1 - INTRODUCAO

Endometriose € o termo que define a presenca de tecido glandular e/ou
estroma endometrial funcionante fora do Utero (1,2,3). E uma afeccdo
benigna, progressiva e dependente de estrogeno que acomete 2 a 18% das
mulheres da populacéo geral e 5 a 50% das mulheres com dor pélvica cronica
el/ou infertilidade (4).

A endometriose tem como manifestacdes clinicas mais frequentes: dor
pélvica, dismenorréia, dispareunia e infertiidade. Podem estar presentes
sintomas associados aos sitios acometidos, como por exemplo, a presenca

de hematoquesia, tenesmo e diarréia em casos de acometimento intestinal

(5).

Os locais afetados com maior freqiéncia sdo os o6rgaos pélvicos e o
peritdnio, podendo ser encontrada em sitios mais distantes. A extensdo da
doenca varia de lesdes pequenas presentes nos 6rgaos peélvicos ou peritdnio
a grandes cistos endometridticos no ovario (endometriomas) e/ou presenca
de fibrose e aderéncias extensas causando distorcdo da anatomia pélvica (5).
As lesdes endometridticas podem se apresentar como um achado cirdrgico
casual em mulheres assintométicas ou associadas ao conjunto de sinais e

sintomas descritos anteriormente.

Apesar da alta prevaléncia da endometriose e da sua primeira descri¢cao
ter sido feita h&a trés quartos de século (Sampson,1927), o conhecimento

sobre a etiologia e fisiopatologia da mesma € incerto (1) .

Com relagéo a etiopatogenia, trés teorias principais tém sido propostas
para o desenvolvimento do tecido endometrial: (1) metaplasia celdémica; (2)

remanescentes mullerianos e (3) implante de células endometriais advindas



de fluxo menstrual retrogrado (2,3,6,7).

A teoria da metaplasia celémica foi introduzida por Meyer no inicio do
século vinte. Baseia-se no principio de que estimulos como infeccdo e
alteracdes hormonais podem desencadear metaplasia nos 6érgdos derivados

do epitélio celdmico o que poderia resultar em endometriose (8).

A teoria dos remanescentes mullerianos sugere que sob estimulos
especificos os mesmos poderiam se diferenciar em tecido endometrial. Esta
teoria se justifica nos casos raros de endometriose em homens ou em sitios
distantes (8).

A teoria da menstruacdo retrograda € também descrita como teoria da
implantagdo ou de Sampson. Esta propfe que o tecido endometrial viavel
reflui através das trompas uterinas durante a menstruacdo e se implanta no

peritdnio ou érgaos pélvicos (8).

A teoria da menstruacdo retroégrada, apesar de bem embasada por
diversos estudos, ndo responde a algumas questdes essenciais, quais sejam:
(1) por que somente 10 a 15% das mulheres da populacdo apresentam a
endometriose se 100% delas tém fluxo retrogrado durante a menstruacao? (2)

Por que existe diferenca entre os graus de apresentacao da doenca?(2).

Apés a disseminacdo das células na cavidade peritoneal, para que a
endometriose progrida, devem ocorrer 0s seguintes estagios: adesao,
protedlise, proliferacdo, angiogénese e cicatrizagdo. Para tanto, Vinatier
(2001) sugeriu que além da presenca das células endometriais ectépicas,
outros fatores devem estar associados ao desenvolvimento da endometriose.
Possiveis alteracbes nos implantes de endométrio ectopico seriam
responsaveis pelo aumento da resisténcia a defesa peritoneal local. Além

disso, a existéncia de anormalidades na imunidade celular e humoral nas



pacientes com endometriose poderia estar associada ao aumento na
receptividade do mesotélio peritoneal, hiperatividade dos macréfagos e

alteracdo na funcao das células “natural killer” (1, 2,9,10).

Em pacientes portadoras de endometriose encontram-se alteragbes no
endométrio, também observadas nos implantes ectdpicos. Uma vez que estas
modificacbes ndo sdo encontradas no endométrio de pacientes sem a
doenca, € sugerido que o defeito primario da endometriose possa estar
presente no endométrio eutdpico (10,11,12,13). Uma das alteracbes
evidenciadas tanto nos implantes ectdpicos quanto no endométrio eutdpico de

pacientes com endometriose é a alteragdo na regulacéo da apoptose (5,14).

