bioquimicas e cirurgicas relacionados as expressoes

da CLDN-3 e da CLDN-4 nas 48 amostras de endometriose e endométrio de 36

pacientes operadas no Biocor Instituto

Expressao de Expressao de

Variavel N CLDN-3 CLDN-4

Valor p Valor p
Infertilidade (sim/n&o) 36/3 0,243 1,000
Dismenorreia (sim/néo) 46/2 1,000 1,000
DPC (sim/n&o) 26/22 0,624 0,687
Sintomas Dispareunia (sim/ndo) 23/25 0,353 0,419
Disquesia (sim/né&o) 26/22 0,922 0,687
Flatuléncia (sim/n&o) 27/21 0,184 1,000
DisdUria (sim/n&o) 23/25 0,732 0,237
Uso de hormdnio (sem/com) 19/29 0,212 1,00
IMC 43 0,763 0,773
Titulagdes séricas Vitamina D (baixa/normal) 9/5 1,000 1,000
CA-125 (normal/aumentado)  10/25 1,000 0,128
Estadio rASRM 48 0,048 0,439

Valor p calculado pelo teste qui-quadrado de Pearson Exato para cada variavel separadamente.

Tabela 8 - Expressdo da CLDN-3 e da CLDN-4 nas amostras de endometriose e

endométrio em relacdo ao estadio da endometriose

Estadio rASRM N CLDN-3 CLDN-4

) () P ) (+) p
Leve 7 4(57,1)  3(42,9) 0595 1(14,3) 6(85,7) 0,008
Moderada 6 5(83,3)* 1(16,7)* 0,021 2(33,3)  4(66,7) 0,247
Grave 35 11(31,4)* 24(68,6)* 0,002  4(11,4) 31(88,6) 0,000

p calculado pelo teste Z de propor¢cdo comparando expressdo das claudinas em cada estadio.
*residuo ajustado < -1,96 e **residuo ajustado = +1,96 pelo qui-quadrado de Pearson Exato

5.6 Expressao das claudinas em pacientes com doenc¢a multifocal

Foram nove os pacientes que forneceram amostras em mais de um sitio anatdmico

(TAB. 1), possibilitando analisar qual o padrdo da expressdo das claudinas,

homogéneo (igual) ou heterogéneo (variavel), numa doenca multifocal em uma

mesma paciente.
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A expressao das claudinas foi homogénea em cinco pacientes (55,6%), enquanto
nas outras quatro (44,4%) o padrdo foi heterogéneo (TAB. 9). Dessa forma, nao foi

possivel identificar um padréo de expressao em casos de doenca multifocal.

Tabela 9 - Andlise dos padrdes de expressdo combinada de CLDN-3 e CLDN-4 em

sitios diferentes conforme pacientes

Paciente No de Tipos de Expresséo das Semelhancada Seme- Padrédo da
Sitios CLDN-3/CLDN-4 (1) expressdo das lhanca doenca
° claudinas nos (%) multifocal
© g g =) = diferentes sitios
o = o S
> 0 IS > £
() 9 > @] o
o0 = 2
L
1 2 +3 +4 Variavel 0 Heterogéneo
2 2 +4 +4 Igual 100 Homogéneo
3 2 ++ ++ Igual 100 Homogéneo
4 2 ++ +4 Variavel 0 Heterogéneo
5 2 ++ ++ Igual 100 Homogéneo
6 2 ++ ++ Igual 100 Homogéneo
7 3 O] ++ ++ Variavel 70 Heterogéneo
8 3 ++ ++ ++ Igual 100 Homogéneo
9 3 +4  (9) +4 Variavel 70 Heterogéneo

(1) Legenda dos tipos de expressdo das CLDN-3/CLDN-4: ++: as CLDN-3 e CLDN-4 estdo presentes
no mesmo sitio, simultaneamente; (-): as CLDN-3 e CLDN-4 estdo ausentes no mesmo sitio; +3 :
apenas a CLDN-3 estéa presente; +4 : apenas a CLDN-4 esta presente.

Em suma, podem-se destacar os resultados descritos a seguir.

As claudinas 3 e 4 expressaram-se na endometriose profunda com destaque para o
sitio intestinal onde as claudinas tiveram positividade de expressdo com significancia
estatistica em comparacdo aos demais sitios anatbmicos avaliados: CLDN-3 (p
0,016) e CLDN-4(p 0,000).

Na maioria dos sitios anatbmicos predominou uma expressao de intensidade fraca,
tanto da CLDN- 3 (75,4%) quanto da CLDN- 4 (73,8%). Na endometriose profunda
predominou a intensidade fraca das expressdes das CLND-3 (71,4%; p 0,000) e
CLDN-4 (72,4%; p 0,000).

Os sintomas de infertilidade e os tipos de dor pélvica, o uso pré-operatério de

horménios, o IMC e as titulagcdes séricas de vitamina D e CA-125 ndo mostraram
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associacdo com a expressdo das claudinas. A extensdo da doenca foi fator
associado a expressdo da CLDN-3, pois o estadio grave mostrou mais positividade

de expresséao desta claudina.

