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Resumo

Introducdo: A endometriose é uma doenca estrogénio-dependente. A teoria da deficiéncia de
17BHSD2 no tecido ectopico poderia justificar o aumento dos niveis de estradiol no
microambiente das lesGes, devido a perda do efeito protetivo da enzima. Contraditoriamente,
varios estudos evidenciaram a expressio do RNAm da 17BHSD2 na endometriose.
Objetivos: Avaliar se uma influéncia epigenética resultante da expressdao anormal de
microRNASs (has-miR-26b-5p e has-miR-124-3p) nas lesbes de endometriose poderia alterar a
expressao génica local do 17BHSD2, de forma a impedir a transcrigdo do RNAm a proteina.
Materiais e métodos: Estudo transversal prospectivo. Foram obtidas 94 amostras, sendo 54
de lesbes de endometriose (LE), 28 de endométrio eutdpico (EE) das mesmas pacientes com
endometriose e 12 de pacientes sem endometriose (EC). RT-PCR avaliou a expressao do has-
miR-26b-5p e has-miR-124-3p em LE ¢ EE. A expressdo génica do 17BHSD2 foi avaliada em
nivel de RNAm por RT-PCR e em nivel de proteinas por Western Blotting e
imunohistoquimica nos 3 grupos. Resultados: N&o houve diferenca na expressdo de has-miR-
26b-5p e has-miR-124-3p entre LE e EE. A presenca de expressdo do RNAm da 17pHSD2
foi constatada nos 3 grupos, sem diferenca estatistica entre eles, tanto quando estudadas
apenas as amostras sem exposicdo prévia a hormoénios, bem como a analise de todas as
pacientes (com ou sem uso de contraceptivo oral combinado - COC- ou progestagénio isolado
no ultimo més). As lesbes sob efeito progestinico tiveram expressao maior de RNAm da
17BHSD2 (p<0.05) em comparagcdo com aquelas sob efeito de COC ou auséncia de
medicacdo hormonal. Confirmou-se, ainda, a presenga da proteina 17BHSD2 nas lesdes.
Conclus6es: Uma expressao anormal de has-miR-26b-5p e has-miR-124-3p nas lesbes nédo
pode justificar a teoria da deficiéncia da 17BHSD2 na endometriose. Curiosamente, nossos
achados nédo confirmaram a auséncia da enzima nas lesGes estudadas, mostrando que o
comportamento de expressdao da 17BHSD2 na endometriose parece ser mais complexo do que
se imaginava, e novas analises, inclusive do padrdo de expressdo mediante o uso de terapia
clinica da doenca, merecem ser mais bem exploradas.

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



Abstract

Background: Endometriosis is an estrogen-dependent disease. A theory of deficient
17BHSD2 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
17BHSD2 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
17BHSD?2 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 17BHSD2 mRNA expression was evaluated by RT-
PCR in the three groups. Western Blotting and immunohistochemistry were used to assess
17BHSD2 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
17BHSD2 mRNA was similar in the 3 groups, both including and excluding the samples
obtained from women in use of hormonal therapy. Higher expression of 17HSD2 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 17BHSD2 expression in endometriosis. Surprisingly,
we could not confirm the deficient 17BHSD2 expression in ectopic lesions. The role of
17BHSD2 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- INTRODUCAO

1.1- Endometriose: o0 que sabemos e o que falta desvendar

A endometriose é uma doenca ginecolOgica caracterizada pela presenca de tecido
semelhante ao endometrial, composto por glandula e/ou estroma, fora da cavidade uterina
(Zondervan et al. 2018). E considerada uma condi¢do inflamatdria cronica, estrogénio-
dependente, prevalente em mulheres na menacme. Ainda que primariamente benigna, trata-se
de patologia ligada a alta morbidade e comprometimento da qualidade de vida, podendo
cursar com quadros algicos importantes e subfertilidade (Giudice and Kao 2004a).

Estima-se que a doenca acometa cerca de 10% das mulheres em idade reprodutiva em
todo o mundo (Vigano et al. 2004). No entanto, a endometriose é provavelmente uma
condicgéo subdiagnosticada. Principalmente quando presente em adolescentes, os quadros de
dismenorreia e dor pélvica ligados a doenga sdo muitas vezes confundidos com eventos
fisiolégicos do ciclo menstrual relacionados aos primeiros anos da menacme. A
inespecificidade dos sintomas e a necessidade de cirurgia para confirmagdo histopatolégica
dificultam o manejo precoce da doenga. Estima-se que o tempo compreendido entre o inicio
dos sintomas e a definigdo diagndstica varie, em média, de 7 a 11 anos (Hadfield et al. 1996).

A endometriose possui formas clinicas diversas. As pacientes podem cursar com um
ou mais dos seguintes tipos de apresentacdo da doenca: lesdo cistica ovariana
(endometrioma); lesdo peritoneal superficial; lesdo profunda infiltrativa. Esta Gltima é
conceitualmente definida como o implante ectopico que se aprofunda mais do que 0,5 cm no
peritdbnio. Apesar do acometimento de 6rgdos e estruturas pélvicas ser 0 mais comum, 0S
implantes também podem ocorrer em sitios extrapélvicos, a citar: diafragma, pleura, pulméo,
pericardio e cérebro (Bulun et al. 2019).

Quanto a classificacdo, mais de um sistema ja foi proposto, mas 0 mais
frequentemente utilizado é a verséo revisada da American Society for Reproductive Medicine
(ASRM) de 1997, segundo o qual a endometriose pode ser dividida em quatro estagios:
minima (1), leve (I1), moderada (II1) e severa (IV). Tal classificacdo, no entanto, ndo tem
correspondéncia com a sintomatologia algica ou ocorréncia de infertilidade (“Revised
American Society for Reproductive Medicine Classification of Endometriosis: 1996” 1997).

O porqué a doenca surge e os fatores relacionados a sua progressdo sao questdes que
ainda carecem de maiores esclarecimentos. Entretanto, nas ultimas décadas, vem crescendo o

numero 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 diagnéstico e tratamento
(Taylor, Kotlyar, and Flores 2021). Por tratar-se de uma condi¢do que possui mdultiplas
apresentacdes e quadro clinico variavel, é possivel que as diferentes formas de lesdo possam
ser entidades distintas, com mecanismos patogénicos préprios (Donnez et al. 1996; Nisolle
and Donnez 1997).

Segundo a mais cléssica teoria fisiopatologica da doenca, células endometriais
chegariam a pelve através do refluxo do sangue menstrual pelas tubas uterinas (Sampson
1927). Todavia, este mecanismo, isoladamente, ndo seria capaz de explicar 0s casos
extrapélvicos. Além disso, o refluxo da menstruagdo constitui evento comum, estando
presente em grande parte das mulheres saudaveis. Decerto, o mais provavel é que a
endometriose deva ser uma doenca multifatorial. Metaplasia celémica, células tronco,
autoimunidade e influéncia genética e epigenética sdo algumas das diversas teorias
fisiopatologicas que surgiram ao longo das Ultimas décadas como potenciais participantes no
processo de desenvolvimento dos implantes ectopicos (Shigesi et al. 2019; Matsuura et al.
1999; Sasson and Taylor 2008; Saha et al. 2015; Taylor, Kotlyar, and Flores 2021).

Estudos epidemiolégicos mostram um risco duas vezes maior de endometriose em
mulheres cujas mdes apresentam a patologia, assim como uma concordancia na ocorréncia
das lesdes ectdpicas em irmds gémeas monozigéticas (Dalsgaard et al. 2013; Saha et al.
2015). Apesar disso, estudos de associacdo gendmica ampla (Genome Wide Association
Studies- GWAS) ndo comprovaram um padrédo especifico de herdabilidade ou a existéncia de
um gene Unico relacionado a doenca. Evidéncias crescentes corroboram o possivel
envolvimento de multiplos genes e uma complexa combinagdo entre mecanismos genéticos e
epigenéticos. Estes ultimos parecem estar envolvidos em diversas alteracGes imunoldgicas,
imunohistoquimicas e histoldgicas no endométrio eutdpico e ectopico das pacientes com
endometriose (Lagana et al. 2019a; Guo 2009).

1.2- Endometriose: uma doenca estrogénio-dependente

A despeito das incertezas envolvendo a fisiopatologia da endometriose, a influéncia do
estrogénio como fator-chave na manutencéo e progressao das células endometriais ectopicas é
questdo indiscutivel. Tal relacdo é percebida clinicamente pela alta prevaléncia da patologia
em mulheres em idade reprodutiva e a tendéncia a regressdo apds a menopausa. Raros casos
de endometriose relatados em homens foram associados ao uso de terapia estrogénica

prolongada para tratamento do cancer de prostata ( Martin and Hauck 1985; Rei, Williams,



18

and Feloney 2018). Alem disso, a acdo pretendida através das principais opc¢des terapéuticas
por ora disponiveis visa justamente a supressdo ovariana e consequente reducdo dos niveis
circulantes de estradiol, levando a estabilizacdo da doenca (Huhtinen et al. 2012).