A apoptose € um processo fundamental para a homeostase tecidual (15).
E determinada por eventos bioquimicos e morfolégicos que resultam em

eficiente eliminacdo de células sem a inducéo de processo inflamatério (1).

O desequilibrio do processo de morte celular via apoptose pode estar
relacionado com vérias entidades nosoldgicas. Quando em excesso resulta
em imunossupressao (ex: AIDS, Doenca de Alzheimer e Parkinson). Por ouro
lado, a deficiéncia da apoptose € responsavel por alteracbes como as
neoplasias.

A apoptose é controlada pela expressdo de alguns genes reguladores
como o c-myc, p53 e apo-1/fas. Entretanto, um dos avangos mais importantes
na compreensao da apoptose advém da familia de oncogenes bcl-2 (4). As
proteinas Bcl-2, Bcl-x longo e Bcl-w inibem a apoptose; enquanto Bax , Bcl-x
curto, Bak e Bad estimulam a apoptose (16). Oltvai e Korsmeyer (1993)
demonstraram que a relacdo entre a expressédo do bcl-2 e do bax é fator

determinante para a susceptibilidade celular & apoptose (2).

Ha indicios de que a deficiéncia da apoptose esteja envolvida com a maior



sobrevivéncia das células endometriais presentes na cavidade abdominal
apos refluxo menstrual. Um possivel responséavel pelo aumento da sobrevida
dessas ceélulas seria 0 aumento da expressdo de algum membro anti-
apoptatico da familia de proteinas Bcl-2 (1,4,13,15,16,17,18,19).

A endometriose é uma doenca de significativa prevaléncia e que altera
consideravelmente a qualidade de vida das mulheres acometidas. Porém, sua
patogénese permanece obscura. O presente estudo tem como propésito
avaliar a importancia da inibicdo da morte celular via apoptose na patogenia

da endometriose.



2 — LITERATURA CONSULTADA

2.1 DIAGNOSTICO DA ENDOMETRIOSE

Estabelecer o diagndstico de endometriose com base apenas na presenca
dos sintomas é dificil, pois a apresentacéo clinica da doenca é variavel e os
sintomas podem estar presentes também em outras condi¢8es clinicas como,
por exemplo, a doenca inflamatéria pélvica, sindrome do intestino irritavel e

cistite intersticial (5).

Os achados do exame fisico das pacientes de endometriose variam
segundo o estadiamento e a localizagcdo predominante. Em pacientes com
endometriose minima ou leve pode ndo ocorrer nenhuma alteracéo.
Entretanto, em estagios mais avancados podem ser identificados sinais
sugestivos de endometriose como: dor pélvica a palpacdo abdominal,
retroversdo fixa do utero, dor a palpacdo dos ligamentos uterosacros,
presenca de nodulos palpaveis no fundo de saco de Douglas e o achado de

lesBes no colo uterino ou parede vaginal (5).

A dosagem do CA125 plasmatica pode estar elevada nas pacientes
portadoras de endometriose, mas € inespecifica e seu uso ndo é sugerido
como ferramenta diagnostica. A ultrassonografia tem importancia na
identificacdo de endometriomas ovarianos e na pesquisa de envolvimento
vesical e retal. A ressonancia magnética apresenta resultados superiores aos

da ultrassonografia, ndo sendo indicada na rotina (5).

A inspecédo da pelve através da laparoscopia € considerada, atualmente, o
padrdo ouro na investigacdo da endometriose, pela Sociedade Européia de

Reprodugdo Humana e Embriologia - ESHRE (5).



No procedimento cirargico consideram-se como tipicas as lesdes negras
ou azuladas, resultantes de sangramento e retencdo de pigmentos e restos
celulares intraluminais. Sao classificadas como lesdes atipicas: aquelas de
coloracado avermelhada em forma de chama de vela ou vesicular; as lesdes
brancas e o0s defeitos peritoneais. Esses tipos de lesdo representam

diferentes estagios de desenvolvimento e atividade do implante (20).