N&o houve um padrdo Unico de expressao de claudinas na doenca multifocal em

uma mesma paciente.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo foi demonstrado pela primeira vez, até onde se sabe, a
evidéncia da expressdo das CLDN-3 e CLDN-4 na endometriose profunda (bexiga,
intestino e vagina) (GRAF. 1). Estudos anteriores identificaram essas claudinas
apenas na endometriose ovariana e peritoneal (GAETJE et al., 2008; PAN et al.,
2009; PAN; WENG; WANG, 2008; SOHLER et al., 2013). Outras claudinas (CLDN-7
e CLDN-11) foram reconhecidas ha pouco tempo na endometriose profunda
(HORNE et al., 2018).

As CLDN-3 e CLDN-4 estavam presentes em 60 e 80% das amostras de
endometriose profunda, respectivamente. A CLDN-3 ndo foi expressada na
endometriose profunda vaginal, o que pode estar relacionado a pequena
amostragem deste sitio anatémico (n 3, 6%) (TAB. 4).

O local de maior expressdo das claudinas na endometriose profunda foi no sitio
intestinal (TAB. 4). Segundo Garcia-Hernandez, Quiros e Nusrat (2017), as
claudinas apresentam diferentes padrbes de distribuicdo e expressao ao longo do
intestino. Estudos sobre a distribuicdo das claudinas revelaram que a CLDN-3 e a
CLDN-4 apresentam expressdao aumentada no colon distal. Aparentemente,
alteracdes na distribuicdo e expresséo das claudinas no intestino podem resultar no
aumento da absor¢cdo de macromoléculas, o que, por sua vez, induz alteracdes
inflamatorias. Véarias doencas intestinais estdo associadas a esse tipo de alteracéo e
consequente inflamacao intestinal. Ha relatos de reducdo na expressdo das
claudinas 3 e 4 (downregulation) na colite ulcerativa, sindrome do intestino irritavel e
doenca de Crohn (BARMEYER; SCHULZKE; FROMM, 2015).

Sendo a endometriose uma doenga inflamatéria, as alteracbes observadas,
principalmente da CLDN-4 no intestino, pode ser fator contribuinte para o
desenvolvimento da doenca. O papel da CLDN-3 nas doencas intestinais ainda nao
foi completamente esclarecido. Essa claudina apresenta expressao mais elevada no
célon do que no resto do intestino e € considerada uma proteina de barreira, ao

passo que a CLDN-4 depende das demais claudinas para desempenhar sua fungao
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de controle de passagem de moléculas (GARCIA-HERNANDEZ; QUIROS;
NUSRAT, 2017).

Embora a CLDN-4 possa ser encontrada no intestino, o preparo do material para
IHQ com utilizacdo de arranjos em matriz das amostras teciduais (tissue microarray -
TMA), técnica mundialmente reconhecida para analise de multiplas amostras, com
inclusdo apenas de amostras comprovadamente com lesdo endometrial, assegura a
marcacdo da molécula na lesdo da endometriose intestinal e sugere um possivel
papel na patogénese da doenca. A técnica TMA permite andlise de mudltiplas
amostras com alto rendimento, reducdo da variabilidade experimental e dos
artefatos técnicos (KAMPF et al., 2012).

Na avaliacdo da intensidade da expressao das CLDN-3 e CLDN-4 na endometriose
profunda, ambas as claudinas apresentaram expressao fraca. Os demais sitios de
endometriose igualmente tiveram expressao ténue (TAB. 5 e 6). Esses achados vao
ao encontro dos resultados de estudos previamente publicados sobre a
endometriose em outras localizagdes. Pan, Weng e Wang (2008) descreveram a
expressao fraca da CLDN-4 no endometrioma ovariano comparada ao endométrio.
Gaetje et al. (2008) relataram fraca expressdo das CLDN-3 e CLDN-4 na
endometriose peritoneal. Posteriormente, Pan et al. (2009) identificaram expresséo
fraca das duas claudinas, CLDN-3 e CLDN-4, no endometrioma ovariano quando
comparada ao endométrio uterino. Esses dados sdo contrarios aqueles observados
no adenocarcinoma endometrial e na hiperplasia endometrial com atipias que
tiveram expressao forte das CLDN-3 e CLDN-4 (PAN et al., 2007). Outras claudinas
também se expressaram fortemente em outras malignidades, por exemplo, a CLDN-
1 no cancer de codlon, a CLND-2 na metastase do cancer de mama no figado e a
CLDN-7 no céancer de ovario (SINGH; DHAWNA; 2015). Assim, o presente estudo,
em conjunto com a literatura, sugere que o padrdo de expressédo das claudinas na
endometriose (intensidade fraca) é diferente do padrdo na malignidade (intensidade

forte).