Inimeros estudos experimentais também corroboram o importante papel do estrogénio
como cerne do processo inflamatério que caracteriza a endometriose. A acao do estradiol nos
implantes ectopicos, independentemente da origem das células endometrial-like, promoveria
um ambiente adequado para a sua manutencdo e progressao fora da cavidade endometrial.
Dentre os possiveis mecanismos moleculares através dos quais 0s estrogénios atuam na
endometriose, podemos citar: ativacdo de macrdfagos e consequente secrecdo de citocinas e
quimiocinas pro-inflamatérias e inducdo da expressdo de fatores angiogénicos (VEGF);
ativacdo de genes antiapoptoticos, como o Bcl-2, e das proteinas quinases ERK1/2 e Akt
(Reis et al. 2013; Lagana et al. 2019a; Bulun et al. 2019; Patel et al. 2017; Y et al. 2018;
McLaren et al. 1997).

A acdo estrogénica nos implantes ectopicos € um processo bastante complexo e ainda
ndo totalmente elucidado (Rizner 2009). A sintese de estrogénios no interior das lesdes, a
partir da presenca local de um maquinario enzimatico capaz de transformar formas inativas de
esteroides circulantes em estradiol e até a producdo de novo pelo colesterol, parece exercer
um papel importante na fisiopatologia da doenga (T. Smuc and Rizner 2009; Gibson et al.
2018).

1.3- Metabolismo e biossintese dos estrogénios na endometriose

Da-se 0 nome de estrogénios ao grupo genérico de compostos quimicos cujos
principais representantes sdo: estrona (E1), 17B-estradiol (E2) e estriol (E3). A partir da
transformacéo do colesterol, molécula de 27 atomos de carbono, uma sucessao de reacdes em
cadeia ocorre, atraves das quais sdo formados outros esteroides sexuais como progestogénios
(esteroides C-21) e androgénios (esteroides C-19), até chegar a formacdo dos estrogénios
(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 periodo pés-menopausal. O E3, por sua vez, é produzido pela placenta, sendo
caracteristico do periodo gestacional (Merchenthaler 2018).

Embora na menacme a fonte mais popularmente conhecida de estradiol sejam 0s
ovarios, a presenca do horménio no endométrio resulta de mais de uma via, incluindo os

mecanismos endocrino, paracrino, autocrino e intracrino (Nelson and Bulun 2001). A
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capacidade dos tecidos alvos periféricos produzirem horménios esteroides a partir de
precursores sanguineos foi descrita pela primeira vez em 1991, por Labrie. O autor quebrou
paradigmas ao sugerir que cerca de 75% dos estrogénios presentes em mulheres na menacme,
e quase 100% em mulheres na pds-menopausa, seriam advindos da producdo nos tecidos
periféricos a partir de precursores esteroides adrenais (Labrie 1991).

Com o passar dos anos, o0 conhecimento acerca do maquinario enzimatico presente em
tecidos periféricos (ex.: endométrio, trato gastrointestinal, pulmdes, SNC e 0ssos) vem sendo
construido. Os mecanismos envolvidos sdo altamente complexos e muito provavelmente
contam com a participacdo das mesmas enzimas presentes em ovarios e adrenais, além de
outras vias metabdlicas alternativas e adicionais (Konings et al. 2018).

Nos ovarios, o processo de formacdo do E2 depende da proteina reguladora aguda da
esteroidogénese, StAR, que permite a passagem do colesterol do citoplasma para a
mitocondria. As enzimas CYP11Al e CYP17Al1 participam da formacdo de
dehidroepiandrosterona (DHEA) nas células da teca que, por sua vez, é convertida em
androstenediona (A4) pela 3B-hidroxiesteroide desidrogenase tipo 2 (3HSD2). O citocromo
p450 19A1 (CYP19A1, aromatase) catalisa a conversdo de A4 em E1. A 17B-hidroxiesteroide
desidrogenase tipo 1 (17pHSDI1) transforma E1 em E2. A A4 também pode ser
primeiramente reduzida a testosterona e depois aromatizada a E2. Por mecanismo enddcrino,
o E2 cai na corrente sanguinea e chega ao endométrio, onde se liga aos receptores de
estrogénio ai presentes. Mas, além dele, os ovarios também liberam na circulacdo: E1, sulfato
de estrona (E1-S) e os precursores androgénicos, como A4 e DHEA (Huhtinen et al. 2012;
Konings et al. 2018).

A esteroidogénese adrenal também libera por mecanismo endocrino a A4, DHEA e o
sulfato de dehidroepiandrosterona (S-DHEA). Além disso, tecidos periféricos como figado,
pancreas, 0ssos, pele, tecido adiposo sdo 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 ovarios; 2)
Precursores androgénicos e formas sulfatadas de estrogénio liberados na corrente sanguinea
por ovarios, adrenais e tecidos periféricos (Huhtinen et al. 2012; Konings et al. 2018; Rizner
2009).

A expressdo aberrante de receptores e enzimas envolvidos no metabolismo

estrogénico local parece exercer um papel chave na fisiopatologia de doencas estrogénio-
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dependentes, como os canceres de mama e de endométrio, e a endometriose (Gibson et al.
2018).

Apesar dos resultados controversos e metodologia variavel dos estudos sobre o tema, é
possivel que na endometriose, além das vias ja citadas, ainda possa haver a sintese de
estrogénios de novo a partir do colesterol (Attar et al. 2009). Expressdo aumentada da StAR,
upregulation ou downregulation de enzimas pertencentes as vias da Aromatase e Sulfatase,
incluindo as proteinas da familia das 17p-hidroxiesteroide desidrogenases (17BHSD), sdo
algumas das possiveis alteracdes existentes em lesdes de endometriose evidenciadas por

estudos in vitro, ao longo dos ultimos anos (Huhtinen et al. 2012) (Figura 1).
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Figura 1: Fontes de estrogénio na endometriose. Fonte:Huhtinen et al. 2012.

1.4- Familia das 17p-hidroxiesteroide desidrogenases (17pHSD)

A familia das 17p-hidroxiesteroide desidrogenases constitui um grupo de isoenzimas
responsaveis pela interconversdo de formas ativas e inativas de androgénios e estrogénios. E
composta por representantes redutoras e oxidativas. As primeiras (ex.: 17 BHSD tipos 1, 7 e
12) sdo capazes de catalisar as formas inativas dos horménios aos seus estados mais ativos
(ex.: E1 em E2; androstenediona em testosterona). As ultimas (ex.: 17pHSD tipos 2, 4, 8 e 10)
realizam a reacdo inversa, sendo responsaveis pela inativacdo dos esteroides sexuais (Rizner
2009; Huhtinen et al. 2012).
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A E1 é considerada uma forma fraca de estrogénio, pois possui um potencial muito
menor que o E2 de ativar os receptores estrogénicos (TSENG and GURPIDE 1973). Desta
forma, as 17BHSD tém o poder de controlar a ocupagdo do receptor de estrogénio, exercendo
papel fundamental na regulacdo do metabolismo esteroide nos tecidos alvos (Jansson 2009;
Rizner 2009).

As enzimas desta familia encontram-se presentes em varios tecidos e participam
ativamente da biossintese dos hormonios esteroides. A 17B-HSD tipo 1 é a principal
representante redutora. E altamente expressa nas células granulosas dos foliculos ovarianos de
mulheres saudaveis. A 173-HSD2, é a mais importante das isoenzimas oxidativas, e serd mais
bem descrita na Segéo 1.5.

A expressdo génica aberrante dessas enzimas na endometriose, capaz de aumentar a
atividade estrogénica nas lesdes, vem sendo estudada. Os resultados, todavia, ndo sdo claros e
ainda h& muito o que se descobrir (Giudice and Kao 2004b; Huhtinen et al. 2012; Ferrero et
al. 2004).