As lesdes vermelhas sdo excrescéncias glandulares e, provavelmente,
constituem o primeiro estagio de implantacdo do tecido endometrial, com
vascularizacdo e proliferacdo celular intensa sendo consideradas lesdes

jovens e ativas (Figura 1) (20).

O sangramento e crescimento deste tecido desencadeiam processo
inflamatorio ao redor da lesédo, formando cicatriz de coloracdo escura sendo

entdo denominada como leséao negra (20).

A seguir, a fibrose e reducdo da vascularizacdo deixam a lesdo opaca,
com aspecto cicatricial a qual € denominada lesdo branca. Tal lesédo é
considerada estagio latente da endometriose, provavelmente em fase inativa
(20).

No exame histopatologico podem ser identificadas a presenca de tecido
epitelial glandular, estroma endometrial, fibrose com hemorragia e,
eventualmente, tecido muscular liso em material obtido de coleta de amostra
durante a cirurgia ginecoldgica. O resultado negativo ndo exclui a presenca da

doenca (5).
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Figura 01 - Hip6tese da evolucao das lesdes adaptado de Donnez (2003).



2.2 PATOGENIA E O PAPEL DA APOPTOSE

A presencga de células endometriais na cavidade abdominal é condicéo
necesséria, mas insuficiente para explicar o desenvolvimento da
endometriose. Considera-se que mudancas na concentracdo hormonal e
alteracbes na imunidade local possam contribuir para o desenvolvimento e

manutencéo da doenca (3,8,13) .

A estimulagdo estrogénica tem papel fundamental na patogénese da
endometriose. Os niveis seéricos de estrogénio das mulheres portadoras de
endometriose ndo diferem daqueles apresentados por pacientes sem a
doencga, entretanto ha aumento na concentracdo local deste hormonio nas
portadoras da doenca (3). Sugere-se que este aumento se deva a uma
expressao patoldégica da aromatase P450 — responsavel pela conversdo da
androstenediona em estradiol. H& também uma expressdo deficiente da
17beta hidroxiesteroide 2, enzima cuja funcdo se associa a inativagdo do
estradiol. Associado ao aumento da concentragédo local de estradiol, tem-se
um aumento na concentracdo da ciclooxigenase-2. Esta é responsavel pelo
aumento da resposta inflamatéria, e consequentemente pelos sintomas de
dor e dismenorréia (2,3,8,21,22).

O papel das anormalidades imunologicas no desenvolvimento e
persisténcia da endometriose € complexo. Nao € claro se ha apenas uma
predisposi¢do imunolégica ou se ha combinagcdo entre esta e a inducéo de
resposta imune deficiente pela presenca do implante. Demonstrou-se que
ocorre diminuicdo da acdo das células natural killer contra as células
endometriais provavelmente pelo aumento da expressédo da forma soltuvel da
molécula de adesdao intercelular (SICAM-1). Outra alteracdo descrita envolve a
hiperexpressdo do FasL no tecido endometridtico, que determina a inducdo

da apoptose nas células imunes FasL positivas (2,21).



O conteudo celular do fluido peritoneal advém da superficie dos o0rgaos
pélvicos e populacdes de células imunes. Em mulheres com endometriose, ha
no fluido peritoneal e nas lesdes endometridticas, maior concentracdo de
macrofagos ativados, fatores de crescimento e citocinas como as IL6, IL8 e
TNF alfa. A IL6 induz a secrecdo de varias outras citocinas e promove a
ativacdo das ceélulas imunes. A IL8 determina a adesdo endometrial na matriz
extracelular e promove o crescimento do implante. J4 o TNF alfa € a citocina
com maior importancia na endometriose — seus niveis estdo diretamente
relacionados a gravidade da doenca. Sugere-se também, que nos implantes
endometridticos, encontre-se aumentada a concentracdo de VEGF,
responsavel pela formacdo dos novos vasos sanguineos para suprimento da
leséo (8,23).

Além das alteracdes acima descritas, evidencia-se alteracdo na regulagao
da apoptose nos implantes de endométrio ectopico e no endomeétrio eutdpico

de pacientes com endometriose (8,14).

