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Resumo 

Introdução: A endometriose é uma doença estrogênio-dependente. A teoria da deficiência de 

17βHSD2 no tecido ectópico poderia justificar o aumento dos níveis de estradiol no 

microambiente das lesões, devido à perda do efeito protetivo da enzima. Contraditoriamente, 

vários estudos evidenciaram a expressão do RNAm da 17βHSD2 na endometriose. 

Objetivos: Avaliar se uma influência epigenética resultante da expressão anormal de 

microRNAs (has-miR-26b-5p e has-miR-124-3p) nas lesões de endometriose poderia alterar a 

expressão gênica local do 17βHSD2, de forma a impedir a transcrição do RNAm à proteína. 

Materiais e métodos: Estudo transversal prospectivo. Foram obtidas 94 amostras, sendo 54 

de lesões de endometriose (LE), 28 de endométrio eutópico (EE) das mesmas pacientes com 

endometriose e 12 de pacientes sem endometriose (EC). RT-PCR avaliou a expressão do has-

miR-26b-5p e has-miR-124-3p em LE e EE. A expressão gênica do 17βHSD2 foi avaliada em 

nível de RNAm por RT-PCR e em nível de proteínas por Western Blotting e 

imunohistoquímica nos 3 grupos. Resultados: Não houve diferença na expressão de has-miR-

26b-5p e has-miR-124-3p entre LE e EE. A presença de expressão do RNAm da 17βHSD2 

foi constatada nos 3 grupos, sem diferença estatística entre eles, tanto quando estudadas 

apenas as amostras sem exposição prévia a hormônios, bem como à análise de todas as 

pacientes (com ou sem uso de contraceptivo oral combinado - COC- ou progestagênio isolado 

no último mês). As lesões sob efeito progestínico tiveram expressão maior de RNAm da 

17βHSD2 (p<0.05) em comparação com aquelas sob efeito de COC ou ausência de 

medicação hormonal. Confirmou-se, ainda, a presença da proteína 17βHSD2 nas lesões. 

Conclusões: Uma expressão anormal de has-miR-26b-5p e has-miR-124-3p nas lesões não 

pode justificar a teoria da deficiência da 17βHSD2 na endometriose. Curiosamente, nossos 

achados não confirmaram a ausência da enzima nas lesões estudadas, mostrando que o 

comportamento de expressão da 17βHSD2 na endometriose parece ser mais complexo do que 

se imaginava, e novas análises, inclusive do padrão de expressão mediante o uso de terapia 

clínica da doença, merecem ser mais bem exploradas. 

Palavras-chave: 17-Hidroxiesteroide desidrogenases; endometriose; endométrio; estrogênio. 

 

  



 

 

Abstract 

Background: Endometriosis is an estrogen-dependent disease. A theory of deficient 

17βHSD2 expression in lesions, but not in paired eutopic endometrium, leading to high levels 

of local estradiol has been described as a potential molecular mechanism for the disease 

progression. Contradictorily, many studies available in the literature have found expression of 

17βHSD2 mRNA in ectopic tissue. Objectives: To evaluate whether the epigenetic influence 

of microRNAs (has-miR-26b-5p e has-miR-124-3p) could impair post-transcriptionally 

17βHSD2 protein synthesis in ectopic lesions. Methodology: This is a prospective cross-

sectional study. We obtained a collection of 94 tissue samples: 54 endometriosis lesions (EL); 

28 eutopic endometrium (EE); 12 endometrium from women without endometriosis (CE). 

RT-PCR was performed for evaluating has-miR-26b-5p and has-miR-124-3p expression in 

ectopic and eutopic endometrium. The 17βHSD2 mRNA expression was evaluated by RT-

PCR in the three groups. Western Blotting and immunohistochemistry were used to assess 

17βHSD2 expression and localization at protein level. Results: There was no difference in 

either has-miR-26b-5p or has-miR-124-3p expression between EL and EE. The presence of 

17βHSD2 mRNA was similar in the 3 groups, both including and excluding the samples 

obtained from women in use of hormonal therapy. Higher expression of 17βHSD2 mRNA 

was detected in EL previously exposed to progestins-only, when compared to EL exposed to 

COC and EL with no prior exposure to hormone therapies (p<0.05). Conclusions: An 

aberrant expression of has-miR-26b-5p and has-miR-124-3p in endometriotic lesions is 

probably not associated with disturbed 17βHSD2 expression in endometriosis. Surprisingly, 

we could not confirm the deficient 17βHSD2 expression in ectopic lesions. The role of 

17βHSD2 in endometriosis may be even more complex than assumed so far, and the 

regulation of its expression in different clinical scenarios should be further investigated. 

Key words: 17beta-HSD type 2, human; endometriosis; endometrium; estrogen. 
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I- INTRODUÇÃO 

 

1.1- Endometriose: o que sabemos e o que falta desvendar 

 

A endometriose é uma doença ginecológica caracterizada pela presença de tecido 

semelhante ao endometrial, composto por glândula e/ou estroma, fora da cavidade uterina 

(Zondervan et al. 2018). É considerada uma condição inflamatória crônica, estrogênio-

dependente, prevalente em mulheres na menacme. Ainda que primariamente benigna, trata-se 

de patologia ligada à alta morbidade e comprometimento da qualidade de vida, podendo 

cursar com quadros álgicos importantes e subfertilidade (Giudice and Kao 2004a). 

Estima-se que a doença acometa cerca de 10% das mulheres em idade reprodutiva em 

todo o mundo (Viganò et al. 2004). No entanto, a endometriose é provavelmente uma 

condição subdiagnosticada. Principalmente quando presente em adolescentes, os quadros de 

dismenorreia e dor pélvica ligados à doença são muitas vezes confundidos com eventos 

fisiológicos do ciclo menstrual relacionados aos primeiros anos da menacme. A 

inespecificidade dos sintomas e a necessidade de cirurgia para confirmação histopatológica 

dificultam o manejo precoce da doença. Estima-se que o tempo compreendido entre o início 

dos sintomas e a definição diagnóstica varie, em média, de 7 a 11 anos (Hadfield et al. 1996). 

A endometriose possui formas clínicas diversas. As pacientes podem cursar com um 

ou mais dos seguintes tipos de apresentação da doença: lesão cística ovariana 

(endometrioma); lesão peritoneal superficial; lesão profunda infiltrativa. Esta última é 

conceitualmente definida como o implante ectópico que se aprofunda mais do que 0,5 cm no 

peritônio. Apesar do acometimento de órgãos e estruturas pélvicas ser o mais comum, os 

implantes também podem ocorrer em sítios extrapélvicos, a citar: diafragma, pleura, pulmão, 

pericárdio e cérebro (Bulun et al. 2019). 

Quanto à classificação, mais de um sistema já foi proposto, mas o mais 

frequentemente utilizado é a versão revisada da American Society for Reproductive Medicine 

(ASRM) de 1997, segundo o qual a endometriose pode ser dividida em quatro estágios: 

mínima (I), leve (II), moderada (III) e severa (IV). Tal classificação, no entanto, não tem 

correspondência com a sintomatologia álgica ou ocorrência de infertilidade (“Revised 

American Society for Reproductive Medicine Classification of Endometriosis: 1996” 1997). 

O porquê a doença surge e os fatores relacionados à sua progressão são questões que 

ainda carecem de maiores esclarecimentos. Entretanto, nas últimas décadas, vem crescendo o 

número de estudos que buscam o entendimento dos mecanismos moleculares envolvidos na 
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sua fisiopatologia, bem como a descoberta de novas formas de diagnóstico e tratamento 

(Taylor, Kotlyar, and Flores 2021). Por tratar-se de uma condição que possui múltiplas 

apresentações e quadro clínico variável, é possível que as diferentes formas de lesão possam 

ser entidades distintas, com mecanismos patogênicos próprios  (Donnez et al. 1996; Nisolle 

and Donnez 1997). 

Segundo a mais clássica teoria fisiopatológica da doença, células endometriais 

chegariam à pelve através do refluxo do sangue menstrual pelas tubas uterinas (Sampson 

1927). Todavia, este mecanismo, isoladamente, não seria capaz de explicar os casos 

extrapélvicos. Além disso, o refluxo da menstruação constitui evento comum, estando 

presente em grande parte das mulheres saudáveis. Decerto, o mais provável é que a 

endometriose deva ser uma doença multifatorial. Metaplasia celômica, células tronco, 

autoimunidade e influência genética e epigenética são algumas das diversas teorias 

fisiopatológicas que surgiram ao longo das últimas décadas como potenciais participantes no 

processo de desenvolvimento dos implantes ectópicos (Shigesi et al. 2019; Matsuura et al. 

1999; Sasson and Taylor 2008; Saha et al. 2015; Taylor, Kotlyar, and Flores 2021).   

Estudos epidemiológicos mostram um risco duas vezes maior de endometriose em 

mulheres cujas mães apresentam a patologia, assim como uma concordância na ocorrência 

das lesões ectópicas em irmãs gêmeas monozigóticas (Dalsgaard et al. 2013; Saha et al. 

2015). Apesar disso, estudos de associação genômica ampla (Genome Wide Association 

Studies- GWAS) não comprovaram um padrão específico de herdabilidade ou a existência de 

um gene único relacionado à doença. Evidências crescentes corroboram o possível 

envolvimento de múltiplos genes e uma complexa combinação entre mecanismos genéticos e 

epigenéticos. Estes últimos parecem estar envolvidos em diversas alterações imunológicas, 

imunohistoquímicas e histológicas no endométrio eutópico e ectópico das pacientes com 

endometriose (Laganà et al. 2019a; Guo 2009). 