As claudinas sdo componentes fundamentais das juncgdes estreitas (JE), exercem
papel na manutencdo da polaridade celular e na permeabilidade do tecido,

especialmente de ions. Modulacbes nas JEs podem estar associadas a génese e
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invasdo de tumores. Como a endometriose, a semelhanca de neoplasias manifesta
comportamento de proliferacdo e crescimento, sendo possivel que as claudinas
estejam envolvidas na patogénese da doenca. Ainda ndo esta esclarecido o papel
exato das claudinas na remodelacdo tissular, processo este associado a varias
doencas, inclusive endometriose (GAETJE et al., 2008). Segundo Pan et al. (2009),
a expressao fraca de CLDN-3 e CLDN-4 no endometrioma ovariano pode estar
relacionada a formacdo da endometriose. Essa menor expressdo de CLDN-3 e
CLDN-4 na endometriose ovariana do que no endométrio eutdpico traduz uma
alteracdo da propriedade da JE, perda de claudinas, o que possivelmente seria um

fator favoravel a invasao endometrial e crescimento dos implantes endometriéticos.

No presente estudo a expressdo das CLDN-3 e CLDN-4 ndo mostrou associacao
com os sintomas de infertilidade e dor pélvica, ndo sofreu influéncia se a paciente
estivesse com (n 29) ou sem (n19) tratamento hormonal pré-operatério (p 0,212; p
1,00). Na literatura, Gaetje et al. (2008), estudando a expresséo de genes (RNAm) e
das proteinas (IHQ) de vérias claudinas (CLDNs 1,3,4,5 3 7) no endométrio uterino e
na endometriose peritoneal, mostraram que, embora os genes da claudina tivessem
expressdo maior na fase secretora endometrial, ndo se verificou variagdo das
claudinas conforme a fase do ciclo menstrual nem com o uso de anticoncepcional

hormonal.

Posteriormente, Pan et al. (2009) reforcaram essas informacdes. Eles reforcaram
que ndo ha variacdo da expressdo das CLDNs 3 e 4 conforme a fase do ciclo
endometrial, seja proliferativo ou secretor. Embora a endometriose cresca sob
influéncia de estrogénio, as CLDN-3 e CLDN-4 ndo variam com a fase hormonal do
ciclo, indicando o pequeno papel do estrogénio e da progesterona na regulacéo das
juncbes estreitas. Sohler et al. (2013), estudando genes de varias claudinas,
inclusive de CLDN-3 e CLDN-4, detectaram que as lesbes de endometriose
peritoneal ndo estavam sincronizadas com as fases do endométrio uterino, o que
sugere que as lesdes apresentam diferentes padrdes de expressdo génica em
relacdo ao endométrio uterino e a independéncia dessas claudinas da acao

hormonal.
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Foi identificado que a classificacdo da rASRM, a qual avalia a extensdo da
endometriose, estava associada a expressdo da CLDN-3 (p=0,048), como
demonstrado nas TAB. 7 e 8. Isso significa que essa claudina pode estar
relacionada a progressdo da doenca, visto que ela apresentou positividade de
expressdo mais frequente no estadio mais avancado, o grave, comparada aos
estadios inferiores (leve e moderado). Diferentemente, a CLDN-4 nao exibiu esse
padrdo. Sua positividade de expressdo ndo acompanhou a progressao dos estadios,
mostrando frequéncia de positividade semelhante tanto no estadio leve quanto no
grave. Tal evidéncia pode alertar para comportamentos distintos entre claudinas na

evolucédo da endometriose.

Das pacientes da presente pesquisa, (72,2%) pacientes relataram infertilidade (TAB.
2), no entanto, ndo se obteve associacdo da infertilidade com a expressao das
claudinas (TAB. 7).

Ressalta-se, entretanto, que CLDN-4 no endométrio uterino ja foi relacionada a
reducdo nas taxas de gravidez em outras pesquisas (MIKOLAJCZYK; WIRSTLEIN;
SKRZYPCZAK, 2013; SERAFINI et al., 2009). No estudo atual foram demonstradas
CLDN-3 e CLDN-4 nas amostras de endométrio uterino (n 4) (TAB. 3), com
intensidade de expressao fraca e moderada (TAB. 5 e 6). A endometriose pode
levar a infertilidade por varios mecanismos, a saber: alteracdes anatdmicas da pelve,
principalmente nos estadios mais avancados, prejudicando a fecundacdo e
transporte embrionério; diminuicdo da reserva ovariana impactando na quantidade e
qualidade dos o6vulos; e fatores imunolégicos e alteracbes na receptividade
endometrial, interferindo na nidacdo e desenvolvimento embrionario (PETTA;
PELOGGIA; DIAS, 2015).