A apoptose é um tipo de morte celular ativa cujo funcionamento necessita
de energia, sintese e degradacdo protéica (24). A apoptose participa do
desenvolvimento embrionario e na organogénese, na renovacdo de células
epiteliais, na involugédo ciclica dos 6rgdos reprodutivos na senilidade, na
hipotrofia induzida pela remocéo de fatores de crescimento ou de hormonios,

na involugdo de alguns 6rgaos e ainda na regresséo de tumores (25).

A apoptose € um processo rapido, que se completa em torno de 3 horas e
assincronico. Assim varios estagios de apoptose podem ser observados no
mesmo tecido num determinado momento. E considerado um tipo de morte
celular desejavel programada e seletiva, que envolve células isoladas sendo

regulada intrinseca e extrinsecamente (25)



O processo de apoptose pode ser dividido em quatro fases distintas. A
primeira fase envolve a ativacdo de moléculas regulatérias que tém
participacdo no estimulo inicial. Esse estimulo transmite sinais de estresse
celular para as mitocondrias que, dependendo da intensidade, podem

sinalizar a ativacdo da apoptose (Figura 2).
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FIGURA 02 Sequéncia de eventos na apoptose. (esquema cedido por Moro, 2009).

A fase efetora ou de execucdo da apoptose ocorre a seguir, com a
10



ativacdo de cascatas enzimaticas que culminam com a fragmentacdo do
genoma, do nucleo e da célula, formando os corpos apoptéticos. Finalmente,

h& o reconhecimento e eliminagdo dos corpos apoptoticos resultantes (1).

Com relacéo a inducéo, uma variedade de estimulos, como a privacao de
fatores de crescimento, uso de glicocorticoides, danos no DNA, exposicao a
radiacdo ionizante, tratamentos utilizando drogas quimioterapicas e/ou

estresse podem induzir apoptose (1).

Na via extrinseca ocorre sinalizagdo entre 0 meio extra e intracelular
através de receptores da superficie celular, através do Fas que recebe a
ligacdo de moléculas ligantes (Fas L) produzidos por células do sistema imune
e pela ativacdo da superfamilia dos receptores do fator de necrose tumoral
(TNF R1, TNF R2) e dos receptores do ligante indutor da apoptose
relacionado ao TNF (TRAIL R1, TRAIL R2). Apés esta sinalizacdo ha ativacao
de enzimas intracelulares, como as caspases iniciadoras (caspase 8 e 10),
que encontravam-se inativas. Estas enzimas ativam as caspases executoras
(caspase 3, 6 e 7) que destroem estruturas celulares culminando com a morte
celular. Todos o0s eventos bioquimicos ocorrem de forma dinamica e

simultanea (26).

Na via intrinseca da apoptose, uma organela de grande importancia, € a
mitocondria, que apdés recebidos os sinais de morte, aumenta a
permeabilidade ao citocromo ¢ por mecanismos ainda desconhecidos. Este
fator localiza-se no espaco entre a membrana interna e externa da
mitocdndria, é liberado para o citoplasma e liga-se ao Apaf-1 que ativa a
caspase 9 . Outro mecanismo via mitocondria se da através da ativacédo do
fator indutor de apoptose (AIF). Este fator localiza-se no espago entre a
membrana interna e externa da mitocondria, sendo liberado dessa organela
apos estimulo de morte celular. Ele age independente das caspases, pois se

desloca a partir da mitocdndria, passa pelo citoplasma e alcanca o nucleo,
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onde interage com o DNA, causando a condensacéo e a fragmentacédo deste
a partir da ativacdo das endonucleases. Dessa forma, a permeabilizagdo da
membrana mitocondrial determina uma cascata de eventos subsequentes que
resultam em morte celular. Este evento € controlado principalmente por

proteinas membro da familia Bcl-2 (26).

Grande parte do avanco no entendimento dos eventos intracelulares
reguladores da susceptibilidade celular da apoptose foi proporcionado pela
identificacdo de alguns genes e suas proteinas como os da familia bcl-2: B-

cell lymphoma/leucemia 2 gene (24).