 

1.2- Endometriose: uma doença estrogênio-dependente 

 

A despeito das incertezas envolvendo a fisiopatologia da endometriose, a influência do 

estrogênio como fator-chave na manutenção e progressão das células endometriais ectópicas é 

questão indiscutível. Tal relação é percebida clinicamente pela alta prevalência da patologia 

em mulheres em idade reprodutiva e a tendência à regressão após a menopausa. Raros casos 

de endometriose relatados em homens foram associados ao uso de terapia estrogênica 

prolongada para tratamento do câncer de próstata ( Martin and Hauck 1985; Rei, Williams, 
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and Feloney 2018). Além disso, a ação pretendida através das principais opções terapêuticas 

por ora disponíveis visa justamente a supressão ovariana e consequente redução dos níveis 

circulantes de estradiol, levando à estabilização da doença (Huhtinen et al. 2012). 

Inúmeros estudos experimentais também corroboram o importante papel do estrogênio 

como cerne do processo inflamatório que caracteriza a endometriose. A ação do estradiol nos 

implantes ectópicos, independentemente da origem das células endometrial-like, promoveria 

um ambiente adequado para a sua manutenção e progressão fora da cavidade endometrial. 

Dentre os possíveis mecanismos moleculares através dos quais os estrogênios atuam na 

endometriose, podemos citar: ativação de macrófagos e consequente secreção de citocinas e 

quimiocinas pró-inflamatórias e indução da expressão de fatores angiogênicos (VEGF); 

ativação de genes antiapoptóticos, como o Bcl-2, e das proteínas quinases ERK1/2 e Akt 

(Reis et al. 2013; Laganà et al. 2019a; Bulun et al. 2019; Patel et al. 2017; Y et al. 2018; 

McLaren et al. 1997). 

A ação estrogênica nos implantes ectópicos é um processo bastante complexo e ainda 

não totalmente elucidado (Rižner 2009). A síntese de estrogênios no interior das lesões, a 

partir da presença local de um maquinário enzimático capaz de transformar formas inativas de 

esteroides circulantes em estradiol e até a produção de novo pelo colesterol, parece exercer 

um papel importante na fisiopatologia da doença (T. Šmuc and Rižner 2009; Gibson et al. 

2018). 

 

1.3- Metabolismo e biossíntese dos estrogênios na endometriose 

 

Dá-se o nome de estrogênios ao grupo genérico de compostos químicos cujos 

principais representantes são: estrona (E1), 17β-estradiol (E2) e estriol (E3). A partir da 

transformação do colesterol, molécula de 27 átomos de carbono, uma sucessão de reações em 

cadeia ocorre, através das quais são formados outros esteroides sexuais como progestogênios 

(esteroides C-21) e androgênios (esteroides C-19), até chegar à formação dos estrogênios 

(esteroides C-18). O estradiol é a principal forma atuante durante os anos reprodutivos da 

mulher, sendo o mais biologicamente ativo. A estrona consiste na forma menos ativa e 

predomina no período pós-menopausal. O E3, por sua vez, é produzido pela placenta, sendo 

característico do período gestacional (Merchenthaler 2018). 

Embora na menacme a fonte mais popularmente conhecida de estradiol sejam os 

ovários, a presença do hormônio no endométrio resulta de mais de uma via, incluindo os 

mecanismos endócrino, parácrino, autócrino e intrácrino (Nelson and Bulun 2001). A 
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capacidade dos tecidos alvos periféricos produzirem hormônios esteroides a partir de 

precursores sanguíneos foi descrita pela primeira vez em 1991, por Labrie. O autor quebrou 

paradigmas ao sugerir que cerca de 75% dos estrogênios presentes em mulheres na menacme, 

e quase 100% em mulheres na pós-menopausa, seriam advindos da produção nos tecidos 

periféricos a partir de precursores esteroides adrenais (Labrie 1991). 

Com o passar dos anos, o conhecimento acerca do maquinário enzimático presente em 

tecidos periféricos (ex.: endométrio, trato gastrointestinal, pulmões, SNC e ossos) vem sendo 

construído. Os mecanismos envolvidos são altamente complexos e muito provavelmente 

contam com a participação das mesmas enzimas presentes em ovários e adrenais, além de 

outras vias metabólicas alternativas e adicionais (Konings et al. 2018). 

Nos ovários, o processo de formação do E2 depende da proteína reguladora aguda da 

esteroidogênese, StAR, que permite a passagem do colesterol do citoplasma para a 

mitocôndria. As enzimas CYP11A1 e CYP17A1 participam da formação de 

dehidroepiandrosterona (DHEA) nas células da teca que, por sua vez, é convertida em 

androstenediona (A4) pela 3β-hidroxiesteroide desidrogenase tipo 2 (3βHSD2). O citocromo 

p450 19A1 (CYP19A1, aromatase) catalisa a conversão de A4 em E1. A 17β-hidroxiesteroide 

desidrogenase tipo 1 (17βHSD1) transforma E1 em E2. A A4 também pode ser 

primeiramente reduzida a testosterona e depois aromatizada a E2. Por mecanismo endócrino, 

o E2 cai na corrente sanguínea e chega ao endométrio, onde se liga aos receptores de 

estrogênio aí presentes. Mas, além dele, os ovários também liberam na circulação: E1, sulfato 

de estrona (E1-S) e os precursores androgênicos, como A4 e DHEA (Huhtinen et al. 2012; 

Konings et al. 2018). 

A esteroidogênese adrenal também libera por mecanismo endócrino a A4, DHEA e o 

sulfato de dehidroepiandrosterona (S-DHEA). Além disso, tecidos periféricos como fígado, 

pâncreas, ossos, pele, tecido adiposo são fontes extragonadais de sulfato de estrona (Huhtinen 

et al. 2012; Konings et al. 2018).  

Assim, podemos considerar, de forma simplificada, que o estradiol atuante no 

endométrio possa ser advindo das seguintes vias: 1) E2 proveniente dos ovários; 2) 

Precursores androgênicos e formas sulfatadas de estrogênio liberados na corrente sanguínea 

por ovários, adrenais e tecidos periféricos (Huhtinen et al. 2012; Konings et al. 2018; Rižner 

2009). 

A expressão aberrante de receptores e enzimas envolvidos no metabolismo 

estrogênico local parece exercer um papel chave na fisiopatologia de doenças estrogênio-
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dependentes, como os cânceres de mama e de endométrio, e a endometriose (Gibson et al. 

2018).  

Apesar dos resultados controversos e metodologia variável dos estudos sobre o tema, é 

possível que na endometriose, além das vias já citadas, ainda possa haver a síntese de 

estrogênios de novo a partir do colesterol (Attar et al. 2009). Expressão aumentada da StAR, 

upregulation ou downregulation de enzimas pertencentes às vias da Aromatase e Sulfatase, 

incluindo as proteínas da família das 17β-hidroxiesteroide desidrogenases (17βHSD), são 

algumas das possíveis alterações existentes em lesões de endometriose evidenciadas por 

estudos in vitro, ao longo dos últimos anos (Huhtinen et al. 2012) (Figura 1). 

 

 

Figura 1: Fontes de estrogênio na endometriose. Fonte:Huhtinen et al. 2012. 

1.4- Família das 17β-hidroxiesteroide desidrogenases (17βHSD) 

 

A família das 17β-hidroxiesteroide desidrogenases constitui um grupo de isoenzimas 

responsáveis pela interconversão de formas ativas e inativas de androgênios e estrogênios. É 

composta por representantes redutoras e oxidativas. As primeiras (ex.: 17 βHSD tipos 1, 7 e 

12) são capazes de catalisar as formas inativas dos hormônios aos seus estados mais ativos 

(ex.: E1 em E2; androstenediona em testosterona). As últimas (ex.: 17βHSD tipos 2, 4, 8 e 10) 

realizam a reação inversa, sendo responsáveis pela inativação dos esteroides sexuais (Rižner 

2009; Huhtinen et al. 2012). 
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A E1 é considerada uma forma fraca de estrogênio, pois possui um potencial muito 

menor que o E2 de ativar os receptores estrogênicos (TSENG and GURPIDE 1973). Desta 

forma, as 17βHSD têm o poder de controlar a ocupação do receptor de estrogênio, exercendo 

papel fundamental na regulação do metabolismo esteroide nos tecidos alvos (Jansson 2009; 

Rižner 2009). 

As enzimas desta família encontram-se presentes em vários tecidos e participam 

ativamente da biossíntese dos hormônios esteroides. A 17β-HSD tipo 1 é a principal 

representante redutora. É altamente expressa nas células granulosas dos folículos ovarianos de 

mulheres saudáveis. A 17β-HSD2, é a mais importante das isoenzimas oxidativas, e será mais 

bem descrita na Seção 1.5.  

A expressão gênica aberrante dessas enzimas na endometriose, capaz de aumentar a 

atividade estrogênica nas lesões, vem sendo estudada. Os resultados, todavia, não são claros e 

ainda há muito o que se descobrir (Giudice and Kao 2004b; Huhtinen et al. 2012; Ferrero et 

al. 2004). 

 

1.5- A expressão da enzima 17βHSD2 na endometriose 

 

O gene 17βHSD humano tipo 2 está localizado no cromossomo 16, 16q24. O produto 

final de sua expressão é a proteína transmembrana 17βHSD2, responsável pela oxidação, isto 

é, conversão das formas ativas de 17β-hidroxiesteroides (estradiol, testosterona e 

dihidrotestosterona) em suas formas menos ativas. Alguns estudos in vitro mostraram que a 

17βHSD2 participa, ainda, da oxidação da 20-alfa-dihidroprogesterona a progesterona. O 

papel primordial desta enzima parece ser primariamente protetivo, uma vez que é capaz de 

prevenir a ação excessiva dos hormônios esteroides nos tecidos alvos (Casey, MacDonald, 

and Andersson 1994a; Lu, Huang, and Lin 2002; Gibson et al. 2018).  