Serafini et al. (2009) estudaram a expresséo da CLDN-4 no endométrio de mulheres
em tratamento de infertilidade (27% delas com endometriose). Demonstraram que a
expresséo forte de CLDN-4 no endométrio foi associada a menor taxa de gravidez
apos fertilizacéo in vitro (FIV) (10,5 vezes menos). Considerando que a CLDN-4 tem
funcdo reguladora da permeabilidade ibnica nos poros celulares, ela esta
relacionada a passagem de cloro e blogueio do so6dio. Assim, uma possivel

explicacdo para a associacado de expressao alta de CLDN-4 com reducéo das taxas
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de gravidez pode ser devida a concentracao adversa de cloreto, interferindo no meio
extracelular endometrial e nas taxas de implantagdo embrionaria e gravidez.
Mikolajczyk, Wirstlein e Skrzypczak (2013), investigando a expressao de genes de
CLDN-4 no endométrio, também acharam que altos niveis de CLDN-4 no
endométrio podem desempenhar papel na infertilidade com endometriose minima e

na infertilidade idiopatica.

O estudo atual, ao contrario dos anteriores, relatou que a expressao das claudinas
no endométrio uterino foi de intensidade fraca e moderada, porém essa amostra foi
pequena (n 4), embora constituida de pacientes inférteis com endometriose. Em
conjunto, esses resultados sugerem o potencial papel das claudinas na patogénese
da infertilidade em mulheres com endometriose e identificam a necessidade de mais

estudos para esclarecer a questao.

Foi ainda avaliado o padrédo da expressao das claudinas em amostras de diferentes
sitios obtidos numa mesma paciente. Em cinco delas (55,6%) o padrdo de
expressdo de CLDN-3 e CLDN-4 foi o mesmo em todos os sitios anatdémicos,
enquanto que nas outras quatro pacientes (44,4%) a expressao das claudinas foi
variavel em diferentes sitios. Assim, nessa amostra de nove pacientes ndo houve
um padrdo unico de expressdo de claudinas na doenca multifocal, podendo ser
variavel ou igual nos diferentes sitios ha mesma paciente. E possivel ainda que
essas diferencas possam ser atribuidas as alteracées encontradas na relacédo entre
os elementos celulares do endométrio. Sabe-se que o endométrio € regulado por
fatores locais autdcrinos e paracrinos secretados pelo epitélio glandular, estroma e
miométrio, mas que na endometriose ocorre uma desorganizacdo arquitetural que

compromete a interacdo entre esses compartimentos.

Fatores como o tipo de implante, a quantidade de estroma, a extenséo da fibrose,
hemorragia focal, além do microambiente local podem estar associados a diferente
expresséo de diversas substancias no tecido endometridtico, assim como o tipo e a
atividade das lesbes (ROGERS et al., 2017). Na presente pesquisa, embora tenha
sido incluido significativo nimero de amostras dos varios sitios anatdmicos, essas
amostras foram preparadas de modo a permitir apenas a inclusdo do tecido

endometrial com epitélio glandular para a realizacdo das IHQs, restringindo outras
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andlises e interferéncias de outros tecidos porventura existentes no implante
endometrial. Embora a técnica de TMA utilize quantidades minimas de tecido (em
geral, 0,6 mm diametro), os estudos disponiveis sugerem que 0s cortes tém elevado
grau de representatividade tecidual quando comparada com o preparo convencional
(SIMON; MIRLACHER; SAUTER, 2004). A constituicdo heterogénea do implante de
endometriose pode eventualmente interferir na analise, mas o uso de material com

endométrio ectopico confirmado reduziu essa possibilidade.

A pesquisa atual atingiu o objetivo, trazendo uma nova colaboragdo ao estudo da
endometriose. Foi demonstrada a expressdao das CLDN-3 e CLDN-4 na
endometriose profunda, até entdo reconhecia apenas nas formas ovariana e
peritoneal dessa doenca. Foi comprovado que a expressao das claudinas nao esta
associada aos sintomas de infertilidade e dor pélvica, nem ao IMC, nem ao uso de
horménios no pré-operatério. A CLDN-3 associou-se a estadios mais avancados da

doenca, avaliado com base na ASRM (1997).

Evidenciou-se que a intensidade da expressao da CLDN-3 e da CLDN-4 era fraca na
doenca profunda, e isso converge com a expressao fraca visto também nas
endometrioses peritoneal e ovariana em pesquisas prévias. Deve ser considerado
gue a avaliacdo da intensidade da expressao das claudinas no estudo atual poderia
ter sido mais bem analisada se tivessem sido incluidos, neste trabalho, grupos-
controle, seja de pacientes sem endometriose, seja de endométrio uterino, para
entdo relativizar melhor a intensidade dessas proteinas, 0 que pode vir a ser tema

para estudos futuros.

Pode-se citar como limitacdes da presente investigacdo a coleta dos dados clinicos,
bioquimicos e cirargicos em prontuarios de forma retrospectiva, 0 que repercutiu na
falta de algumas informag¢des. Também a auséncia de grupos-controle inviabilizou
analises comparativas que seriam de grande importancia. A analise molecular de
amostras teciduais € passo fundamental para compreender as alteracdes bioldgicas
gque precedem ou sao consequéncia do processo patologico. Em Oncologia, a coleta
e andlise dos tecidos tumorais vém permitindo avangos fantasticos. Dessa forma, €
fundamental ter bancos amostras de endométrio intrauterino de mulheres com e sem

endometriose e de lesdes endometridticas, como fazem varios centros de pesquisa
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no mundo (FASSBENDER et al.,, 2014). Em nossos meio, todavia, ha alguns
entraves éticos na obtencdo desse tipo de material, principalmente de amostras
endometriais de mulheres saudaveis e na construcdo de bancos de amostras

teciduais, 0 que representa significativo entrave em nosso estudo.