1.5- A expressao da enzima 17pHSD2 na endometriose

O gene 17BHSD humano tipo 2 esta localizado no cromossomo 16, 16q24. O produto
final de sua expressao ¢ a proteina transmembrana 17BHSD2, responsavel pela oxidagao, isto
¢, conversdo das formas ativas de 17B-hidroxiesteroides (estradiol, testosterona e
dihidrotestosterona) em suas formas menos ativas. Alguns estudos in vitro mostraram que a
17BHSD?2 participa, ainda, da oxidagdo da 20-alfa-dihidroprogesterona a progesterona. O
papel primordial desta enzima parece ser primariamente protetivo, uma vez que é capaz de
prevenir a acdo excessiva dos hormonios esteroides nos tecidos alvos (Casey, MacDonald,
and Andersson 1994a; Lu, Huang, and Lin 2002; Gibson et al. 2018).
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Figura 2: Agdo oxidativa da 17p-hidroxiesteroide desidrogenase tipo 2 (17BHSD2).
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Em seres humanos, os locais nos quais a 17BHSD2 ¢ altamente expressa sdo:
endométrio, placenta, figado e intestino delgado. Menores quantidades da enzima também
estdo presentes em rins, pancreas, colon e prostata. A expressao de RNAm da 17BHSD2
também ja foi descrita em linhagens celulares de canceres de mama, de endométrio e de
prostata (Lu, Huang, and Lin 2002). Contudo, ndo parece estar presente nos ovarios, cérebro,
musculo esquelético, coracdo, bago e timo (“Tissue Expression of HSD17B2 - Summary -
The Human Protein Atlas™ n.d.).

No endométrio de mulheres saudaveis, a 17BHSD2 ¢ expressa principalmente nas
células epiteliais glandulares, e parece exercer um papel na diferenciacdo endometrial na
segunda fase do ciclo menstrual. Acredita-se que a sua expressdo possa sofrer a regulacéo da
progesterona, horménio produzido pelo corpo luteo formado apds a ovulagdo e, portanto,
presente em altos niveis apenas na segunda fase do ciclo (Casey, MacDonald, and Andersson
1994a; TSENG and GURPIDE 1973; Mustonen et al. 1998).

Ha pouco mais de duas décadas, Zeitoun et al. observaram uma deficiéncia da enzima
17BHSD2 em lesdes endometridticas extraovarianas. Segundo os autores, uma acdo aberrante
da progesterona na endometriose poderia induzir a inativacao da 17BHSD2 (Zeitoun et al.
1998). Desde entdo, esta hipotese vem sendo considerada como um dos possiveis mecanismos
envolvidos na génese da doenca. Na auséncia da enzima 17BHSD2, o tecido ectopico perderia
o fator protetivo de inativacdo do estrogénio e ficaria mais exposto as formas ativas do
horménio, o que poderia contribuir para o crescimento das lesdes.

Apesar dos achados de Zeitoun et al. ainda serem os mais citados na literatura quando
o assunto ¢ o papel da 17pHSD2 na endometriose (Bulun et al. 2000; Bulun et al. 2002; Qi,
Guo, and Liu 2017; Lagana et al. 2019b; Bulun et al. 2019), este foi um estudo preliminar,
com poucos casos, metodologia limitada e obtencdo de resultados divergentes conforme a
técnica escolhida para analise (Zeitoun et al. 1998).

Embora, os autores ndo tenham mostrado os dados na integra, o artigo cita que
inicialmente foi realizada RT-PCR que detectou a expressao do RNAm do 17BHSD2 em
todas as 8 amostras de tecido endometrial eutépico analisadas e ainda em 7 dos 8 tecidos
endometrioticos. Portanto, pode-se considerar que a expressdo do RNAm da referida enzima
foi evidenciada tanto nas lesdes como no endométrio eutdpico, em ambas as fases
proliferativa e secretora. Uma diferenca na expressio do RNAm entre os dois grupos foi
detectada apenas em um segundo momento, utilizando-se uma técnica de deteccdo menos

sensivel, o Northern Blotting (Zeitoun et al. 1998).
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Através do Northern Blotting, a expressio do RNAm do 17BHSD2 foi detectada
apenas na fase secretora de endométrio eutopico (n=12), sendo que 8 amostras de tecido
endometriotico das mesmas pacientes tiveram nenhuma deteccdo do RNAm. Foram avaliados
4 amostras de tecido eutdpico em fase proliferativa, nos quais ndo foi detectada expressao.
Nenhuma das amostras de tecido ectopico, tanto na fase proliferativa quanto na secretora, foi
positiva para RNAm através da referida técnica. Por fim, a imunohistoquimica (IMH) néo
identificou a presenga da proteina 17BHSD2 nas laminas de les6es de endometriose (Zeitoun
et al. 1998).

Outros estudos foram realizados a partir dai, e dados conflitantes foram evidenciados.
Matsuzaki et al. e Dansen et al. observaram um downregulation da expressdo génica de
RNAm da 17BHSD2 em lesdes de endometriose profunda (Matsuzaki, Canis, Pouly,
Déchelotte, et al. 2006; Dassen et al. 2007). Mas o ultimo grupo usou um tipo diferente de
anticorpo na IMH e ndo pbde confirmar se a proteina seria expressa em menores niveis na
endometriose (Dassen et al. 2007). Carneiro et al. em 2007, encontraram um padrdo
completamente diferente de Zeitoun et al. com maiores niveis de expressdo de RNAm da
17BHSD2 nos implantes endometridticos quando comparados ao grupo controle. Também
encontraram expressdo da proteina, por imunohistoquimica, no epitélio glandular de
implantes pélvicos de endometriose (Carneiro et al. 2007).

A maior parte dos estudos realizados até hoje disp6s de um numero reduzido de
amostras, nao contemplando todos os tipos de apresentacdo clinica da doenca. Apesar do
conceito de deficiéncia da enzima 17BHSD2 na endometriose continuar prevalecendo, ndo se
pode negar que a expressdao do mRNA foi detectada em varios estudos, inclusive no de
Zeitoun et al. E possivel que o processo de expressdo génica da 17pHSD2 nas lesdes
ectdpicas seja mais complexo do que se imaginava ha duas décadas, e que fatores
epigenéticos envolvidos possam ajudar a explicar as alteracGes encontradas até 0 momento.

A Tabela 1 traz um compilado dos estudos que avaliaram a expressao da 17BHSD2 na

endometriose.
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Tabela 1: Estudos que avaliaram a expressdo da 17BHSD2 na endometriose.

EXPRESSAO PROTEINA
17BHSD2

TIPO DE LESAO
ENDOMETRIOSE

EXPRESSAO RNAm 17BHSD2

ESTUDO CONTROLE(S)

Zeitoun, 1998 (Zeitoun Extraovariana EEL -RT-PCR: -Imunohistoquimica:
et al. 1998) EC? EE (8/8) EE secretor (11 / 13)
LE3 (7/8) EE proliferativo (1 /8)
Ausente nas LE (qualquer
-Northern blotting: Iase do ciclo) .
EE secretor (12/12). Ausente a';:;e;smnuo e o ni na’l"ﬂté'gz
E%S_Eggrollferatlvos. 4 amostras pareadas.
Ausente nas LE (qualquer
fase).
*8 LE n&o expressaram
RNAm enquanto seus EE
pareados sim.
Matsuazaki, 2006 Profunda EE -RT-PCR: NRT
(Matsuzaki, Canis, EC LE (8/16)
Pouly, Déchelotte, et EE (28 /30)
al. 2006) EC (22 de 24)
Matsuazaki, 2006b  Ovariana EE - RT-PCR: NR
(Matsuzaki, Canis, LE (12/ 12) detectou-se
Pouly,  Botchorishvili, aumento significativo,
et al. 2006) p<0,03, de expresséo das LE
em relacdo ao EE, na fase
proliferativa.
Dassen, 2007 (Dassen Profunda EE - RT-PCR: -Imunohistoquimica:
et al. 2007) EC Reducdo  significativa de LE=EE=EC
expressdo nas LE do que EE e (redugdo da marcagdo
EC. somente no estroma das
lesdes)
EE = EC
§muc, 2007 (Tina  Ovariana EC -RT-PCR: NR
Smuc et al. 2007) N&o encontrou diferenca
significativa entre LE (n=16) e
EC (n=9)
Carneiro, 2007 Ovariana EE - RT-PCR: -Imunohistoquimica:
(Carneiro et al. 2007) Superficial LE (8/8) LE e EE
EC EE (5/6) Quase indetectavel nos EC
EC (7 /13)

*Houve diferenca
significativa entre a
expressao das LE e EC.

EE™: endométrio eutdpico de pacientes com endometriose; EC? endométrio controle, de

pacientes sem endometriose. LE3: lesdes de endometriose. NR': ndo realizado.

1.6- Epigenética e o papel dos microRNAs

No final do século XIX e inicio do século XX, dominava no meio cientifico a ideia de

gue o material genético estivesse intrinsecamente relacionado a estruturas citoplasmaticas. A
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partir da observacdo de Francis Crick, em 1958, de que o &cido desoxirribonucleico (DNA)
presente nos cromossomos e, portanto, no nucleo celular, seria a estrutura detentora do
material genético, nasce um conceito denominado “dogma central da biologia molecular”.
Segundo o0 mesmo, a inter-relacdo do DNA, RNA e proteinas seguiria um padréo linear e
unidirecional (DNA produz RNA, que por sua vez, produz proteinas) (Crick 1958).