 

Figura 2: Ação oxidativa da 17β-hidroxiesteroide desidrogenase tipo 2 (17βHSD2). 
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Em seres humanos, os locais nos quais a 17βHSD2 é altamente expressa são: 

endométrio, placenta, fígado e intestino delgado. Menores quantidades da enzima também 

estão presentes em rins, pâncreas, cólon e próstata. A expressão de RNAm da 17βHSD2 

também já foi descrita em linhagens celulares de cânceres de mama, de endométrio e de 

próstata (Lu, Huang, and Lin 2002). Contudo, não parece estar presente nos ovários, cérebro, 

músculo esquelético, coração, baço e timo (“Tissue Expression of HSD17B2 - Summary - 

The Human Protein Atlas” n.d.). 

No endométrio de mulheres saudáveis, a 17βHSD2 é expressa principalmente nas 

células epiteliais glandulares, e parece exercer um papel na diferenciação endometrial na 

segunda fase do ciclo menstrual. Acredita-se que a sua expressão possa sofrer a regulação da 

progesterona, hormônio produzido pelo corpo lúteo formado após a ovulação e, portanto, 

presente em altos níveis apenas na segunda fase do ciclo (Casey, MacDonald, and Andersson 

1994a; TSENG and GURPIDE 1973; Mustonen et al. 1998). 

Há pouco mais de duas décadas, Zeitoun et al. observaram uma deficiência da enzima 

17βHSD2 em lesões endometrióticas extraovarianas. Segundo os autores, uma ação aberrante 

da progesterona na endometriose poderia induzir à inativação da 17βHSD2 (Zeitoun et al. 

1998). Desde então, esta hipótese vem sendo considerada como um dos possíveis mecanismos 

envolvidos na gênese da doença. Na ausência da enzima 17βHSD2, o tecido ectópico perderia 

o fator protetivo de inativação do estrogênio e ficaria mais exposto às formas ativas do 

hormônio, o que poderia contribuir para o crescimento das lesões. 

Apesar dos achados de Zeitoun et al. ainda serem os mais citados na literatura quando 

o assunto é o papel da 17βHSD2 na endometriose (Bulun et al. 2000; Bulun et al. 2002; Qi, 

Guo, and Liu 2017; Laganà et al. 2019b; Bulun et al. 2019), este foi um estudo preliminar, 

com poucos casos, metodologia limitada e obtenção de resultados divergentes conforme a 

técnica escolhida para análise (Zeitoun et al. 1998). 

Embora, os autores não tenham mostrado os dados na íntegra, o artigo cita que 

inicialmente foi realizada RT-PCR que detectou a expressão do RNAm do 17βHSD2 em 

todas as 8 amostras de tecido endometrial eutópico analisadas e ainda em 7 dos 8 tecidos 

endometrióticos. Portanto, pode-se considerar que a expressão do RNAm da referida enzima 

foi evidenciada tanto nas lesões como no endométrio eutópico, em ambas as fases 

proliferativa e secretora. Uma diferença na expressão do RNAm entre os dois grupos foi 

detectada apenas em um segundo momento, utilizando-se uma técnica de detecção menos 

sensível, o Northern Blotting (Zeitoun et al. 1998). 
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Através do Northern Blotting, a expressão do RNAm do 17βHSD2 foi detectada 

apenas na fase secretora de endométrio eutópico (n=12), sendo que 8 amostras de tecido 

endometriótico das mesmas pacientes tiveram nenhuma detecção do RNAm. Foram avaliados 

4 amostras de tecido eutópico em fase proliferativa, nos quais não foi detectada expressão. 

Nenhuma das amostras de tecido ectópico, tanto na fase proliferativa quanto na secretora, foi 

positiva para RNAm através da referida técnica. Por fim, a imunohistoquímica (IMH) não 

identificou a presença da proteína 17βHSD2 nas lâminas de lesões de endometriose (Zeitoun 

et al. 1998). 

Outros estudos foram realizados a partir daí, e dados conflitantes foram evidenciados. 

Matsuzaki et al. e Dansen et al. observaram um downregulation da expressão gênica de 

RNAm da 17βHSD2 em lesões de endometriose profunda (Matsuzaki, Canis, Pouly, 

Déchelotte, et al. 2006; Dassen et al. 2007).  Mas o último grupo usou um tipo diferente de 

anticorpo na IMH e não pôde confirmar se a proteína seria expressa em menores níveis na 

endometriose (Dassen et al. 2007). Carneiro et al. em 2007, encontraram um padrão 

completamente diferente de Zeitoun et al. com maiores níveis de expressão de RNAm da 

17βHSD2 nos implantes endometrióticos quando comparados ao grupo controle. Também 

encontraram expressão da proteína, por imunohistoquímica, no epitélio glandular de 

implantes pélvicos de endometriose (Carneiro et al. 2007). 

A maior parte dos estudos realizados até hoje dispôs de um número reduzido de 

amostras, não contemplando todos os tipos de apresentação clínica da doença. Apesar do 

conceito de deficiência da enzima 17βHSD2 na endometriose continuar prevalecendo, não se 

pode negar que a expressão do mRNA foi detectada em vários estudos, inclusive no de 

Zeitoun et al. É possível que o processo de expressão gênica da 17βHSD2 nas lesões 

ectópicas seja mais complexo do que se imaginava há duas décadas, e que fatores 

epigenéticos envolvidos possam ajudar a explicar as alterações encontradas até o momento. 

A Tabela 1 traz um compilado dos estudos que avaliaram a expressão da 17βHSD2 na 

endometriose. 
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Tabela 1:  Estudos que avaliaram a expressão da 17βHSD2 na endometriose. 

ESTUDO TIPO DE LESÃO 
ENDOMETRIOSE CONTROLE(S) EXPRESSÃO RNAm 17βHSD2 EXPRESSÃO PROTEÍNA 

17βHSD2 

Zeitoun, 1998 (Zeitoun 
et al. 1998) 

Extraovariana 
EE1      
EC2 
  

 -RT-PCR:   
EE (8/8)    
LE3 (7/8)  
 
-Northern blotting: 
EE secretor (12/12). Ausente 
nos EE proliferativos. 
EE = EC. 
Ausente nas LE (qualquer 
fase).   
*8 LE não expressaram 
RNAm enquanto seus EE 
pareados sim. 

-Imunohistoquímica: 
EE secretor (11 / 13) 
EE proliferativo (1 /8) 
Ausente nas LE (qualquer 
fase do ciclo)  
*Detectou -se a proteína 
apenas no EE e não nas LE de 
4 amostras pareadas. 

Matsuazaki, 2006 
(Matsuzaki, Canis, 
Pouly, Déchelotte, et 
al. 2006) 

Profunda 
EE              
EC 

-RT-PCR:    
LE (8 / 16)               
EE (28 /30)               
EC (22 de 24) 
  

 NR† 

Matsuazaki, 2006b 
(Matsuzaki, Canis, 
Pouly, Botchorishvili, 
et al. 2006) 

Ovariana EE  - RT-PCR: 
LE (12/ 12) detectou-se 
aumento significativo, 
p<0,03, de expressão das LE 
em relação ao EE, na fase 
proliferativa. 

 NR 

Dassen, 2007 (Dassen 
et al. 2007) 

Profunda 
  EE         

EC 
- RT-PCR: 
Redução significativa de 
expressão nas LE do que EE e 
EC. 
 
EE = EC 

 -Imunohistoquímica: 
LE = EE = EC 
(redução da marcação 
somente no estroma das 
lesões) 

Smuc, 2007 (Tina 
Šmuc et al. 2007) 
  

Ovariana   EC -RT-PCR:  
Não encontrou diferença 
significativa entre LE (n=16) e 
EC (n=9) 
  

NR 

Carneiro, 2007 
(Carneiro et al. 2007) 

Ovariana 
Superficial 

EE          
  
EC 

- RT-PCR: 
LE (8 /8) 
EE (5 /6) 
EC (7 /13) 
*Houve diferença 
significativa entre a 
expressão das LE e EC. 
  

-Imunohistoquímica: 
LE e EE 
Quase indetectável nos EC 
 

EE1: endométrio eutópico de pacientes com endometriose; EC2: endométrio controle, de 

pacientes sem endometriose. LE3: lesões de endometriose. NR†: não realizado.  

 

1.6- Epigenética e o papel dos microRNAs 

 

No final do século XIX e início do século XX, dominava no meio científico a ideia de 

que o material genético estivesse intrinsecamente relacionado a estruturas citoplasmáticas. A 
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partir da observação de Francis Crick, em 1958, de que o ácido desoxirribonucleico (DNA) 

presente nos cromossomos e, portanto, no núcleo celular, seria a estrutura detentora do 

material genético, nasce um conceito denominado “dogma central da biologia molecular”. 

Segundo o mesmo, a inter-relação do DNA, RNA e proteínas seguiria um padrão linear e 

unidirecional (DNA produz RNA, que por sua vez, produz proteínas) (Crick 1958). 

Com o passar dos anos, contudo, a participação de outras moléculas no processo de 

produção de proteínas começou a ser mais amplamente explorada (Lu, Huang, and Lin 2002). 