A compreensdo da etiologia e fisiopatologia da endometriose ainda esta permeada
por muitas duvidas, apesar da grande quantidade de estudos e de avangos recentes
nas pesquisas. O achado da expressdo das CLDN-3 e CLDN-4 na endometriose
profunda pode ser ponto de partida para o aprofundamento da avaliacdo dessas
substancias na endometriose em busca de novas perspectivas no campo da
fisiopatologia e de marcadores da gravidade da endometriose visto pela associacéo
com a extensdo da doenca. Obviamente, antes de qualquer conclusdo, seréo
necessarios estudos controlados in vitro e in vivo em larga escala que consigam

desvendar adequadamente o papel das claudinas na endometriose.
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7 CONCLUSAO

Foi evidenciado que as CLDN-3 e CLND-4 estavam presentes na endometriose
profunda. Em todos os sitios de endometriose profunda as claudinas estudadas
mostraram intensidade fraca de expressao. A expressao dessas claudinas nao foi
influenciada por fatores clinicos ou laboratoriais, mas foi associada a extensdo da
doenca. Provavelmente, as claudinas estédo relacionadas ao potencial de invaséo e

crescimento da endometriose pélvica.
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ANEXOS E APENDICES

Anexo A — Email de Grummer R permitindo utilizar a Figura 1

De: Grimmer, Ruth Ruth.Gruemmer@uk-essen.de F
Assunto: AW: Permission
Data: 4 de julho de 2019 10:56
Para: Ivete Pessoal ivete avila@gmail. com

Dear Ivete de Avila,
when correctly cited, | have no objection that you show the figure in your thesis.

Best regards
Ruth Griimmer

Von: lvete Pessoal <jvete.avila@gmail.com>
Gesendet: Donnerstag, 4. Juli 2019 14:41

An: Griimmer, Ruth <Ruth.Gruemmer@uk-essen.de>
Betreff: Permission

Dear author,

I am writing a doctoral thesis on the expression of claudinas in endometriosis in the
postgraduate course in Women's Health of the Faculty of Medicine of the Federal
University of Minas Gerais in Brazil.

I was very interested in her publication "Direct Cell-Cell Interactions in the
Endometrium” in the International Journal of Molecular Sciences in 2018. My

compliments for the excellence of this publication.

I would like your permission to show your Figure 1 in my thesis, certainly showing 1
original reference of your work.

I await your response with great interest and thanks.

Ivete de Avila - ivete.avila/@ gmail . com; nupimnes cpg brsTsinE010025250

Gynecologist
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Apéndice A - Planilha das laminas de imuno-histoquimica
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No IDENTIFICACAO BLOCO CLDN-3 CLDN-4

1 3A EP. ESCAMOSO EP. ESCAMOSO

2 9C - ++

3 1E - +++

4 9E - ++

5 9A NAO TEM MATERIAL NAO TEM MATERIAL

6 7A - FRACO +

7 25C NAO TEM ENDOMETRIO NAO TEM ENDOMETRIO

8 19C - +++

9 4C NAO TEM ENDOMETRIO NAO TEM ENDOMETRIO
10 13B NAO TEM ENDOMETRIO NAO TEM EDOMETRIO
11 oF - ++++
12 9D NAO TEM ENDOMETRIO NAO TEM ENDOMETRIO
13 11C - +
14 15C - -
15 21C NAO TEM ENDOMETRIO NAO TEM ENDOMETRIO
16 22A NAO TEM ENDOMETRIO NAO TEM ENDOMETRIO
17 23C - ++++
18 16A - ++
19 46A NAO TEM ENDOMETRIO NAO TEM ENDOMETRIO
20 51C NAO TEM ENDOMETRIO NAO TEM ENDOMETRIO
21 46C + +
22 4A - +
23 36A - +
24 38A NAO TEM ENDOMETRIO NAO TEM ENDOMETRIO
25 41C - ++
26 14A - +
27 55A + ++
28 56B NAO TEM ENDOMETRIO NAO TEM ENDOMETRIO
29 66A NAO TEM ENDOMETRIO NAO TEM ENDOMETRIO
30 69A NAO TEM ENDOMETRIO NAO TEM ENDOMETRIO
31 67B NAO TEM ENDOMETRIO NAO TEM ENDOMETRIO
32 27A NAO TEM ENDOMETRIO NAO TEM ENDOMETRIO
33 4D - +
34 11D (INTESTINO) - EP. DO INTESTINO +
35 1C (TUBA?) + +
36 573/152 NAO TEM ENDOMETRIO NAO TEM ENDOMETRIO
37 573/154 + +
38 834/154 NAO TEM ENDOMETRIO NAO TEM ENDOMETRIO
39 834/156 + +
40 1086/151 + +
41 1088/155 + +
42 1961/15-2 NAO TEM ENDOMETRIO NAO TEM ENDOMETRIO
43 1961/15-4 NAO TEM ENDOMETRIO NAO TEM ENDOMETRIO
44 2824/16-3 NAO TEM ENDOMETRIO NAO TEM ENDOMETRIO
45 2824/16-6 + +
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46 2847/15-1 +