Com o passar dos anos, contudo, a participacdo de outras moléculas no processo de
producdo de proteinas comecou a ser mais amplamente explorada (Lu, Huang, and Lin 2002).
O reconhecimento de eventos epigenéticos responsaveis pela regulacdo gendmica trouxe uma
nova forma de entender os processos bioldgicos dos organismos eucaridticos (Berger et al.
2009). Por meio de mecanismos como as modificacBes pos-translacionais da histona, a
metilacdo do DNA e a atuacdo dos non-coding RNAs, a epigenética € responsavel por
interferir na expressdo génica de maneira estavel e potencialmente hereditaria, sem alterar a
sequéncia de DNA (Qi, Guo, and Liu 2017).

Os non-coding RNAs sdo moléculas de RNA incapazes de codificar proteinas, porém
com alto poder de regularizacdo do processo de expressdao dos genes. Dentre estes, destacam-
se 0s microRNAs (miRNAs), uma classe de pequenas moléculas de RNA enddgeno, de
aproximadamente 22 nucleotideos de comprimento (Mari-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 génica
(lin-14 gene) (Lee, Feinbau and Ambros 1993).

Os miRNAs agem basicamente silenciando a expressao de genes alvos, através de sua
incorporagdo a um sistema denominado “RNA-induced silencing complex” (RISC). Através
deste complexo, os miRNAs promovem um downregulation pos-transcripcional, que pode
ocorrer de dois modos distintos: clivagem do RNAm ou repressdo da traducdo. O primeiro
mecanismo refere-se a capacidade do miRNA de cortar a fita de RNAm, levando a sua
inutilizacdo e posterior destruicdo pela célula. O segundo, ocorre quando a presenca do RISC
contendo miRNA atrapalha o processo de traducdo, impedindo a producdo de proteinas
(Mari-Alexandre et al. 2016; Bartel 2004).

Os miRNAs parecem estar envolvidos em uma série de processos biologicos como a
diferenciacdo celular e a apoptose, e processos patolégicos, assim como 0 cancer e a
endometriose. A descoberta de padrdes de expressdo aberrantes de miRNAs em determinadas

doencas pode ajudar na compreensdo de mecanismos patologicos ainda pouco elucidados e no
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desenvolvimento futuro de novas opcdes terapéuticas capazes de interferir no codigo
epigenético (Chou et al. 2018; Borghese et al. 2017).

1.7- Deficiéncia da enzima 17pHSD2 na endometriose e microRNAs: haveria

plausibilidade nesta relagéo?

Ap0s cuidadosa revisdo da literatura, pode-se constatar que, passados mais de 20 anos
desde a publicacdo do estudo de Zeitoun et al (1998), a teoria da deficiéncia da 17BHSD2 na
endometriose proposta pelos autores continua sendo a mais citada nos artigos de revisao
acerca do tema (Bulun et al. 2000; Bulun et al. 2002; Qi, Guo, and Liu 2017; Lagana et al.
2019b; Bulun et al. 2019).

Apesar do conceito de deficiéncia da expresséo proteica do 17BHSD2 na endometriose
continuar prevalecendo, ndo se pode negar que a expressdo génica do RNAm da enzima foi
detectada em varios estudos, inclusive no de Zeitoun et al., quando utilizada a técnica de
PCR. A realizacdo de novos trabalhos que analisem um ndmero maior e mais variado de
amostras se faz necessaria, uma vez que é possivel que formas clinicas diversas da doenca
possam apresentar expressdes diferentes da enzima. Além disso, € possivel que o processo de
expressdo génica da 17BHSD2 na endometriose Seja muito mais complexo do que se
imaginava ha duas décadas, e que fatores epigenéticos envolvidos possam ajudar a explicar as
alteracdes encontradas até o0 momento.

Como vimos acima, a combinacdo de fatores genéticos e epigenéticos possivelmente
faz parte do complexo processo fisiopatoldgico da endometriose (Taylor, Kotlyar, and Flores
2021). Estudos baseados em técnicas de sequenciamento de nova geracdo e microarrays,
com validacdo por RT-PCR, tém comprovado a existéncia de assinaturas especificas de
miRNAS na endometriose. A analise por bioinformatica, muitos destes miRNAs parecem
estar associados a regulacdo da expressdo de genes ligados a proliferagdo e sobrevivéncia
celular, remodelamento da matriz e angiogénese. Todos estes sistemas mantém intima relacéo
com a fisiopatologia da endometriose, o que reforga a participacdo destas pequenas moléculas
no mecanismo da doenca (Burney et al. 2009; Ohlsson Teague et al. 2009; Hawkins et al.
2011; Mari-Alexandre et al. 2015; Gilabert-Estelles et al. 2012).

A expressdo aumentada na endometriose de alguns genes ligados a esteroidogénese
(ex.: STAR, CYP11Al, CYP17Al, CYP19Al e HSD17B1) parece estar relacionada a
possiveis alteracdes na metilacdo de seus promotores (Qi, Guo, and Liu 2017; Bulun et al.

2019). Assim sendo, é bastante provavel que outros fatores epigenéticos também participem
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do mecanismo de sinalizacdo esteroide no interior das lesGes, predispondo a sintese e a acdo
do estradiol neste microambiente.

Diante destes dados, levantamos a seguinte provocacdo: Poderia a expressao génica da
enzima 17BHSD2 sofrer interferéncia de microRNAs especificos capazes de regular
negativamente o RNAm, impedindo a producéo da referida proteina nas lesdes?

Atraveés de pesquisa realizada pelo MiRTarBase, base de dados online especifica para
a busca de interagdes experimentalmente validadas entre miRNAs e seus genes alvos,
identificamos dois miRNAs cujo gene de interesse ¢ o 17BHSD2. Sao eles: has-miR-124-3p e
has-miR-26b-5p (Figura 3).
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Figura 3: Identificacdo dos miRNASs cujo gene alvo é o 17BHSD?2 realizada através da busca na base
de dados MiRTarBase (http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/php/index.php). Acesso realizado em
25/02/2019.

Nos, portanto, levantamos a hipotese de que a expressao aumentada dos miRNAs has-
miR-26b-5p e has-miR-124-3p nas lesdes de endometriose, mas ndo no endométrio eutopico
(J& que segundo Zeitoun, a auséncia da enzima ocorre apenas no tecido ectdpico), possa
regular negativamente a expressdo do gene 17BHSD2 a nivel pds-transcripcional, impedindo
a traducdo da proteina. Como consequéncia, haveria acimulo de altos niveis de estradiol nos

implantes endometridticos.
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Figura 4: Hipdtese do estudo: Expressdo aumentada de miRNAs nas lesfes de endometriose poderia
impedir a tradugdo do RNAm do 17BHSD2 em proteinas.



29

I1- OBJETIVOS

2.1- Objetivo geral

Investigar se um efeito epigenético decorrente da expressdo aumentada dos miRNAs
has-miR-26b-5p e has-miR-124-3p em lesdes de endometriose, mas ndo em tecido eutdpico,

poderia modular negativamente a expressao da proteina 17BHSD2 no tecido ectopico.

2.2- Objetivos especificos

1) Avaliar a expressdo dos miRNA has-miR-26b-5p e has-miR-124-3p pela técnica de RT-
PCR em lesdes ectopicas e endométrio eutdpico de pacientes com endometriose.

2) Avaliar a expressdo do RNAmM da 17BHSD2 em lesdes de endometriose, endométrio
eutopico pareado de pacientes com endometriose, e endométrio de pacientes sem
endometriose, pela técnica de RT-PCR.

3) Avaliar a expressdo da proteina 17BHSD2 nas lesdes de endometriose e no endométrio
eutopico pareado de pacientes com endometriose, endométrio de pacientes sem endometriose,

pelas técnicas de Western Blotting e imunohistoquimica.
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I11- MATERIAIS E METODOS

O presente estudo foi fruto de uma parceria entre o Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Minas Gerais, situado em Belo Horizonte, MG, o Hospital das
Clinicas Samuel Libéanio da Fundacdo de Ensino Superior do Vale do Sapucai, em Pouso
Alegre, MG, e o Careggi Ospedale pertencente a Universita degli Studi di Firenze, em
Florenca/FI, Itdlia. Foi obtida a aprovacdo do Comité de Etica (CAAE:
60378816.1.0000.5149) e todos os sujeitos da pesquisa assinaram 0 Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE).