O reconhecimento de eventos epigenéticos responsáveis pela regulação genômica trouxe uma 

nova forma de entender os processos biológicos dos organismos eucarióticos (Berger et al. 

2009). Por meio de mecanismos como as modificações pós-translacionais da histona, a 

metilação do DNA e a atuação dos non-coding RNAs, a epigenética é responsável por 

interferir na expressão gênica de maneira estável e potencialmente hereditária, sem alterar a 

sequência de DNA (Qi, Guo, and Liu 2017). 

Os non-coding RNAs são moléculas de RNA incapazes de codificar proteínas, porém 

com alto poder de regularização do processo de expressão dos genes. Dentre estes, destacam-

se os microRNAs (miRNAs), uma classe de pequenas moléculas de RNA endógeno, de 

aproximadamente 22 nucleotídeos de comprimento (Marí-Alexandre et al. 2016). Foram 

descritos pela primeira vez em 1993, por Victor Ambros, Rosalind Lee e Rhonda Feinbaum. 

Durante o estudo do desenvolvimento da larva de Caenorhabditis elegans, os autores 

conseguiram identificar a diminuta estrutura de RNA capaz de reprimir uma linhagem gênica 

(lin-14 gene) (Lee, Feinbau and Ambros 1993). 

Os miRNAs agem basicamente silenciando a expressão de genes alvos, através de sua 

incorporação a um sistema denominado “RNA-induced silencing complex” (RISC). Através 

deste complexo, os miRNAs promovem um downregulation pós-transcripcional, que pode 

ocorrer de dois modos distintos: clivagem do RNAm ou repressão da tradução. O primeiro 

mecanismo refere-se à capacidade do miRNA de cortar a fita de RNAm, levando à sua 

inutilização e posterior destruição pela célula. O segundo, ocorre quando a presença do RISC 

contendo miRNA atrapalha o processo de tradução, impedindo a produção de proteínas 

(Marí-Alexandre et al. 2016; Bartel 2004).  

Os miRNAs parecem estar envolvidos em uma série de processos biológicos como a 

diferenciação celular e a apoptose, e processos patológicos, assim como o câncer e a 

endometriose. A descoberta de padrões de expressão aberrantes de miRNAs em determinadas 

doenças pode ajudar na compreensão de mecanismos patológicos ainda pouco elucidados e no 
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desenvolvimento futuro de novas opções terapêuticas capazes de interferir no código 

epigenético (Chou et al. 2018; Borghese et al. 2017). 

 

1.7- Deficiência da enzima 17βHSD2 na endometriose e microRNAs: haveria 

plausibilidade nesta relação? 

 

Após cuidadosa revisão da literatura, pode-se constatar que, passados mais de 20 anos 

desde a publicação do estudo de Zeitoun et al (1998), a teoria da deficiência da 17βHSD2 na 

endometriose proposta pelos autores continua sendo a mais citada nos artigos de revisão 

acerca do tema (Bulun et al. 2000; Bulun et al. 2002; Qi, Guo, and Liu 2017; Laganà et al. 

2019b; Bulun et al. 2019).  

Apesar do conceito de deficiência da expressão proteica do 17βHSD2 na endometriose 

continuar prevalecendo, não se pode negar que a expressão gênica do RNAm da enzima foi 

detectada em vários estudos, inclusive no de Zeitoun et al., quando utilizada a técnica de 

PCR. A realização de novos trabalhos que analisem um número maior e mais variado de 

amostras se faz necessária, uma vez que é possível que formas clínicas diversas da doença 

possam apresentar expressões diferentes da enzima. Além disso, é possível que o processo de 

expressão gênica da 17βHSD2 na endometriose seja muito mais complexo do que se 

imaginava há duas décadas, e que fatores epigenéticos envolvidos possam ajudar a explicar as 

alterações encontradas até o momento. 

Como vimos acima, a combinação de fatores genéticos e epigenéticos possivelmente 

faz parte do complexo processo fisiopatológico da endometriose (Taylor, Kotlyar, and Flores 

2021). Estudos baseados em técnicas de sequenciamento de nova geração e microarrays, 

com validação por RT-PCR, têm comprovado a existência de assinaturas específicas de 

miRNAS na endometriose. À análise por bioinformática, muitos destes miRNAs parecem 

estar associados à regulação da expressão de genes ligados à proliferação e sobrevivência 

celular, remodelamento da matriz e angiogênese. Todos estes sistemas mantêm íntima relação 

com a fisiopatologia da endometriose, o que reforça a participação destas pequenas moléculas 

no mecanismo da doença (Burney et al. 2009; Ohlsson Teague et al. 2009; Hawkins et al. 

2011; Marí-Alexandre et al. 2015; Gilabert-Estelles et al. 2012). 

A expressão aumentada na endometriose de alguns genes ligados à esteroidogênese 

(ex.: STAR, CYP11A1, CYP17A1, CYP19A1 e HSD17B1) parece  estar relacionada a 

possíveis alterações na metilação de seus promotores (Qi, Guo, and Liu 2017; Bulun et al. 

2019). Assim sendo, é bastante provável que outros fatores epigenéticos também participem 
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do mecanismo de sinalização esteroide no interior das lesões, predispondo a síntese e a ação 

do estradiol neste microambiente. 

Diante destes dados, levantamos a seguinte provocação: Poderia a expressão gênica da 

enzima 17βHSD2 sofrer interferência de microRNAs específicos capazes de regular 

negativamente o RNAm, impedindo a produção da referida proteína nas lesões? 

Através de pesquisa realizada pelo MiRTarBase, base de dados online específica para 

a busca de interações experimentalmente validadas entre miRNAs e seus genes alvos, 

identificamos dois miRNAs cujo gene de interesse é o 17βHSD2. São eles: has-miR-124-3p e 

has-miR-26b-5p (Figura 3). 

 

Figura 3: Identificação dos miRNAs cujo gene alvo é o 17βHSD2 realizada através da busca na base 

de dados MiRTarBase (http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/php/index.php). Acesso realizado em 

25/02/2019. 

 

Nós, portanto, levantamos a hipótese de que a expressão aumentada dos miRNAs has-

miR-26b-5p e has-miR-124-3p nas lesões de endometriose, mas não no endométrio eutópico 

(já que segundo Zeitoun, a ausência da enzima ocorre apenas no tecido ectópico), possa 

regular negativamente a expressão do gene 17βHSD2 a nível pós-transcripcional, impedindo 

a tradução da proteína. Como consequência, haveria acúmulo de altos níveis de estradiol nos 

implantes endometrióticos.  

 

http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/php/index.php
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Figura 4: Hipótese do estudo: Expressão aumentada de miRNAs nas lesões de endometriose poderia 

impedir a tradução do RNAm do 17βHSD2 em proteínas. 
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II- OBJETIVOS 

 

2.1- Objetivo geral 

 

Investigar se um efeito epigenético decorrente da expressão aumentada dos miRNAs 

has-miR-26b-5p e has-miR-124-3p em lesões de endometriose, mas não em tecido eutópico, 

poderia modular negativamente a expressão da proteína 17βHSD2 no tecido ectópico. 

 

2.2- Objetivos específicos 

 

1) Avaliar a expressão dos miRNA has-miR-26b-5p e has-miR-124-3p pela técnica de RT-

PCR em lesões ectópicas e endométrio eutópico de pacientes com endometriose. 

2) Avaliar a expressão do RNAm da 17βHSD2 em lesões de endometriose, endométrio 

eutópico pareado de pacientes com endometriose, e endométrio de pacientes sem 

endometriose, pela técnica de RT-PCR. 

3) Avaliar a expressão da proteína 17βHSD2 nas lesões de endometriose e no endométrio 

eutópico pareado de pacientes com endometriose, endométrio de pacientes sem endometriose, 

pelas técnicas de Western Blotting e imunohistoquímica. 
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III- MATERIAIS E MÉTODOS 

 

O presente estudo foi fruto de uma parceria entre o Hospital das Clínicas da 

Universidade Federal de Minas Gerais, situado em Belo Horizonte, MG, o Hospital das 

Clínicas Samuel Libânio da Fundação de Ensino Superior do Vale do Sapucaí, em Pouso 

Alegre, MG, e o Careggi Ospedale pertencente à Università degli Studi di Firenze, em 

Florença/FI, Itália. Foi obtida a aprovação do Comitê de Ética (CAAE: 

60378816.1.0000.5149) e todos os sujeitos da pesquisa assinaram o Termo de Consentimento 

Livre e Esclarecido (TCLE). 

 

3.1- Pacientes e amostras de lesões de endometriose e tecido endometrial eutópico 

 

O presente trabalho contou com um total de 94 amostras para análise. O grupo de 

estudo foi formado por 28 pacientes na menacme, submetidas a videolaparoscopia para 

tratamento da endometriose, com confirmação histopatológica da doença. Neste grupo, foram 

obtidos 54 espécimes de lesões de endometriose e 28 de endométrio eutópico pareado, que foi 

utilizado como controle. As amostras de endométrio intrauterino foram obtidas imediatamente 

antes do ato operatório, estando a paciente sob anestesia, através da aspiração intrauterina por 

Pipelle®. Foram extraídas lesões de diversos sítios, a citar: intestino delgado, retossigmoide, 

vagina, bexiga, parede, ligamento útero-sacro, região retrocervical, peritônio, ovário.  Estes 

dois grupos foram respectivamente denominados: “lesões de endometriose” (LE) e 

“endométrio eutópico” (EE). 