47 2847/15-3 +

48 3113/15-4 - +

49 3113/15-6 + +

50 3125/15-4 NAO TEM ENDOMETRIO NAO TEM ENDOMETRIO
51 3125/15-11 NAO TEM ENDOMETRIO NAO TEM ENDOMETRIO
52 3430/15-4 NAO TEM ENDOMETRIO NAO TEM ENDOMETRIO
53 3430/15-5 NAO TEM ENDOMETRIO NAO TEM ENDOMETRIO
54 3430/15-6 + +

55 4235/16-4 NAO TEM ENDOMETRIO NAO TEM ENDOMETRIO
56 4235/16-5 NAO TEM ENDOMETRIO NAO TEM ENDOMETRIO
57 4235/16-6 NAO TEM ENDOMETRIO NAO TEM ENDOMETRIO
58 4292/16-5 NAO TEM ENDOMETRIO NAO TEM ENDOMETRIO
59 4292/16-6 NAO TEM ENDOMETRIO NAO TEM ENDOMETRIO
60 9537/2 NAO TEM ENDOMETRIO NAO TEM ENDOMETRIO
61 1364243/3 NAO TEM ENDOMETRIO NAO TEM ENDOMETRIO
62 1364243/6 - ++

63 1377911/2 NAO TEM ENDOMETRIO NAO TEM ENDOMETRIO
64 1377911/5 NAO TEM ENDOMETRIO NAO TEM ENDOMETRIO
65 1388429/16 - ++

66 1388429/10 + ++

67 1409537/3 NAO TEM ENDOMETRIO NAO TEM ENDOMETRIO
68 1409537/4 + +

69 1409537/7 + +

70 1435476/3 NAO TEM ENDOMETRIO NAO TEM ENDOMETRIO
71 1435476/7 NAO TEM ENDOMETRIO NAO TEM ENDOMETRIO
72 1439136/4 NAO TEM ENDOMETRIO NAO TEM ENDOMETRIO
73 1439136/8 + -

74 1447190/7 NAO TEM ENDOMETRIO NAO TEM ENDOMETRIO
75 1447190/9 NAO TEM ENDOMETRIO NAO TEM ENDOMETRIO
76 1451671/6 + +

77 1451671/2 + +

78 1458650/2 - -

79 1458650/8 NAO TEM ENDOMETRIO NAO TEM ENDOMETRIO
80 1470647/1 + +++

81 1470647/9 ++ +

82 1474815/5 NAO TEM ENDOMETRIO NAO TEM ENDOMETRIO
83 1474815/8 - +

84 1516745/3 NAO TEM ENDOMETRIO NAO TEM ENDOMETRIO
85 1516745/7 + +

86 1525161/1 NAO TEM ENDOMETRIO NAO TEM ENDOMETRIO
87 1525161/8 ++ +

88 1528132/2 NAO TEM ENDOMETRIO NAO TEM ENDOMETRIO
89 1528132/9 ++ +

90 1409537/18 - -

91 1409537/9 + +

92 A453/15-5 - +

93 A453/15-2 F++ -
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94 959500/3 -

95 959520/4 - -

96 958520/8 ++ +

97 1125968/8 ++ +

98 A623/16-2 + +

99 A2847/15-2 - -
100 A135/15-2 ++++ +++
101 A2821/16-7 + +
102 1478259/6 - -
103 1283426/6 - ++
104 A3019/15-5
105 A5541/6-6
106 A3900/15-5 - -
107 A4158/16-8 +++ ++
108 A4632/15-6 -
109 A2717/16-6 - +
110 935130/8 - -
111 935130/7 - -
112 24D - -
113 18D + +
114 19B - +
115 16D + ++++
116 21A NAO TEM ENDOMETRIO NAO TEM ENDOMETRIO
117 12A - +++
118 24A + ++++
119 34A - -
120 16A + ++++
121 15A - ++++
122 15B - +++
123 17E - -
124 17A - ++++
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Apéndice B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido: Grupo
Endometriose

MARCADORES MOLECULARES E RECEPTORES HORMONAIS EM MULHERES
COM ENDOMETRIOSE

Prezada Senhora,
Gostaria de convida-la a participar de um estudo cientifico que tem o objetivo de

gerar novos conhecimentos sobre a endometriose e outras doencas ginecoldgicas.