3.1-Pacientes e amostras de lesdes de endometriose e tecido endometrial eutépico

O presente trabalho contou com um total de 94 amostras para analise. O grupo de
estudo foi formado por 28 pacientes na menacme, submetidas a videolaparoscopia para
tratamento da endometriose, com confirmacao histopatologica da doenca. Neste grupo, foram
obtidos 54 espécimes de lesGes de endometriose e 28 de endométrio eutdpico pareado, que foi
utilizado como controle. As amostras de endométrio intrauterino foram obtidas imediatamente
antes do ato operatorio, estando a paciente sob anestesia, atraves da aspiracdo intrauterina por
Pipelle®. Foram extraidas lesdes de diversos sitios, a citar: intestino delgado, retossigmoide,
vagina, bexiga, parede, ligamento Gtero-sacro, regido retrocervical, peritbnio, ovario. Estes
dois grupos foram respectivamente denominados: “lesdes de endometriose” (LE) e
“endométrio eutopico” (EE).

Um segundo grupo controle, denominado “endométrio controle” (EC), foi formado
por outras 12 pacientes na menacme, sem suspeita ou diagnostico de endometriose, que
fossem se submeter a insercdo de DIU (dispositivo intrauterino) ou que tivessem indicacdo de
videolaparoscopia ou videohisteroscopia. As indicagdes cirurgicas foram: leiomiomatose
uterina, polipos, cisto ovariano mucinoso e aderéncias pélvicas (sem sinais agudos de DIP ou
focos de endometriose). A aspiracdo de endométrio foi realizada por Pipelle®. Todas as
amostras de tecido obtidas foram imersas em solugéo 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 inclusdo em parafina.

Os grupos de pacientes com e sem endometriose ndo diferiram quanto a 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/m?e 26.1 + 3.7 kg/m?, respectivamente). A Tabela 2 traz as caracteristicas clinicas das

pacientes com endometriose.

Tabela 2: Caracteristicas clinicas das pacientes com endometriose.

Meédia (95% IC) Frequéncia (%o)
Dismenorreia (VAS) 7.18 (95% IC: 5.96 -8.4) -
Dispareunia (VAS) 3.29 (95% IC:1.77 — 4.8) -

Dor pélvica aciclica (VAS) | 2.00 (95% IC: 0.74 — 3.26) -

ASRM score 40.21 (95% IC: 29.54 — 50.89) | -
ASRM stage (111/1V) - 78.6%
Infertilidade - 67.9%
Adenomiose associada - 25%

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

Quanto ao uso de medicacdo hormonal no dltimo més, entre as pacientes com
endometriose, 50% tinham usado progestageno isolado, 32% contraceptivo oral combinado
(COC) e 17% nenhuma terapia hormonal. Entre as pacientes sem endometriose, 33% estavam
em uso de progestdgeno isolado, 8% COC e 58% sem medicacdo hormonal. Nenhuma
paciente incluida no estudo havia utilizado analogo do GnRH. Na Figura 5 encontram-se
descritas as 94 amostras trabalhadas no presente estudo, quanto ao local de origem e 0 uso ou

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

*Tipos de lesGes de endometriose: endometriomas, lesdes peritoneais superficiais e lesées profundas
infiltrativas.

3.2- A escolha das técnicas laboratoriais utilizadas no experimento

Para a quantificacdo da expressdo dos miRNAS foi escolhida a técnica de RT-PCR,
por ser considerada o padrdo-ouro para tal analise, devido a celeridade e capacidade de
amplificar exponencialmente quantidades pequenas de moléculas. A principal fragilidade da
técnica estd na normalizacdo, ja que os principais housekeeping genes usados como
normalizadores podem ndo ter uma expressao estavel em algumas condicGes e patologias.
Ainda assim, este é considerado o método preferencial para validar a expressdo dos miRNAS
(Zampetaki, 2012).

Em um momento inicial, ap6s revisdo da literatura, elegemos o RNU44
como housekeeping gene, mas este mostrou-se indetectdvel 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 subtracdo do CT de miRNAs de controle interno
(ACT).

De forma analoga, por ser a metodologia mais utilizada para quantificacdo da
expressdo génica, o RT-PCR também foi a técnica de eleicdo para a medida dos niveis de
RNAmM da 17BHSD2 nas amostras estudadas.

Diferentemente dos estudos prévios ja publicados na literatura, optamos por analisar a
expressdo proteica da enzima de forma quantitativa, através da técnica de Western Blotting, o

que gera uma percepgdo mais fidedigna e direta da presenca ou ndo da enzima. De forma
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complementar, foi realizado ainda o estudo imunohistoquimico, que acrescenta dados acerca

da localizacéo da enzima nos compartimentos celulares.

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

3.3.1- Extracdo de RNA total e tratamento com DNase

A expressdo génica da 17BHSD?2 foi analisada em todas as amostras obtidas (LE, EE e
EC) enquanto a expressédo dos miRNAs has-miR-26b-5p e has-miR-124-3p foi analisada em
espécimes de lesdes endometridticas peritoneais superficiais (n=7) e amostras de endométrio
eutopico de pacientes com endometriose (n=24).

Para tanto, realizou-se a extracdo de RNA total, de acordo com protocolo TRIzol
(CAT15596018 - ThermoFisher Scientific, Massachusetts/EUA), sem alteracdes, em todas as
amostras.

A fim de garantir minima contaminacdo das amostras de RNA por &cido
desoxirribonucleico (DNA), as mesmas foram tratadas com DNase | Amplification grade
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Para tanto, as amostras foram
quantificadas em NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, Delaware, USA) e 1 ug
de amostra foi transferido para um novo tubo estéril de 0,5 mL RNAse free. Ao 1 ug de
amostra foram adicionados 2 ul de mix, composto por 1 pul de enzima DNAse e 1 ul de
tampdo, e agua de alta qualidade em quantidade suficiente para completar o volume final da
reacdo de 10 ul. A seguir, as amostras foram incubadas por 15 minutos a temperatura
ambiente e depois adicionou-se 1 ul de ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) e realizou-se

nova incubacéo a 65 °C. As amostras foram entdo requantificadas em NanoDrop.

3.3.2- Sintese de cDNA por transcrigao reversa

A transcricdo reversa para analise da expressdo génica da 17BHSD?2 foi realizada de
acordo com o protocolo do kit de sintese de DNA complementar (cDNA) da Invitrogen®
(SuperScript® 11 First-Strand Synthesis System for RT-PCR) a partir de 800 ng de RNA total
das amostras.

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

sintese de cDNA foi realizada utilizando-se um kit especifico para miRNA (Advanced
miRNA cDNA Synthesis Kit code A28007. ThermoFisher), sem alteraces.
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Os cDNAs produzidos foram utilizados na reagcdo em cadeia de polimerase em tempo

real.

3.3.3- Oligonucleotideos especificos

Os oligonucleotideos iniciadores (primers) usados para amplificacdo de fragmentos
dos genes da 17BHSD2 e da S26 estdo listados na Tabela 3. A proteina ribossomal S26 foi
utilizada como controle interno (Almeida et al. 2021). Eles foram estudados e selecionados a
partir da andlise da sequéncia descrita no GeneBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/),
com auxilio da ferramenta de geracdo de primer da plataforma Primer-Blast do NIH

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

Tabela 3:0ligonucleotideos iniciadores usados na RT-PCR em tempo real.

GenBank ID

Sequéncia (5'- 3")

17bHSD2-F NM_002153.3
AGGCTGGCATCTTATGGCTC

17bHSD2-R
TTCCCCACTTGGAAAGCTCC

S26 - F NM_002153.3
TTCCCCACTTGGAAAGCTCC

S26 -R
TTCCCCACTTGGAAAGCTCC

Os primers foram sintetizados pela Invitrogen, recebidos liofilizados e, em seguida,
ressuspensos em H20 DEPC, livre de RNase e DNase (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA), para concentracdo final de 100 pmol/uL (concentragdo para estoque).
Aliquotas de Primer Mix a 5uM foram preparadas no dia do experimento para serem
utilizadas na PCR em tempo real.

3.3.4- Reagdo 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 expressdo génica de 17pHSD2. O volume final de reagdo foi 20 pl, sendo a


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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reacdo composta de 2 pl de cDNA e 18 ul de solugdo mix formada por 7 pl de 4gua para PCR
(esterelizada e filtrada), 1 ul do primer mix (5 pM) (Invitrogen, Brasil) e 10 ul de e SYBR
Green® Master Mix (Applied Biosystems, Warrington WA, UK). Cada amostra foi ensaiada
em duplicata. Foram utilizadas placas de 96 pocos (ABI PRISM® 96-Well Optical Reaction
Plate with Barcode, Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), seladas com adesivo
optico (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:
[estagio 1] um ciclo de 95 °C / 10 min.; [estagio 2] 40 ciclos de 95 °C / 15 segundos, 60 °C /
15 segundos e 72 °C / 20 segundos; [estagio 3] 95 °C / 15 segundos, 54 °C / 15 segundos e 95
°C / 15 segundos. As curvas de melting foram realizadas no final de cada ciclo para
conferéncia da especificidade do fragmento amplificado. Os resultados foram corrigidos pela

expressao do gene de controle interno s26.