Um segundo grupo controle, denominado “endométrio controle” (EC), foi formado 

por outras 12 pacientes na menacme, sem suspeita ou diagnóstico de endometriose, que 

fossem se submeter à inserção de DIU (dispositivo intrauterino) ou que tivessem indicação de 

videolaparoscopia ou videohisteroscopia. As indicações cirúrgicas foram: leiomiomatose 

uterina, pólipos, cisto ovariano mucinoso e aderências pélvicas (sem sinais agudos de DIP ou 

focos de endometriose). A aspiração de endométrio foi realizada por Pipelle®. Todas as 

amostras de tecido obtidas foram imersas em solução inibidora de RNAse (RNAlater, Sigma-

Aldrich) e depois congeladas e conservadas a -80°C. Um fragmento de cada amostra também 

foi fixado em Histochoice® (Sigma-Aldrich) para posterior inclusão em parafina. 

Os grupos de pacientes com e sem endometriose não diferiram quanto à idade no 

momento da cirurgia (36.0 + 8.6 anos e 37.2 + 5.8 anos, respectivamente) e IMC (24.8 + 3.1 
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kg/m2 e 26.1 + 3.7 kg/m2, respectivamente). A Tabela 2 traz as características clínicas das 

pacientes com endometriose. 

 

 

Tabela 2: Características clínicas das pacientes com endometriose. 

  Média (95% IC) Frequência (%) 

Dismenorreia (VAS) 7.18 (95% IC: 5.96 -8.4) - 

Dispareunia (VAS) 3.29 (95% IC:1.77 – 4.8) - 

Dor pélvica acíclica (VAS) 2.00 (95% IC: 0.74 – 3.26) - 

ASRM score 40.21 (95% IC: 29.54 – 50.89)  - 

ASRM stage (III/IV) - 78.6% 

Infertilidade  - 67.9% 

Adenomiose associada  - 25% 

* VAS: visual analogue scale (escala visual analógica da dor). 

 

 

Quanto ao uso de medicação hormonal no último mês, entre as pacientes com 

endometriose, 50% tinham usado progestágeno isolado, 32% contraceptivo oral combinado 

(COC) e 17% nenhuma terapia hormonal. Entre as pacientes sem endometriose, 33% estavam 

em uso de progestágeno isolado, 8% COC e 58% sem medicação hormonal. Nenhuma 

paciente incluída no estudo havia utilizado análogo do GnRH. Na Figura 5 encontram-se 

descritas as 94 amostras trabalhadas no presente estudo, quanto ao local de origem e o uso ou 

não de terapia hormonal pelas pacientes. 
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Figura 5: Fluxograma das amostras utilizadas no estudo.  

*Tipos de lesões de endometriose: endometriomas, lesões peritoneais superficiais e lesões profundas 

infiltrativas. 

 

3.2-   A escolha das técnicas laboratoriais utilizadas no experimento 

 

Para a quantificação da expressão dos miRNAS foi escolhida a técnica de RT-PCR, 

por ser considerada o padrão-ouro para tal análise, devido à celeridade e capacidade de 

amplificar exponencialmente quantidades pequenas de moléculas. A principal fragilidade da 

técnica está na normalização, já que os principais housekeeping genes usados como 

normalizadores podem não ter uma expressão estável em algumas condições e patologias. 

Ainda assim, este é considerado o método preferencial para validar a expressão dos miRNAs 

(Zampetaki, 2012).  

Em um momento inicial, após revisão da literatura, elegemos o RNU44 

como housekeeping gene, mas este mostrou-se indetectável na maior parte das amostras. 

Outros 3 candidatos a gene de controle interno foram testados (RNU6B, hsa-miR-148b-3p e 

hsa-miR-30e-5p), mas nenhum se mostrou apto. Por isso, optamos por analisar diretamente o 

cycle threshold (CT) dos miRNAs sem a subtração do CT de miRNAs de controle interno 

(ΔCT). 

De forma análoga, por ser a metodologia mais utilizada para quantificação da 

expressão gênica, o RT-PCR também foi a técnica de eleição para a medida dos níveis de 

RNAm da 17βHSD2 nas amostras estudadas. 

Diferentemente dos estudos prévios já publicados na literatura, optamos por analisar a 

expressão proteica da enzima de forma quantitativa, através da técnica de Western Blotting, o 

que gera uma percepção mais fidedigna e direta da presença ou não da enzima. De forma 
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complementar, foi realizado ainda o estudo imunohistoquímico, que acrescenta dados acerca 

da localização da enzima nos compartimentos celulares. 

 

3.3- Reação em cadeia de polimerase em tempo real (RT-PCR) 

 

3.3.1- Extração de RNA total e tratamento com DNase 

 

A expressão gênica da 17βHSD2 foi analisada em todas as amostras obtidas (LE, EE e 

EC) enquanto a expressão dos miRNAs has-miR-26b-5p e has-miR-124-3p foi analisada em 

espécimes de lesões endometrióticas peritoneais superficiais (n=7) e amostras de endométrio 

eutópico de pacientes com endometriose (n=24).  

Para tanto, realizou-se a extração de RNA total, de acordo com protocolo TRIzol 

(CAT15596018 - ThermoFisher Scientific, Massachusetts/EUA), sem alterações, em todas as 

amostras.  

A fim de garantir mínima contaminação das amostras de RNA por ácido 

desoxirribonucleico (DNA), as mesmas foram tratadas com DNase I Amplification grade 

(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Para tanto, as amostras foram 

quantificadas em NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, Delaware, USA) e 1 μg 

de amostra foi transferido para um novo tubo estéril de 0,5 mL RNAse free. Ao 1 μg de 

amostra foram adicionados 2 μl de mix, composto por 1 μl de enzima DNAse e 1 μl de 

tampão, e água de alta qualidade em quantidade suficiente para completar o volume final da 

reação de 10 μl. A seguir, as amostras foram incubadas por 15 minutos a temperatura 

ambiente e depois adicionou-se 1 μl de ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) e realizou-se 

nova incubação a 65 ºC. As amostras foram então requantificadas em NanoDrop. 

 

3.3.2- Síntese de cDNA por transcrição reversa 

 

A transcrição reversa para análise da expressão gênica da 17βHSD2 foi realizada de 

acordo com o protocolo do kit de síntese de DNA complementar (cDNA) da Invitrogen® 

(SuperScript® III First-Strand Synthesis System for RT-PCR) a partir de 800 ng de RNA total 

das amostras.  

Para analisar a expressão gênica dos miRNAs has-miR-26b-5p e has-miR-124-3p, a 

síntese de cDNA foi realizada utilizando-se um kit específico para miRNA (Advanced 

miRNA cDNA Synthesis Kit code A28007. ThermoFisher), sem alterações.  
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Os cDNAs produzidos foram utilizados na reação em cadeia de polimerase em tempo 

real. 

 

3.3.3- Oligonucleotídeos específicos 

 

Os oligonucleotídeos iniciadores (primers) usados para amplificação de fragmentos 

dos genes da 17βHSD2 e da S26 estão listados na Tabela 3. A proteína ribossomal S26 foi 

utilizada como controle interno (Almeida et al. 2021). Eles foram estudados e selecionados a 

partir da análise da sequência descrita no GeneBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/), 

com auxílio da ferramenta de geração de primer da plataforma Primer-Blast do NIH 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). 

 

Tabela 3:Oligonucleotídeos iniciadores usados na RT-PCR em tempo real. 

 Sequência (5'- 3') 
GenBank ID 

17bHSD2-F 
AGGCTGGCATCTTATGGCTC 

NM_002153.3 

17bHSD2-R 
TTCCCCACTTGGAAAGCTCC 

S26 - F 
TTCCCCACTTGGAAAGCTCC 

NM_002153.3 

S26 - R 
TTCCCCACTTGGAAAGCTCC 

 

Os primers foram sintetizados pela Invitrogen, recebidos liofilizados e, em seguida, 

ressuspensos em H2O DEPC, livre de RNase e DNase (Invitrogen Life Technologies, 

Carlsbad, CA, USA), para concentração final de 100 pmol/µL (concentração para estoque). 

Alíquotas de Primer Mix a 5µM foram preparadas no dia do experimento para serem 

utilizadas na PCR em tempo real. 

 

3.3.4- Reação em cadeia de polimerase em tempo real 

As amostras de cDNA previamente obtidas na RT foram submetidas a PCR em tempo 

real para avaliar a expressão gênica de 17βHSD2. O volume final de reação foi 20 μl, sendo a 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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reação composta de 2 μl de cDNA e 18 μl de solução mix formada por 7 μl de água para PCR 

(esterelizada e filtrada), 1 μl do primer mix (5 µM) (Invitrogen, Brasil) e 10 μl de e SYBR 

Green® Master Mix (Applied Biosystems, Warrington WA, UK). Cada amostra foi ensaiada 

em duplicata. Foram utilizadas placas de 96 poços (ABI PRISM® 96-Well Optical Reaction 

Plate with Barcode, Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), seladas com adesivo 

óptico (ABI PRISM® Optical Adhesive Covers, Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, 

USA). O equipamento utilizado foi o ABI PRISM®7500 Sequence Detection System 

(Applied Biosystems, Warrington WA, UK) (LRH/HC-UFMG) no seguinte ciclo termal: 

[estágio 1] um ciclo de 95 ºC / 10 min.; [estágio 2] 40 ciclos de 95 ºC / 15 segundos, 60 ºC / 

15 segundos e 72 ºC / 20 segundos; [estágio 3] 95 ºC / 15 segundos, 54 ºC / 15 segundos e 95 

ºC / 15 segundos. As curvas de melting foram realizadas no final de cada ciclo para 

conferência da especificidade do fragmento amplificado. Os resultados foram corrigidos pela 

expressão do gene de controle interno s26. 