1 INFORMACOES SOBRE A PESQUISA

Esta pesquisa quer estudar novos testes para identificar alteracbes hormonais no
sangue de mulheres com endometriose para o diagndstico da doenca. Além disso,
quer estudar material de bidpsia (pequenos pedacinhos retirados da parte de dentro
do utero, do peritdnio - membrana que protege seus 6rgdos - e dos ovarios) para
identificar como a doenca invade o organismo de umas mulheres mais do que de
outras. Esse material de biopsia ja seria retirado no momento da sua cirurgia, sem
qualquer risco adicional para a senhora. A endometriose pode acometer pessoas
sem sintomas e também pode ser confundida com outras doencas. Ainda nao se
sabe por que, em algumas mulheres, a doenca é leve e em outras ela é tdo grave.
Sendo assim, estudaremos também pessoas saudaveis que pretendem fazer
ligadura de trompas, assim como pessoas que serdo operadas de cisto de ovario (de
qualqguer tipo) ou qualquer outra doenca ginecoldgica benigna (miomas, investigacado
de infertilidade conjugal e dor pélvica cronica). Esse material serd submetido a
exames para identificar substancias possivelmente relacionadas ao efeito da
endometriose e cistos ovarianos sobre os ovarios. A coleta de material sera
realizada no Biocor Instituto, onde sera avaliado. Os resultados dos exames serao
utilizados para o respectivo estudo, resguardado o sigilo do paciente. O material
coletado sera armazenado e, caso ndo utilizado em sua totalidade, sera armazenado
para estudos futuros. Caso isso aconteca, a senhora sera contatada para autorizar

Seu uso.
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2 SIGILO DOS DADOS

Todos os seus dados serdo confidenciais, sua identidade ndo sera revelada
publicamente em hipétese alguma e somente os pesquisadores envolvidos neste
projeto terdo acesso a essas informacoes, que serdo utilizadas somente para fins de
pesquisa. Os dados obtidos serdo utilizados para elaboragédo de artigos cientificos,
sendo garantida a confidencialidade da identidade dos pacientes participantes da
pesquisa, sendo que material residual (ndo utilizado neste estudo) sera mantido em
arquivo e podera ser utilizado para futuros projetos de pesquisa apos sua

autorizacdo. Caso deseje, é possivel optar pela destruicao desse material residual.

3 BENEFICIOS DA PESQUISA

Este estudo trara informacfes que poderdo ajudar muitas mulheres no futuro. O
conhecimento de algumas alteracdes hormonais associadas a endometriose podera
ajudar no desenvolvimento de novos métodos para diagnosticar e acompanhar a
doenca. O estudo das biépsias podera ajudar a entender como a doenca invade o
organismo e o0 que esta envolvido na sua gravidade, podendo, no futuro, auxiliar no
desenvolvimento de novos medicamentos ou maneiras de se bloquear o avangar da

doenca.

4 RISCOS

A coleta de sangue sera realizada em veia do bragco ou da mao, em pequena
quantidade (10 mL, volume equivalente a duas colheres de sopa). A coleta de
sangue pode causar leve desconforto no local da coleta e, de vez em quando, uma
pequena mancha (hematoma), que desaparece sozinha. O sangue sera colhido em
material estéril e descartavel, que ndo oferece risco a sua saude. A biopsia sera
realizada no momento da cirurgia, sob anestesia, ndo causando dor ou qualquer
risco adicional a senhora. Lembra-se mais uma vez de que essas bidpsias ja seriam
realizadas durante a cirurgia. A coleta de material de dentro do utero (biépsia de
endométrio) também sera feita sob anestesia, antes da cirurgia, e ndo causa dor ou
desconforto adicional. A coleta desse material é passo fundamental para entender os

mecanismos que levam a endometriose.
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5 RESSARCIMENTO DAS DESPESAS

Ndo esta prevista qualquer forma de remuneracdo para as voluntérias, nem
ressarcimento de despesas (ndo havera ajuda de custo para as voluntarias nem
mesmo para deslocamento até o hospital. Entretanto, as despesas especificas

relacionadas ao estudo sdo de responsabilidade dos pesquisadores).

6 DEMAIS ESCLARECIMENTOS

Vocé tem total liberdade para esclarecer qualquer duvida que possa surgir durante a
pesquisa. Vocé podera recusar-se a participar deste estudo e/ou abandona-lo a
qualquer momento, sem precisar se explicar. A aceitacdo ou ndo da participacao

neste estudo ndo influenciara no seu tratamento.

7 TERMO DE CONSENTIMENTO
Eu, ,

voluntariamente, concordo em participar desta pesquisa no Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Minas Gerais. Estou ciente do exposto acima e, ainda, de

que esta pesquisa nao trara qualquer prejuizo a minha saude.