As amostras de cDNA obtidas para analisar a expressdo génica dos miRNAS has-miR-
26b-5p e has-miR-124-3p foram submetidas a PCR em tempo real utilizando ensaios
padronizados e disponiveis comercialmente (TagMan®, ThermoFisher Scientific, nimeros de
catdlogo 480901 _mir e 478418 mir). O volume final de reacdo foi 10 ul, sendo a reacao
composta de 2,5 ul de cDNA e 7,5 ul de solu¢do mix formada por 2 ul de dgua para PCR
(esterilizada e filtrada), 5 pl de Master Mix e 0,5 ul de sonda propria para miRNA. Cada
amostra foi ensaiada em duplicata. Foram utilizadas placas de 96 pocos. O equipamento
utilizado foi 0 CFX96 Real-Time System- C1000 Touch Thermal Cycler.

3.4- Western Blotting

A analise da expressdo da proteina 17BHSD2 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 adi¢do de 500 pL de solucdo de lise (0,5% p/v de NP-40, 100mM de
Tris/HCI pH 8,0, 10% de glicerol, 0,2 mM de EDTA, 1mM de NaVO3, 1ImM 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 4°C (centrifuga Jouan, modelo BR4i), sendo o sobrenadante aliquotado.
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Para realizar a dosagem de proteinas 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 pocos, e consiste na adicdo de 2 pL de cada amostra a 200 pL do corante
diluido 5 vezes em agua destilada, em duplicatas. Paralelamente é realizado uma curva padréo
utilizando como solucgdo padrdo BSA 1mg/mL. Apds 5 minutos de incubacdo, a leitura € feita
em espectrofotdbmetro (Spectra Max 190, Molecular Devices) a 595 nm. A absorbancia das
amostras & comparada com a absorbancia da curva, com concentracdes variando de 0.063

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

Os extratos protéicos totais (50 pg) foram desnaturados, misturando-se a amostra com
tampao (10% SDS, 10% B-mercaptoetanol, 40% glicerol, 0.05% azul de bromofenol, 0.250M
Tris/HCI pH 6,8) e a mistura mantida a 100°c 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 p6 desnatado, lavadas com PBS-
Tween, e incubadas com o anticorpo de interesse, 17BHSD2 (cddigo sc-374150 Santa Cruz
Biotechnology, Inc.), a 4°C overnight. Ap6s nova lavagem com PBS/Tween e incubacéo
durante 1 hora a temperatura ambiente, com o anticorpo secundario ligado a peroxidase, as
membranas foram incubadas em solucdo reveladora ECL-Plus (GE Healthcare) e as bandas
imunorreativas foram visualizadas usando ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad

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

3.5- Imunohistoquimica

3.5.1- Incluséo e corte

As amostras de LE, EE e EC previamente fixadas em Histochoice® foram submetidas
a desidratacdo em concentragdes crescentes de etanol (-70 a 100%) e, em seguida,
diafinizados em xilol seguidos de inclusédo em parafina a 60° C. Foram obtidas sec¢bes de 4-5

um de espessura, os quais foram submetidos aos procedimentos de imunohistoquimica.

3.5.2- Protocolo
Cortes dos tecidos alvos incluidos em parafina foram colocados em laminas

silanizadas e submetidos a coloragdo imunohistoquimica para detec¢do da proteina 17HSD
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utilizando protocolo baseado em polimeros ndo 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 a recuperacdo antigénica em
solucdo tampao EDTA 0,01M pH 8,0, aquecidos em forno microondas por 5 minutos. Apos
esfriamento, os cortes foram lavados com PBS e, entdo, submetidos ao bloqueio de
peroxidase endégena em solugdo com o reagente peroxidase block seguido da incubacéo com
0 reagente protein block. Apds essa etapa de blogueio, os cortes foram incubados com o
anticorpo primario (sc-374150, Santa Cruz Biotechnology, diluido 1:100), overnight. Como
controle negativo, os cortes foram incubados apenas com PBS. Apds lavagens, foi realizada
incubacdo com o post-primary, seguido de incubacdo com o polymer (Spug/mL). A
imunomarcac¢do foi visualizada com a reagdo com 3,3’diaminobenzidina contendo 0,01% de
perdxido de hidrogénio em tampao do proprio Kit. Finalmente, os cortes foram contracorados

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

3.6- Analise estatistica

No presente estudo, a andlise da expressdo dos microRNAs foi realizada através da
comparagdo dos CTs (threshold cycles). Existe mais de uma maneira de interpretar os
resultados da RT-PCR, sendo a comparacgédo dos valores absolutos do CT uma delas. Quanto
maior o CT, menor a expressdao do gene de interesse no tecido analisado. Outra forma de
avaliacdo, é o método comparativo conhecido como 244, para o qual é necessario um gene
de controle interno (housekeeping gene) (Schmittgen, 2008). Como os candidatos a
housekeeping genes testados no nosso estudo ndo atingiram um padrdo estavel de expresséo, o
primeiro método foi o escolhido.

Apds o teste de distribuicdo de D'Agostino-Pearson indicar que os dados ndo seguiam
a distribuicdo normal, os resultados foram expressos como medianas e intervalos inter-quartil
e submetidos aos testes ndo paramétricos de Mann-Whitney (dois grupos) ou Kruskal-Wallis
seguido por teste de Dunn para comparagdes multiplas. Utilizou-se o programa estatistico
GraphPad Prism versdo 6.0. Calculo realizado a priori indicou que seriam necessarias no
minimo 8 amostras por grupo para alcancar o poder estatistico minimo de 80% na detecgéo de
diferengas inter-grupo da ordem de 1,5 desvio-padrdo com nivel de confianga de 95%
(Machin et al. 1997).
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IV- RESULTADOS

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

N&o foi encontrada diferenca na expressdio do miRNA has-miR-26b-5p entre o
endométrio eutdpico de pacientes com endometriose e as lesdes de endometriose peritoneal
superficial. De forma analoga, a expressdo do mMIRNA has-miR-124-3p também foi
semelhante entre EE e LE (Gréfico 1).
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Grafico 1: Expressdo dos miRNAS no endométrio eutdpico de pacientes com endometriose vs. lesdes
de endometriose peritoneal superficial (SUP). A esquerda do grafico, ndo se evidenciou diferenca na
expressdo do has-miR-26b-5p entre os grupos. A direita, também n&o houve diferenca da expresso do
has-miR-124-3p entre os dois grupos estudados.
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4.2- Analise da expressio do RNAm 17pHSD2 por RT-PCR

Em uma primeira analise, excluimos as amostras sob efeito recente de terapia
hormonal. A expressdo génica do 17BHSD2 em nivel de RNAm foi observada nos trés

grupos, ndo havendo diferenca estatisticamente significativa entre eles (Gréafico 2).
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Gréfico 2 - Expressdo de RNAm do 17BHSD2 em amostras sem influéncia de tratamento hormonal.

Uma segunda analise dos achados foi realizada, incluindo as amostras das pacientes
gue estavam sob uso de medicacdo hormonal (COC ou progestagénio isolado). Observamos o
mesmo padrdo notado anteriormente. Houve expressio do RNAm de 17BHSD2 tanto nas
lesBes, como nos endométrios eutdpicos pareados, ndo tendo sido observada diferenca entre
os dois grupos. A expressao nas amostras de endométrio de pacientes sem endometriose

também foi evidenciada, ndo havendo diferenca, quando comparada aos outros dois grupos

(Grafico 3).



40

1000
%e
100 - cee® O
e
g’ 10 * ®e g
@ . @ °®
£ ® @ —_———
S ] —es MWt N
B .. ..‘ .....'
(1 .... % .....
0.10 ¢ (I X X X 1]
Wi Control Eutopic Lesion
17BHSD2

Gréfico 3: Expressio do RNAm da 17BHSD2 por RT-PCR. (amostras com e sem tratamento
hormonal).

Uma terceira analise foi realizada para avaliar se, nas amostras sob influéncia de
progestagénios isolados, haveria alteracdo no padrdo da expressao de RNAm da enzima.
Novamente, foi constatada expressdo do RNAm nos 3 grupos: LE, EE e EC. N&o houve

diferenga estatisticamente significativa entre eles.
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Graéfico 4: Expressio de RNAm do 17BHSD2 em amostras de pacientes em uso de progestagénio
isolado.
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Por fim, realizamos uma avaliagcdo 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 progestagénio isolado. Novamente, verificamos a existéncia de
expressao do RNAmM em todos os subgrupos. O subgrupo de lesdes sob influéncia de
progestagénios isolados expressou mais RNAm de 17BHSD2 do que aquelas lesfes sob
influéncia de COC ou sem influéncia de terapia hormonal, sendo esta diferenca

estatisticamente significativa (p<0,05).
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Gréfico 5: Expressio de RNAm do 17BHSD2 nas lesdes, segundo exposi¢do hormonal. Foi
detectada expressdo aumentada no grupo de amostras sob influéncia de progestagénio isolado com
diferenca estatisticamente significativa em relagdo aos outros dois grupos (COC e auséncia de terapia
hormonal). *p<0,05.