 

As amostras de cDNA obtidas para analisar a expressão gênica dos miRNAs has-miR-

26b-5p e has-miR-124-3p foram submetidas a PCR em tempo real utilizando ensaios 

padronizados e disponíveis comercialmente (TaqMan®, ThermoFisher Scientific, números de 

catálogo 480901_mir e 478418_mir). O volume final de reação foi 10 μl, sendo a reação 

composta de 2,5 μl de cDNA e 7,5 μl de solução mix formada por 2 μl de água para PCR 

(esterilizada e filtrada), 5 μl de Master Mix e 0,5 μl de sonda própria para miRNA. Cada 

amostra foi ensaiada em duplicata. Foram utilizadas placas de 96 poços. O equipamento 

utilizado foi o CFX96 Real-Time System- C1000 Touch Thermal Cycler. 

 

3.4- Western Blotting 

 

A análise da expressão da proteína 17βHSD2 por Western Blotting foi realizada 

conforme previamente descrito por Felix et al. (FB et al. 2021). As amostras de EE, LE e EC 

foram lisadas pela adição de 500 µL de solução de lise (0,5% p/v de NP-40, 100mM de 

Tris/HCl pH 8,0, 10% de glicerol, 0,2 mM de EDTA, 1mM de NaVO3, 1mM de DTT, 1mM 

de PMSF, 200mM de NaCl, 25 mM de NaF, leupeptina e aprotinina), e deixadas em banho de 

gelo por 15 minutos. Posteriormente, o lisado foi centrifugado a 12.000 r.p.m. por 15 minutos 

a 4ºC (centrífuga Jouan, modelo BR4i), sendo o sobrenadante aliquotado.  
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Para realizar a dosagem de proteínas totais, foi utilizado o kit Bio-Rad Protein Assay 

(Bio-Rad Laboratories) baseado no método de Bradford. O ensaio é realizado em uma 

microplaca de 96 poços, e consiste na adição de 2 µL de cada amostra a 200 µL do corante 

diluído 5 vezes em água destilada, em duplicatas. Paralelamente é realizado uma curva padrão 

utilizando como solução padrão BSA 1mg/mL. Após 5 minutos de incubação, a leitura é feita 

em espectrofotômetro (Spectra Max 190, Molecular Devices) a 595 nm. A absorbância das 

amostras é comparada com a absorbância da curva, com concentrações variando de 0.063 

mg/mL a 2 mg/mL e os resultados são expressos em mg/mL. 

 

Os extratos protéicos totais (50 µg) foram desnaturados, misturando-se a amostra com 

tampão (10% SDS, 10% β-mercaptoetanol, 40% glicerol, 0.05% azul de bromofenol, 0.250M 

Tris/HCl pH 6,8) e a mistura mantida a 100ºc por 5 minutos. Os extratos proteicos foram 

fracionados em gel de 10-15% de poliacrilamida/SDS e transferidos para membrana de 

nitrocelulose (HybondTM ECLTM, GE Healthcare). Posteriormente, as membranas foram 

bloqueadas com PBS-Tween 0,1% contendo 5% de leite em pó desnatado, lavadas com PBS-

Tween, e incubadas com o anticorpo de interesse, 17βHSD2 (código sc-374150 Santa Cruz 

Biotechnology, Inc.), a 4°C overnight. Após nova lavagem com PBS/Tween e incubação 

durante 1 hora à temperatura ambiente, com o anticorpo secundário ligado à peroxidase, as 

membranas foram incubadas em solução reveladora ECL-Plus (GE Healthcare) e as bandas 

imunorreativas foram visualizadas usando ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad 

Laboratories). As análises densitométricas foram realizadas usando o programa Image J. 

 

3.5- Imunohistoquímica 

 

3.5.1- Inclusão e corte 

 

As amostras de LE, EE e EC previamente fixadas em Histochoice® foram submetidas 

à desidratação em concentrações crescentes de etanol (-70 a 100%) e, em seguida, 

diafinizados em xilol seguidos de inclusão em parafina a 60° C. Foram obtidas secções de 4-5 

μm de espessura, os quais foram submetidos aos procedimentos de imunohistoquímica. 

 

3.5.2- Protocolo 

Cortes dos tecidos alvos incluídos em parafina foram colocados em lâminas 

silanizadas e submetidos à coloração imunohistoquímica para detecção da proteína 17βHSD 
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utilizando protocolo baseado em polímeros não biotinilados através do kit Novolink 

(Novocastra, New Castle Upon Tyne, Reino Unido). Os cortes foram desparafinizados em 

xilol, hidratados em série decrescente de etanol e submetidos à recuperação antigênica em 

solução tampão EDTA 0,01M pH 8,0, aquecidos em forno microondas por 5 minutos. Após 

esfriamento, os cortes foram lavados com PBS e, então, submetidos ao bloqueio de 

peroxidase endógena em solução com o reagente peroxidase block seguido da incubação com 

o reagente protein block. Após essa etapa de bloqueio, os cortes foram incubados com o 

anticorpo primário (sc-374150, Santa Cruz Biotechnology, diluído 1:100), overnight. Como 

controle negativo, os cortes foram incubados apenas com PBS. Após lavagens, foi realizada 

incubação com o post-primary, seguido de incubação com o polymer (5μg/mL). A 

imunomarcação foi visualizada com a reação com 3,3’diaminobenzidina contendo 0,01% de 

peróxido de hidrogênio em tampão do próprio kit. Finalmente, os cortes foram contracorados 

com hematoxilina, desidratados, e documentados por scanner de lâminas 3D HISTEC. 

 

3.6- Análise estatística 

 

No presente estudo, a análise da expressão dos microRNAs foi realizada através da 

comparação dos CTs (threshold cycles). Existe mais de uma maneira de interpretar os 

resultados da RT-PCR, sendo a comparação dos valores absolutos do CT uma delas. Quanto 

maior o CT, menor a expressão do gene de interesse no tecido analisado. Outra forma de 

avaliação, é o método comparativo conhecido como 2-ΔΔCt, para o qual é necessário um gene 

de controle interno (housekeeping gene) (Schmittgen, 2008). Como os candidatos a 

housekeeping genes testados no nosso estudo não atingiram um padrão estável de expressão, o 

primeiro método foi o escolhido. 

Após o teste de distribuição de D'Agostino-Pearson indicar que os dados não seguiam 

a distribuição normal, os resultados foram expressos como medianas e intervalos inter-quartil 

e submetidos aos testes não paramétricos de Mann-Whitney (dois grupos) ou Kruskal-Wallis 

seguido por teste de Dunn para comparações múltiplas. Utilizou-se o programa estatístico 

GraphPad Prism versão 6.0. Cálculo realizado a priori indicou que seriam necessárias no 

mínimo 8 amostras por grupo para alcançar o poder estatístico mínimo de 80% na detecção de 

diferenças inter-grupo da ordem de 1,5 desvio-padrão com nível de confiança de 95% 

(Machin et al. 1997). 
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IV- RESULTADOS 

 

4.1- Análise da expressão dos miRNAs has-miR-26b-5p e has-miR-124-3p por RT-PCR 

 

Não foi encontrada diferença na expressão do miRNA has-miR-26b-5p entre o 

endométrio eutópico de pacientes com endometriose e as lesões de endometriose peritoneal 

superficial. De forma análoga, a expressão do miRNA has-miR-124-3p também foi 

semelhante entre EE e LE (Gráfico 1). 

 

Grafico 1: Expressão dos miRNAS no endométrio eutópico de pacientes com endometriose vs. lesões 

de endometriose peritoneal superficial (SUP). À esquerda do gráfico, não se evidenciou diferença na 

expressão do has-miR-26b-5p entre os grupos. À direita, também não houve diferença da expressão do 

has-miR-124-3p entre os dois grupos estudados.  

 

  



39 

 

4.2- Análise da expressão do RNAm 17βHSD2 por RT-PCR 

 

Em uma primeira análise, excluímos as amostras sob efeito recente de terapia 

hormonal. A expressão gênica do 17βHSD2 em nível de RNAm foi observada nos três 

grupos, não havendo diferença estatisticamente significativa entre eles (Gráfico 2).  

 

Gráfico 2 - Expressão de RNAm do 17βHSD2 em amostras sem influência de tratamento hormonal. 

 

Uma segunda análise dos achados foi realizada, incluindo as amostras das pacientes 

que estavam sob uso de medicação hormonal (COC ou progestagênio isolado). Observamos o 

mesmo padrão notado anteriormente. Houve expressão do RNAm de 17βHSD2 tanto nas 

lesões, como nos endométrios eutópicos pareados, não tendo sido observada diferença entre 

os dois grupos. A expressão nas amostras de endométrio de pacientes sem endometriose 

também foi evidenciada, não havendo diferença, quando comparada aos outros dois grupos 

(Gráfico 3). 
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Gráfico 3: Expressão do RNAm da 17βHSD2 por RT-PCR. (amostras com e sem tratamento 

hormonal). 

 

Uma terceira análise foi realizada para avaliar se, nas amostras sob influência de 

progestagênios isolados, haveria alteração no padrão da expressão de RNAm da enzima. 

Novamente, foi constatada expressão do RNAm nos 3 grupos: LE, EE e EC. Não houve 

diferença estatisticamente significativa entre eles. 