O bcl-2 localiza-se no cromossomo 18 € um proto-oncogene inibidor da
apoptose, é a molécula melhor caracterizada do mecanismo de apoptose e €
considerada um repressor da morte celular. Este gene codifica uma proteina
mitocondrial, localizada no envelope nuclear, reticulo endoplasmatico e
membrana mitocondrial externa, de varios tecidos normais e neoplasicos, com
excecdo de tecido muscular e hepético (1,18). Atualmente ja foram descritos
pelo menos 10 genes pertencentes a familia bcl-2. Com base na sua funcéo
podemos dividi-los em dois grupos: os inibidores da apoptose bcl-2, bcl-x
“long”, bcl-w e mcl -1 e os indutores da apoptose como o bax, bcl-x “short”,
bak e bad (26). Os membros da familia Bcl-2 s&o capazes de interagir através
de associacdo homodimérica e heterodimérica; ou seja, a susceptibilidade de
uma ceélula a um estimulo apoptotico € determinada pela proporcéo de
membros pré-apoptoéticos e anti-apoptéticos presentes nas células naquele
momento. (16)

McLaren et al (1997) ao investigar a relacdo entre Bcl-X /Bax no
endométrio observaram que essas proteinas sdo encontrados
predominantemente nas células epiteliais glandulares e que a expressao do

Bcl-2 € mais intensa na fase proliferativa do ciclo menstrual (27).
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A expressao do Bcl-2 predomina no citoplasma das células glandulares da
camada basal do endométrio e atinge seu pico no fim da fase folicular,
praticamente desaparecendo na fase secretora. O estroma e suas artérias
também apresentam variacdes ciclicas na expressao do bcl-2, ao contrario do

endométrio ectdpico (28,29).

Hopwood et al (1976) realizaram o primeiro estudo sobre a apoptose no
endométrio humano e identificaram alteragcdes morfologicas caracteristicas da
apoptose no endométrio variando de acordo com a fase do ciclo menstrual.
Concluiram que h& uma consideravel perda de tecido epitelial glandular com
formacdo de corpos apoptéticos nas fases secretora tardia, pré-menstrual e
menstrual, entretanto esta ocorreu também, em menor extensdo, na fase

proliferativa (30).

A microscopia Optica, as células apoptéticas s&o retraidas (tipicamente
circundadas por um halo claro), possuem citoplasma acidofilo. Os nucleos
sofrem retracdo e a cromatina se condensa em massas densas, inclusive
adjacentes a membrana nuclear, conferindo um aspecto de crescente. As
organelas tornam-se compactas, permanecendo estruturalmente intactas e
formam-se digitacdes (zeioses) na superficie da membrana plasmatica. No
decorrer do processo, ha fragmentacdo nuclear e a formacdo de corpos
apoptaticos. Os corpos apoptéticos sdo fagocitados pelas células adjacentes
num processo denominado canibalismo celular. Este fenbmeno ocorre na

auséncia de inflamacéo (18,25,29).

Vérias alteragdes bioquimicas podem ser observadas quando a célula
entra em apoptose e muitas delas tém sido utilizadas para detectar esse tipo
de morte celular. Entre essas, ressalta-se a clivagem do DNA gendémico em
fragmentos multiplos de 180 — 200 pares de bases, que € um quadro tipico de
processo de apoptose em varios sistemas celulares. Na apoptose, como

consequUéncia da atividade de endonucleases, o DNA sofre fragmentacao
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internucleosémica, sem nenhuma especificidade de sequéncia, porém mais
intensamente na cromatina em configuracdo aberta. Essa fragmentacdo
caracteristica do genoma é facilmente vista laboratorialmente pela
eletroforese de DNA em gel de agarose, produzindo o classico padrdo em
escada (25).

Todavia, esse método ndo prové informacdo sobre a localizagédo
histol6gica das células em apoptose. Esse problema pode ser solucionado
marcando in situ as extremidade 3’- OH do DNA fragmentado. Para tanto,
utiliza-se a enzima transferase terminal de doxinucleotideo — Tdt, que
incorpora nucleotideos marcados as extremidades livres do genoma com

transferase terminal de doxinucleotideo (25).