4.3- Avaliagao da expressiao da proteina 17HSD2 por Western Blotting

Atraves da técnica de Western Blotting foi possivel observar a presenca da proteina
17BHSD2 em LE, EE e EC. O Gréafico 6 mostra a expressdo da proteina em comparagao com

0 controle beta-actina, nos 3 grupos estudados.
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Gréfico 6: Expressdo proteica do 17BHSD2 nas amostras de lesdes de endometriose, de endométrio
eutopico e endométrio de pacientes sem endometriose.

4.4- Avaliagdo da expressao da proteina 17HSD2 por imunohistoquimica

Ao todo, foram preparados 30 cortes para analise IMH. As imagens foram
cuidadosamente avaliadas e classificadas em trés categorias, conforme marcacdo do
anticorpo: 1) expressao de 17BHSD?2 ausente; 2) expressao de 17BHSD?2 leve; 3) expressdo de
17BHSD2 moderada. Os resultados sdo mostrados no Grafico 7. Nao foi possivel determinar
diferenga na frequéncia da expressao da 17BHSD2 nas lesdes, quando comparadas as

amostras de endométrio eutopico pareado.
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Grafico 7: Frequéncia de marcagdo da proteina 17BHSD2 nos diferentes tipos de lesdo, no
endométrio eutdpico e no endométrio controle.

Na Figura 6, exemplares de cortes estudados pela IMH demonstram a presenca da
proteina 17BHSD2 nos diferentes tipos de amostras. Além da constatacdo da expressao da
enzima em graus variados, tanto no endométrio eutdpico, quanto no ectopico, pdde-se ainda
avaliar uma marcagdo mais acentuada em epitélio glandular, embora também tenha sido

evidenciado em menor propor¢éo no estroma.
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Figura 6: Cortes de imunohistoquimica. A- Endométrio controle; B- Endométrio eutopico de paciente
com endometriose; C- Lesdo de endometriose de bexiga; D- Lesdo de endometriose de intestino; E-
Placenta: controle positivo; F- Placenta: controle negativo.
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V- DISCUSSAO

Nossos resultados mostraram ndo haver diferenca na expressao dos miRNAs has-miR-
26b-5p e has-miR-124-3p entre lesdes de endometriose e endométrio eutdpico de pacientes
com a doenga. Com isso, ndo pudemos comprovar que a interferéncia epigenética de miRNAs
possa justificar a auséncia da proteina 17BHSD2 na endometriose.

A ideia inicial do presente estudo, conforme anteriormente explanada, baseou-se no
estudo pioneiro de Zeitoun et al. (1998), que sugeriu auséncia da enzima 17BHSD2 nas lesoes
de endometriose, mas nao no endométrio eutdpico pareado. Levamos, ainda, em consideracdo
a possivel existéncia de expressdo do gene no nivel de RNAm. Estudando-se os miRNAs que
tém como alvo o 17BHSD2 (conhecidos até o momento), a nossa hipotese de bloqueio pos-
transcripcional do gene por excesso desses miRNAS nas lesdes endometrioticas 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 0S
miRNAs (Filigheddu et al. 2010). Estes moduladores da expressdo génica tém sido
identificados como atores em diversos processos patolégicos, incluindo as doencas
ginecoldgicas (Santamaria and Taylor 2014). A possibilidade de deteccdo dos mesmos em
fluidos corporais, como plasma, soro, urina e fluxo menstrual torna os miRNAs excelentes
candidatos a biomarcadores de doencas. O entendimento de como estas pequenas moléculas
atuam em patologias de dificil deteccdo e manejo, como a endometriose, € fundamental e traz
grande expectativa para o desenvolvimento futuro de ferramentas diagndsticas menos
invasivas e novas opcdes terapéuticas (Mari-Alexandre et al. 2016).

Estudos acerca do papel dos miRNAs na endometriose tém sido realizados nos ultimos
anos e é provavel que estes non-coding RNAs devam estar ligados a mais de um mecanismo
etiopatogénico da doenca, como: angiogénese, proliferacdo, morte e remodelamento celular
(Mari-Alexandre et al. 2016; Ohlsson Teague et al. 2009; Filigheddu et al. 2010; Teague,
Print and Hull 2010) . Em 2014, Braza-Boils et al. identificaram um padréo diferencial de
expressdao de miRNAs potencialmente relacionados a importantes fatores angiogénicos e
fibrinoliticos, ao comparar endometriomas e endométrio eutopico das mesmas pacientes
(Braza-Boils et al. 2014). Um outro trabalho, comparando endometriomas com endométrio
controle proliferativo, proveniente de mulheres com infertilidade ou cisto ovariano, encontrou

uma hiporregulacdo dos mMIRNAs hsa-miR-483-5p e hsa-miR-629 no grupo com
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endometriose, 0 que talvez possa estimular uma expressao exagerada de fatores de promocéo
de crescimento relacionados a inflamacao ( Laudanski et al. 2013).

Em nosso estudo, na analise dos miRNAS foram incluidas amostras
independentemente da fase do ciclo e da presenca ou ndo de tratamento hormonal com
progestogénios isolados ou associados com estrogénio. Apesar disso, notamos um padréo de
expressdo bastante estavel em ambos os miRNAs testados. Um estudo prévio, realizado em
2009, que analisou a assinatura dos miRNAs em tecidos ectopicos e eutdpicos 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-29¢ 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,
ndo foi notada diferenca significativa dos perfis de expressao nas diferentes fases do ciclo (
Ohlsson Teague et al. 2009).

Apesar destes achados, cabe pontuar que, sendo o endométrio um tecido responsivo
aos estimulos dos hormonios esteroides e sabendo-se que inUmeros genes tém sua expressao
variavel ao longo do ciclo menstrual, € muito provavel que concomitantemente as alteracdes
morfologicas e funcionais ciclicas do endométrio, os niveis de alguns miRNAs também
variem (Munro et al. 2010). Kuokkanen et. al, em 2010, utilizando tecnologia de microarray
e analise por bioinformatica, propuseram identificar miRNAs potencialmente envolvidos na
regulacdo do endométrio normal por E2 e P4. Ao avaliarem o padrdo de expressdo de RNAmM
e miRNA de forma simultanea, 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 regulacdo
epigenética ao longo do ciclo menstrual é ainda muito pouco conhecida (Munro et al. 2010).

A anélise dos miRNAs tem como grande obstaculo a dificuldade em estabelecer um
gene de controle que possibilite uma analise mais rica de seus achados (Zampetaki and Mayr
2012). A testagem de multiplos candidatos a housekeeping genes gera importantes limitagdes
financeiras e de tempo. No nosso trabalho, foram testadas 4 opgdes de possiveis controles,
escolhidos apos busca da literatura, porém nenhum se mostrou adequado.

Até onde temos conhecimento, o presente trabalho foi o primeiro a testar miRNAs
relacionados a expressao génica do 17BHSD2 na endometriose. Apesar do achado negativo no
gue tange a proposta inicial deste estudo, consideramos que o conhecimento obtido através da

presente analise 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
hipétese tenha nos levado a priorizar a avaliagdo dos miRNAs nas lesdes e no endometrio
eutopico de pacientes com endometriose, a avaliacdo de endométrios de mulheres saudaveis
deve ser incluida em avaliacdes futuras. Por fim, faz-se necessaria a realizacdo de estudos
adicionais que consigam definir um housekeeping gene universal para a analise do miRNAs
no endométrio.

Havendo finalizado a avaliacdo dos miRNAs, passamos a um segundo momento do
nosso trabalho. A partir de cuidadosa revisdo da literatura, notamos que: 1) a teoria da
deficiéncia da enzima 17BHSD2 na endometriose ¢ entendida pela maioria dos estudos de
revisdo como a mais aceita e o estudo de Zeitoun et al., publicado em 1998, segue sendo o
mais utilizado como principal referéncia para o assunto; 2) Estudos posteriores mostraram
resultados variados: alguns confirmaram uma tendéncia a menor expressdéo de RNAm da
17BHSD2 nas lesbes do que no controle, enquanto outros mostraram resultado inverso; 3)
Poucos estudos analisaram a expressdo do gene 17BHSD2 em nivel proteico e, quando
testado, foi utilizada a técnica de imunohistoquimica.