 

Gráfico 4: Expressão de RNAm do 17βHSD2 em amostras de pacientes em uso de progestagênio 

isolado. 
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Por fim, realizamos uma avaliação apenas nas amostras de LE, que foram divididas 

em 3 subgrupos, considerando o status hormonal das pacientes: A) sem terapia hormonal; B) 

em uso de COC; C) em uso de progestagênio isolado. Novamente, verificamos a existência de 

expressão do RNAm em todos os subgrupos. O subgrupo de lesões sob influência de 

progestágênios isolados expressou mais RNAm de 17BHSD2 do que aquelas lesões sob 

influência de COC ou sem influência de terapia hormonal, sendo esta diferença 

estatisticamente significativa (p<0,05).  

 

 

Gráfico 5: Expressão de RNAm do 17βHSD2 nas lesões, segundo exposição hormonal. Foi 

detectada expressão aumentada no grupo de amostras sob influência de progestagênio isolado com 

diferença estatisticamente significativa em relação aos outros dois grupos (COC e ausência de terapia 

hormonal). *p<0,05.  

 

4.3- Avaliação da expressão da proteína 17βHSD2 por Western Blotting 

 

Através da técnica de Western Blotting foi possível observar a presença da proteína 

17βHSD2 em LE, EE e EC. O Gráfico 6 mostra a expressão da proteína em comparação com 

o controle beta-actina, nos 3 grupos estudados. 
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Gráfico 6: Expressão proteica do 17βHSD2 nas amostras de lesões de endometriose, de endométrio 

eutópico e endométrio de pacientes sem endometriose. 

 

4.4- Avaliação da expressão da proteína 17βHSD2 por imunohistoquímica 

 

Ao todo, foram preparados 30 cortes para análise IMH. As imagens foram 

cuidadosamente avaliadas e classificadas em três categorias, conforme marcação do 

anticorpo: 1) expressão de 17βHSD2 ausente; 2) expressão de 17βHSD2 leve; 3) expressão de 

17βHSD2 moderada. Os resultados são mostrados no Gráfico 7. Não foi possível determinar 

diferença na frequência da expressão da 17βHSD2 nas lesões, quando comparadas às 

amostras de endométrio eutópico pareado. 
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Gráfico 7: Frequência de marcação da proteína 17βHSD2 nos diferentes tipos de lesão, no 

endométrio eutópico e no endométrio controle. 

 

Na Figura 6, exemplares de cortes estudados pela IMH demonstram a presença da 

proteína 17βHSD2 nos diferentes tipos de amostras. Além da constatação da expressão da 

enzima em graus variados, tanto no endométrio eutópico, quanto no ectópico, pôde-se ainda 

avaliar uma marcação mais acentuada em epitélio glandular, embora também tenha sido 

evidenciado em menor proporção no estroma.  
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Figura 6: Cortes de imunohistoquímica. A- Endométrio controle; B- Endométrio eutópico de paciente 

com endometriose; C- Lesão de endometriose de bexiga; D- Lesão de endometriose de intestino; E- 

Placenta: controle positivo; F- Placenta: controle negativo. 
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V- DISCUSSÃO 

 

Nossos resultados mostraram não haver diferença na expressão dos miRNAs has-miR-

26b-5p e has-miR-124-3p entre lesões de endometriose e endométrio eutópico de pacientes 

com a doença. Com isso, não pudemos comprovar que a interferência epigenética de miRNAs 

possa justificar a ausência da proteína 17βHSD2 na endometriose. 

A ideia inicial do presente estudo, conforme anteriormente explanada, baseou-se no 

estudo pioneiro de Zeitoun et al. (1998), que sugeriu ausência da enzima 17βHSD2 nas lesões 

de endometriose, mas não no endométrio eutópico pareado. Levamos, ainda, em consideração 

a possível existência de expressão do gene no nível de RNAm. Estudando-se os miRNAs que 

têm como alvo o 17βHSD2 (conhecidos até o momento), a nossa hipótese de bloqueio pós-

transcripcional do gene por excesso desses miRNAs nas lesões endometrióticas foi, portanto, 

refutada. 

Embora seja ainda um campo do conhecimento bastante novo, o estudo dos miRNAs é 

de grande interesse.  Estima-se que 30% dos genes humanos sejam alvos potenciais para os 

miRNAs (Filigheddu et al. 2010). Estes moduladores da expressão gênica têm sido 

identificados como atores em diversos processos patológicos, incluindo as doenças 

ginecológicas (Santamaria and Taylor 2014). A possibilidade de detecção dos mesmos em 

fluidos corporais, como plasma, soro, urina e fluxo menstrual torna os miRNAs excelentes 

candidatos a biomarcadores de doenças. O entendimento de como estas pequenas moléculas 

atuam em patologias de difícil detecção e manejo, como a endometriose, é fundamental e traz 

grande expectativa para o desenvolvimento futuro de ferramentas diagnósticas menos 

invasivas e novas opções terapêuticas (Marí-Alexandre et al. 2016). 

Estudos acerca do papel dos miRNAs na endometriose têm sido realizados nos últimos 

anos e é provável que estes non-coding RNAs devam estar ligados a mais de um mecanismo 

etiopatogênico da doença, como: angiogênese, proliferação, morte e remodelamento celular 

(Marí-Alexandre et al. 2016; Ohlsson Teague et al. 2009; Filigheddu et al. 2010; Teague, 

Print and Hull 2010) . Em 2014, Braza-Boïls et al. identificaram um padrão diferencial de 

expressão de miRNAs potencialmente relacionados a importantes fatores angiogênicos e 

fibrinolíticos, ao comparar endometriomas e endométrio eutópico das mesmas pacientes 

(Braza-Boïls et al. 2014). Um outro trabalho, comparando endometriomas com endométrio 

controle proliferativo, proveniente de mulheres com infertilidade ou cisto ovariano, encontrou 

uma hiporregulação dos miRNAs hsa-miR-483-5p e hsa-miR-629 no grupo com 
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endometriose, o que talvez possa estimular uma expressão exagerada de fatores de promoção 

de crescimento relacionados à inflamação ( Laudanski et al. 2013). 

Em nosso estudo, na análise dos miRNAS foram incluídas amostras 

independentemente da fase do ciclo e da presença ou não de tratamento hormonal com 

progestogênios isolados ou associados com estrogênio. Apesar disso, notamos um padrão de 

expressão bastante estável em ambos os miRNAs testados. Um estudo prévio, realizado em 

2009, que analisou a assinatura dos miRNAs em tecidos ectópicos e eutópicos pareados, 

encontrou 22 miRNAS diferencialmente expressos entre os dois grupos (miR-145, miR-143, 

miR-99a, miR-99b, miR-126, miR-100, miR-125b, miR-150, miR-125a, miR-223, miR-194, 

miR-365, miR-29c and miR-1, miR-200a, miR-141, miR-200b, miR-142-3p, miR-424, miR-

34c, miR-20a e miR-196b), dos quais 6 puderam ser validados pelo RT-PCR. Neste estudo, 

não foi notada diferença significativa dos perfis de expressão nas diferentes fases do ciclo ( 

Ohlsson Teague et al. 2009). 

Apesar destes achados, cabe pontuar que, sendo o endométrio um tecido responsivo 

aos estímulos dos hormônios esteroides e sabendo-se que inúmeros genes têm sua expressão 

variável ao longo do ciclo menstrual, é muito provável que concomitantemente às alterações 

morfológicas e funcionais cíclicas do endométrio, os níveis de alguns miRNAs também 

variem (Munro et al. 2010). Kuokkanen et. al, em 2010, utilizando tecnologia de microarray 

e análise por bioinformática, propuseram identificar miRNAs potencialmente envolvidos na 

regulação do endométrio normal por E2 e P4. Ao avaliarem o padrão de expressão de RNAm 

e miRNA de forma simultânea, em dois momentos distintos do ciclo (fase proliferativa tardia 

e fase secretora média), encontraram 12 miRNAs diferencialmente expressos (MIR29B, 

MIR29C, MIR30B, MIR30D, MIR31, MIR193A-3P, MIR203, MIR204, MIR200C, MIR210, 

MIR582-5P e MIR345) (Kuokkanen et al. 2010). Apesar destes achados, a regulação 

epigenética ao longo do ciclo menstrual é ainda muito pouco conhecida (Munro et al. 2010). 

A análise dos miRNAs tem como grande obstáculo a dificuldade em estabelecer um 

gene de controle que possibilite uma análise mais rica de seus achados (Zampetaki and Mayr 

2012). A testagem de múltiplos candidatos a housekeeping genes gera importantes limitações 

financeiras e de tempo. No nosso trabalho, foram testadas 4 opções de possíveis controles, 

escolhidos após busca da literatura, porém nenhum se mostrou adequado.  

Até onde temos conhecimento, o presente trabalho foi o primeiro a testar miRNAs 

relacionados à expressão gênica do 17βHSD2 na endometriose. Apesar do achado negativo no 

que tange a proposta inicial deste estudo, consideramos que o conhecimento obtido através da 

presente análise seja de grande valia e deva ser extrapolado em estudos futuros, incluindo um 
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rol ainda maior e mais variado de amostras. Embora a racionalidade que baseou nossa 

hipótese tenha nos levado a priorizar a avaliação dos miRNAs nas lesões e no endométrio 

eutópico de pacientes com endometriose, a avaliação de endométrios de mulheres saudáveis 

deve ser incluída em avaliações futuras. Por fim, faz-se necessária a realização de estudos 

adicionais que consigam definir um housekeeping gene universal para a análise do miRNAs 

no endométrio. 