Belo Horizonte,............... [0 [T (o [T

Assinatura da voluntaria

Assinatura da pesquisadora

Pesquisadoras: - Doutoranda Ivete de Avila e Prof®. Marcia Mendonga Carneiro
Av. Prof. Alfredo Balena, 190 - Belo Horizonte - MG - Brasil - CEP 30130-100
Telefones: (31) 99573341/34099764. E-mail: marciamc@medicina.ufmg.br
COEP-UFMG: Av. Antonio Carlos, 6.627- Unidade Administrativa Il — 2° andar sala
2005 CEP: 31270-901. Telefax: (31) 3409-4592. Email:coep@prpqg.ufmg.br
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Apéndice C - Passo a passo da técnica da imuno-histoquimica

Etapa

Procedimentos

Desparafinizagéo e
reidratacdo

Deixadas as laminas overnight na estufa a 56°C.

Lavadas as laminas 3 vezes no xilol, durante 5 minutos cada, com leve
agitacao.

Lavadas as laminas 3 vezes no alcool etilico 100% e 80%, durante 5 minutos
cada, com leve agitacao.

Lavadas as laminas 3 vezes na agua corrente, durante 5 minutos cada, com
leve agitacao.

Recuperacéo
antigénica induzida
pelo calor

Aquecidas as laminas em solucg&o de citrato de sodio 0,01M (pH 6,0) a 90° C
por 20 minutos.

Resfriadas as laminas por 20 minutos.

Lavadas as laminas 3 vezes na &gua deionizada, durante 5 minutos cada,
com leve agitacédo.

Bloqueio da Adicionados 400 pL da solucdo de bloqueio da peroxidase do NOVOLINK
peroxidase (FRASCO AMARELO) na lamina.
enddgena A . .
Lavadas as laminas 2 vezes no Tris - TBS, durante 5 minutos cada, com leve
agitacéo.
Bloqueio de Adicionados 400 pL da solu¢do de bloqueio de proteinas do NOVOLINK
proteinas (FRASCO VERDE) nas laminas e aguardado 10 minutos.

Lavadas as laminas 2 vezes no Tris - TBS, durante 5 minutos cada, com leve
agitagéo.

Reacéo do anticorpo
primario

Diluido o anticorpo primario em diluente especifico:

Aplicado o anticorpo primario diluido.

Anticlaudin 3, ac. poli de coelho, marca ABCAM, AB15102 da Biogen.
Anticlaudin 4 antibody EPRR17575, ABCAM, AB210796, da Biogen.
Incubadas as laminas por 1 hora em cAmara Umida a temperatura ambiente.

Lavadas as laminas 3 vezes no Tris - TBS, durante 5 minutos cada, com leve
agitacao.

Bloqueio pos-
primario

Adicionados 400 pL da solucdo de bloqueio pés-primério do NOVOLINK
(FRASCO VERMELHO) na lamina e aguardados 50 minutos.

Lavado as laminas 2 vezes no Tris - TBS, durante 5 minutos cada, com leve
agitagéao.

Reacao do polimero
(anticorpo
secundario)

Aplicado 400 pL da solugao do polimero NOVOLINK.
Incubados por 30 minutos em camara Umida a temperatura ambiente.

Lavadas as laminas 3 vezes no PBS, durante 5 minutos cada, com leve
agitacéao.

Preparo e reacéo do
sistema de deteccéo

Diluidos 50 pL do cromégeno DAB em 1 mL de solugdo tampao substrato do
DAB.

Aplicados 200 pL da solugao cromoégeno/substrato DAB.

Incubados por aproximadamente 5 segundos em cadmara Umida a temperatura
ambiente.

Lavadas as laminas 3 vezes na agua corrente, durante 5 minutos cada, com
leve agitacao.
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Contracoloracdo

Passadas as laminas na hematoxilina por 30 segundos.

Lavadas em agua corrente por 1 minuto.
Lavadas 3 vezes no alcool etilico por 1 minuto.
Lavadas 2 vezes no xilol por 1 minuto.

Montadas as laminas.
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Apéndice D — Tabela de Comparacéo das expressdes das CLDN-3 e CLDN-4 em

duas amostras de imuno-histoquimica de tamanhos diferentes

Amostra inicial ¥

Amostra estudada

n=78 n=48
Valor-p*
% %
N (%) N (%)
(proporcional) (proporcional)
CLDN-3(+) | 34 (43,6%) 34/62=54,8 28 (58,3%) 28/62=45,2 0,285
CLDN-4(+) | 60 (76,9%) | 60/101=59,4 | 41 (85,4%) | 41/101=40,6 0,008

*Teste Z de proporgéo

(1) Amostra inicial: numero total de amostras de 78 submetidas a imuno-histoquimica

(2) Amostra estudada: grupo de amostras de 48 entre as 78 que tiveram sitio anatémico de

origem reconhecida e dados completos dos prontuarios para incluir na pesquisa.

Nessa andlise, a proporcdo das expressdes de CLDN-3 foi a mesma nas duas

amostras (p>0,5). Foi visto maior proporcéo de expressao da CLDN-4 na amostra

inicial (p<0,05), porém esta expressao manteve o padrdo de ser mais frequente do

gue a CLDN-3 nas duas amostras.