A partir dai, percebemos que restam indmeras lacunas no entendimento da expressao
da 17BHSD2 na endometriose. Propusemos, entdo, a realizacdo de novos experimentos para
ampliar o entendimento da expressdo 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., ndo pudemos comprovar, através dos nossos achados, a
auséncia da enzima nas LE. Pelo contrério, identificamos a expressdo génica de 17pHSD2
tanto em nivel de RNAm quanto em nivel protéico.

Assim como nos, Smuc et al., em 2007 observaram niveis semelhantes de RNAm ao
comparar endometriose ovariana e endométrio controle (Tina Smuc et al. 2007). No mesmo
ano, Carneiro et al., utilizando apenas amostras na fase proliferativa do ciclo, detectaram
niveis aumentados de RNAmM de 17BHSD2 em lesdes de peritdnio e ovario comparadas ao
endometrio de controles. Este ultimo estudo ainda visualizou a presenga da proteina por
imunohistoquimica no epitélio glandular endometrial dos tecidos ectdpico e eutopico de
pacientes com endometriose. J& no grupo controle, a proteina foi quase indetectavel. Diante
destes achados, os autores sugeriram que nas pacientes com endometriose ndo haveria um
downregulation adequado da enzima 17BHSD2 na fase proliferativa, como é visto no
endomeétrio normal (Carneiro et al. 2007).

Outros estudos ja haviam mostrado que no endométrio saudavel a enzima 17BHSD2

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 estimulo para
aumento da expressdo da enzima no epitélio glandular (Casey, MacDonald, and Andersson
1994; Dassen et al. 2007; Cheng et al. 2007). No estudo de Zeitoun, os autores néo
encontraram diferenca na expressdo dos receptores de P4 e estrogénio ao longo do ciclo.
Portanto, sugeriram que a auséncia da 17pHSD2 nas lesdes ndo poderia ser explicada pela
baixa expressdo dos receptores de P4 local, mas sim pela resisténcia & agdo do hormonio
(Zeitoun et al. 1998).

Matsuzaki et al. analisaram amostras de endometriose profunda obtidas por
microdisseccdo a laser. Os controles eram mulheres férteis, submetidas a ligadura ou reversado
tubaria. A expressdao de RNAm de 17BHSD2 foi detectada em células epiteliais de quase
todas as amostras de endométrio eutopico de pacientes com endometriose e dos controles,
tanto na fase proliferativa como secretora. Os transcritos foram identificados em 50% das
lesbes, sem diferenca quanto as 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 expressdo de RNAm nas LE em
relacdo ao EE, na fase proliferativa (Matsuzaki, Canis, Pouly, Botchorishvili, et al. 2006).

Como podemos perceber, os estudos séo bastante heterogéneos em seus achados e
metodologias. Ndo fica claro se na endometriose a expressdo da enzima seria influenciada
pelas fases do ciclo, assim como parece ocorrer no endométrio normal. Talvez um
downregulation da enzima ocorra apenas em tipos especificos de lesdes. Fazendo uma
analogia com a aromatase, cuja expressdo aberrante parece ocorrer de forma diversa nos
diferentes tipos de endometriose, é possivel que o microambiente de cada tipo de lesdo tenha
um padrdo proprio de expressdo génica das enzimas responsaveis pela conversdo de
precursores em estrogénios (Heilier et al. 2006).

Importante ressaltar que utilizamos, dentro da nossa coorte de amostras disponivel
para analise, espécimes provenientes de pacientes com e sem exposicdo a terapia hormonal.
Nos ultimos anos, o tratamento da endometriose tem sofrido uma quebra de paradigmas e
temos tido cada vez mais liberalidade em, havendo forte suspeita clinica da doenca e,
mediante achados em exames de imagem (ex.: ultrassonografia com preparo intestinal)
realizados por profissionais com ampla expertise, instituir os tratamentos hormonais
empiricos com progestagenos isolados, COC e analogos do GnRH. Desta forma, a grande
maioria das pacientes com indicagdo cirurgica para tratamento da endometriose atualmente,

encontra-se em uso de alguma terapia hormonal.
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Obviamente, a obtencdo de amostras de lesdo e endométrio eutopico de pacientes reais
para a realizacdo de estudos cientificos torna-se um desafio cada vez maior, visto o
compromisso ético de ndo prejudicar a paciente em seu tratamento medicamentoso, sendo
inaceitavel a suspensao da medicacdo sem que haja indicacéo clinica para tanto.

Por um lado, o uso de COC ou progestogénio isolado em muitas das pacientes da
nossa populacdo de estudo, embora justificavel, poderia ser interpretado como uma limitacéo
do presente trabalho, ja que realizamos a analise de uma enzima ligada a catalisacdo de
esteroides hormonais. Portanto, nossos resultados devem sempre ser analisados e
interpretados levando-se este dado em consideragdo. Por outro lado, a observacdo do
comportamento da expressao génica da 17BHSD2 sob os diversos estimulos hormonais, bem
como na auséncia de tais estimulos, traz um panorama muito rico de informacdes que
ajudardo a compreender a complexidade dos mecanismos envolvidos, indo além do gue ja foi
testado e inferido até o momento.

Dassen et al. expuseram amostras de endométrio normal a trés tipos de tratamento: E2
isolado; P4 (progesterona) isolada; E2+P4. Tanto a associacdo E2+ P4 quanto a P4 isolada
foram capazes de aumentar a transcrigdo génica do 17BHSD2 das células endometriais nas
fases menstrual e proliferativa tardia, sendo que houve um aumento maior na fase
proliferativa quando comparado a fase menstrual. Mas ndo houve confirmacdo dos achados
em nivel de proteina (Dassen et al. 2007). Em nosso estudo, percebemos um aumento dos
transcritos da 17BHSD2 nas lesdes de endometriose que estavam sob efeito de progestagenos
isolados. Curiosamente, 0 mesmo ndo foi notado na presenca de associacdo com estrogénio
(grupo em uso de COC).

Ja Kitawaki et al. em 2000, observaram em cultivos celulares que a presenca de
progestinicos resultou na estimulacdo de 17pHSD?2, via receptores de P4, em endométrios
com doencas estrogénio-dependentes (endometriose, adenomiose e leiomiomatose), mas nao
no endométrio livre de doenga. Com isso, eles sugeriram que o paradigma visto em estudos
anteriores, de aumento da 17BHSD2 na fase secretora, se restringiria a endométrios doentes
(Kitawaki et al. 2000). A obtencdo de controles saudaveis € um desafio nos estudos
experimentais sobre endometriose e muitas vezes sdo utilizadas amostras de pacientes com
outras patologias que poderiam talvez influenciar o ambiente endometrial (infertilidade,
leiomiomatose uterina, polipos endometriais). Além disso, mesmo nas pacientes consideradas
“saudaveis”, uma exclusdo absoluta de quadros leves e assintomaticos de endometriose é
pouco provavel. Assim, este possivel viés deve ser levado em consideragdo a analise do nosso

e de outros estudos anteriores.
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Segundo os achados de Kitawaki, e 0s nossos préprios resultados, verificamos que
houve uma aumento de expressdo da 17BHSD2 nas lesfes de endometriose que tiveram
influéncia da progesterona (no nosso caso, apenas com o horménio isolado) (Kitawaki et al.
2000). Estes achados vao de encontro a ideia de que a resisténcia a progesterona vista na
endometriose bloquearia a expressdo da enzima. Mas acreditamos que 0 processo de
resisténcia a progesterona na doenca nao dependa de apenas um mecanismo, sendo bastante

plausivel a participacdo de outros genes e, quicd, a influéncia de microRNAs (Lessey 2010).

VI- CONCLUSOES

Concluimos, diante de todos os dados apresentados, que ndo é possivel sustentar a
teoria de auséncia de expressdo da 17BHSD2 nas lesdes de endometriose. Visto a
complexidade da matéria, concluimos que, caso exista um dowregulation da proteina no
tecido ectopico, este achado ndo deve ser considerado um evento universal. Possivelmente a
regulacdo de sua expressdo dependa de muitos outros fatores. O comportamento da enzima
nos diferentes tipos de lesdo, em diferentes fases do ciclo e sob diversos estimulos hormonais,
ainda devera ser mais bem explorado em estudos futuros.

Apesar de ndo termos conseguido demonstrar a influéncia dos miRNAs estudados na
expressao da 17BHSD2, acreditamos que os non-coding RNAs sejam pecas fundamentais na
regulacao esteroide do ambiente endometrial. O reconhecimento de potenciais disturbios na
expressao dos miRNAs na endometriose € necessario e podera contribuir para o entendimento

e manejo da doenca no futuro.
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