Havendo finalizado a avaliação dos miRNAs, passamos a um segundo momento do 

nosso trabalho. A partir de cuidadosa revisão da literatura, notamos que: 1) a teoria da 

deficiência da enzima 17βHSD2 na endometriose é entendida pela maioria dos estudos de 

revisão como a mais aceita e o estudo de Zeitoun et al., publicado em 1998, segue sendo o 

mais utilizado como principal referência para o assunto; 2) Estudos posteriores mostraram 

resultados variados: alguns confirmaram uma tendência à menor expressão de RNAm da 

17βHSD2 nas lesões do que no controle, enquanto outros mostraram resultado inverso; 3) 

Poucos estudos analisaram a expressão do gene 17βHSD2  em nível proteico e, quando 

testado, foi utilizada a técnica de imunohistoquímica. 

A partir daí, percebemos que restam inúmeras lacunas no entendimento da expressão 

da 17βHSD2 na endometriose. Propusemos, então, a realização de novos experimentos para 

ampliar o entendimento da expressão da referida enzima, mas agora testando um rol mais 

amplo e variado de amostras provenientes de mulheres com e sem endometriose. 

Diferente de Zeitoun et al., não pudemos comprovar, através dos nossos achados, a 

ausência da enzima nas LE. Pelo contrário, identificamos a expressão gênica de 17βHSD2 

tanto em nível de RNAm quanto em nível protéico.  

Assim como nós, Smuc et al., em 2007 observaram níveis semelhantes de RNAm ao 

comparar endometriose ovariana e endométrio controle (Tina Šmuc et al. 2007). No mesmo 

ano, Carneiro et al., utilizando apenas amostras na fase proliferativa do ciclo, detectaram 

níveis aumentados de RNAm de 17βHSD2 em lesões de peritônio e ovário comparadas ao 

endométrio de controles. Este último estudo ainda visualizou a presença da proteína por 

imunohistoquímica no epitélio glandular endometrial dos tecidos ectópico e eutópico de 

pacientes com endometriose. Já no grupo controle, a proteína foi quase indetectável. Diante 

destes achados, os autores sugeriram que nas pacientes com endometriose não haveria um 

downregulation adequado da enzima 17βHSD2 na fase proliferativa, como é visto no 

endométrio normal (Carneiro et al. 2007). 

Outros estudos já haviam mostrado que no endométrio saudável a enzima 17βHSD2 

provavelmente sofre dowregulation na fase proliferativa do ciclo menstrual. A partir do 
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aumento dos receptores de P4 no estroma, na segunda fase do ciclo haveria um estímulo para 

aumento da expressão da enzima no epitélio glandular (Casey, MacDonald, and Andersson 

1994; Dassen et al. 2007; Cheng et al. 2007). No estudo de Zeitoun, os autores não 

encontraram diferença na expressão dos receptores de P4 e estrogênio ao longo do ciclo. 

Portanto, sugeriram que a ausência da 17βHSD2 nas lesões não poderia ser explicada pela 

baixa expressão dos receptores de P4 local, mas sim pela resistência à ação do hormônio 

(Zeitoun et al. 1998).  

Matsuzaki et al. analisaram amostras de endometriose profunda obtidas por 

microdissecção a laser. Os controles eram mulheres férteis, submetidas a ligadura ou reversão 

tubária. A expressão de RNAm de 17βHSD2 foi detectada em células epiteliais de quase 

todas as amostras de endométrio eutópico de pacientes com endometriose e dos controles, 

tanto na fase proliferativa como secretora. Os transcritos foram identificados em 50% das 

lesões, sem diferença quanto às fases do ciclo (Matsuzaki, Canis, Pouly, Déchelotte, et al. 

2006). Em um outro estudo dos mesmos autores, porém utilizando-se amostras de 

endometrioma, detectou-se aumento significativo (p<0,03) de expressão de RNAm nas LE em 

relação ao EE, na fase proliferativa (Matsuzaki, Canis, Pouly, Botchorishvili, et al. 2006). 

Como podemos perceber, os estudos são bastante heterogêneos em seus achados e 

metodologias. Não fica claro se na endometriose a expressão da enzima seria influenciada 

pelas fases do ciclo, assim como parece ocorrer no endométrio normal. Talvez um 

downregulation da enzima ocorra apenas em tipos específicos de lesões. Fazendo uma 

analogia com a aromatase, cuja expressão aberrante parece ocorrer de forma diversa nos 

diferentes tipos de endometriose, é possível que o microambiente de cada tipo de lesão tenha 

um padrão próprio de expressão gênica das enzimas responsáveis pela conversão de 

precursores em estrogênios (Heilier et al. 2006). 

Importante ressaltar que utilizamos, dentro da nossa coorte de amostras disponível 

para análise, espécimes provenientes de pacientes com e sem exposição à terapia hormonal. 

Nos últimos anos, o tratamento da endometriose tem sofrido uma quebra de paradigmas e 

temos tido cada vez mais liberalidade em, havendo forte suspeita clínica da doença e, 

mediante achados em exames de imagem (ex.: ultrassonografia com preparo intestinal) 

realizados por profissionais com ampla expertise, instituir os tratamentos hormonais 

empíricos com progestágenos isolados, COC e análogos do GnRH. Desta forma, a grande 

maioria das pacientes com indicação cirúrgica para tratamento da endometriose atualmente, 

encontra-se em uso de alguma terapia hormonal. 
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Obviamente, a obtenção de amostras de lesão e endométrio eutópico de pacientes reais 

para a realização de estudos científicos torna-se um desafio cada vez maior, visto o 

compromisso ético de não prejudicar a paciente em seu tratamento medicamentoso, sendo 

inaceitável a suspensão da medicação sem que haja indicação clínica para tanto. 

Por um lado, o uso de COC ou progestogênio isolado em muitas das pacientes da 

nossa população de estudo, embora justificável, poderia ser interpretado como uma limitação 

do presente trabalho, já que realizamos a análise de uma enzima ligada à catalisação de 

esteroides hormonais. Portanto, nossos resultados devem sempre ser analisados e 

interpretados levando-se este dado em consideração. Por outro lado, a observação do 

comportamento da expressão gênica da 17βHSD2 sob os diversos estímulos hormonais, bem 

como na ausência de tais estímulos, traz um panorama muito rico de informações que 

ajudarão a compreender a complexidade dos mecanismos envolvidos, indo além do que já foi 

testado e inferido até o momento. 

Dassen et al. expuseram amostras de endométrio normal a três tipos de tratamento: E2 

isolado; P4 (progesterona) isolada; E2+P4. Tanto a associação E2+ P4 quanto a P4 isolada 

foram capazes de aumentar a transcrição gênica do 17βHSD2 das células endometriais nas 

fases menstrual e proliferativa tardia, sendo que houve um aumento maior na fase 

proliferativa quando comparado à fase menstrual. Mas não houve confirmação dos achados 

em nível de proteína (Dassen et al. 2007). Em nosso estudo, percebemos um aumento dos 

transcritos da 17βHSD2 nas lesões de endometriose que estavam sob efeito de progestágenos 

isolados. Curiosamente, o mesmo não foi notado na presença de associação com estrogênio 

(grupo em uso de COC).  

Já Kitawaki et al. em 2000, observaram em cultivos celulares que a presença de 

progestínicos resultou na estimulação de 17βHSD2, via receptores de P4, em endométrios 

com doenças estrogênio-dependentes (endometriose, adenomiose e leiomiomatose), mas não 

no endométrio livre de doença. Com isso, eles sugeriram que o paradigma visto em estudos 

anteriores, de aumento da 17βHSD2 na fase secretora, se restringiria a endométrios doentes 

(Kitawaki et al. 2000). A obtenção de controles saudáveis é um desafio nos estudos 

experimentais sobre endometriose e muitas vezes são utilizadas amostras de pacientes com 

outras patologias que poderiam talvez influenciar o ambiente endometrial (infertilidade, 

leiomiomatose uterina, pólipos endometriais). Além disso, mesmo nas pacientes consideradas 

“saudáveis”, uma exclusão absoluta de quadros leves e assintomáticos de endometriose é 

pouco provável. Assim, este possível viés deve ser levado em consideração à análise do nosso 

e de outros estudos anteriores. 
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Segundo os achados de Kitawaki, e os nossos próprios resultados, verificamos que 

houve uma aumento de expressão da 17βHSD2 nas lesões de endometriose que tiveram 

influência da progesterona (no nosso caso, apenas com o hormônio isolado) (Kitawaki et al. 

2000). Estes achados vão de encontro à ideia de que a resistência à progesterona vista na 

endometriose bloquearia a expressão da enzima.  Mas acreditamos que o processo de 

resistência à progesterona na doença não dependa de apenas um mecanismo, sendo bastante 

plausível a participação de outros genes e, quiçá, a influência de microRNAs (Lessey 2010). 

 

VI- CONCLUSÕES 

 

Concluímos, diante de todos os dados apresentados, que não é possível sustentar a 

teoria de ausência de expressão da 17βHSD2 nas lesões de endometriose. Visto a 

complexidade da matéria, concluímos que, caso exista um dowregulation da proteína no 

tecido ectópico, este achado não deve ser considerado um evento universal. Possivelmente a 

regulação de sua expressão dependa de muitos outros fatores. O comportamento da enzima 

nos diferentes tipos de lesão, em diferentes fases do ciclo e sob diversos estímulos hormonais, 

ainda deverá ser mais bem explorado em estudos futuros. 

Apesar de não termos conseguido demonstrar a influência dos miRNAs estudados na 

expressão da 17βHSD2, acreditamos que os non-coding RNAs sejam peças fundamentais na 

regulação esteroide do ambiente endometrial. O reconhecimento de potenciais distúrbios na 

expressão dos miRNAs na endometriose é necessário e poderá contribuir para o entendimento 

e manejo da doença no futuro. 
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