Meresman et al (2000) avaliaram e compararam a apoptose e expressao
do Bcl-2 e Bax no endométrio eutépico de 14 pacientes com endometriose e
16 pacientes sem a doenca. Observou-se que a apoptose no endométrio
eutopico foi menos frequente nas pacientes com endometriose quando
comparada ao grupo controle — independente da fase do ciclo menstrual.
Houve aumento na expressdo da proteina Bcl-2 na fase proliferativa do ciclo
menstrual de mulheres com endometriose. A expressdo do Bax s6 ocorreu
na fase secretora. Concluiram que as mulheres com endometriose
apresentam menor niumero de células apoptoticas no tecido topico e que a
sobrevida anormal destas células pode resultar em seu crescimento em

localizagBes ectopicas (15).

Analisando a apoptose no endométrio eutdpico de 52 pacientes
portadoras de endometriose e 73 pacientes sem a doenca, durante a fase
secretora do ciclo menstrual, Szymanowiski (2007) concluiu que o indice
apoptotico nas glandulas e estroma das pacientes sem a doenca foi superior
aquele observado nas portadoras da endometriose. Foi realizada dosagem de

progesterona em ambos 0s grupos e nao houve correlacdo entre os niveis
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do hormdnio e a apoptose (19).

Ao se comparar o tecido endometrial eutépico de pacientes sem
endometriose com o0s implantes ectopicos de pacientes com endometriose,
observa-se que h& menor incidéncia de apoptose nas pacientes com a
doenca (31).

Gebel and cols (1998) realizaram um estudo que incluiu 20 mulheres,
sendo 10 delas portadoras de endometriose e 10 do grupo controle, nas quais
foi avaliada a apoptose espontanea no endométrio eutdpico e nos implantes
de pacientes portadoras e no endomeétrio eutdpico das pacientes do grupo
controle. Foram incluidas pacientes submetidas a videolaparoscopia que
apresentavam implantes endometriais exofiticos, das quais os fragmentos de
endométrio foram obtidos através do uso da cureta de Novak. A analise da
apoptose foi realizada com o kit de detecgdo de morte celular baseado em
ELISA. Como resultado, observou-se que a apoptose foi menos freqiente nas
pacientes portadoras de endometriose que nas pacientes sem a doenca. Essa
relacdo se manteve mesmo apos a estratificacdo da fase do ciclo menstrual.
Assim sendo, com base nos resultados os autores afirmam que ha uma
diminuicdo da susceptibilidade do endométrio a apoptose que pode contribuir

para a etiologia ou patogénese da endometriose (31).

Dmowski (2001) analisou o endométrio topico e implantes ectdpicos de 11
pacientes portadoras de endometriose e comparou com o endométrio topico
de 6 pacientes sem a doenca. Demonstrou que a apoptose dos implantes
ectopicos foi significativamente menor que a encontrada no endométrio topico
do grupo controle. Nao houve diferenca significativa da apoptose entre os

estagios da doenca (12).

Béliard (2004) ao comparar a apoptose entre os implantes ectdpicos e

endométrio eutdpico de pacientes ndo portadoras observou que os implantes
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ectdpicos apresentaram maior expressao do Bcl-2 e menor indice apoptotico.
N&o foi identificada diferenca do indice apoptotico e expressao do bcl-2 entre

as fases do ciclo menstrual (32).

Jones et al (1998) selecionaram 30 pacientes com diagndstico de
endometriose e 30 pacientes sem a doenca e avaliaram a expressao do bcl-2
e a apoptose no endométrio tdpico destas pacientes e compararam com 0S
implantes de endométrio ectépico. As células apoptéticas foram detectadas
utilizando a técnica do TUNEL e a expressao do bcl-2 foi demonstrada com
utilizacdo de imunoistoquimica. Foi evidenciado que as células apoptoéticas
eram raras no tecido endometrial do grupo controle e n&do foi identificada
diferenca entre esse grupo e os implantes de endométrio ectépico do grupo
de pacientes com endometriose. A expressao do bcl-2 encontrava-se
aumentada na fase secretora tardia do endométrio de pacientes com

endometriose p<0.05(18).

McLaren et al (1997), analisaram o endométrio tdpico e implantes
ectopicos de 10 pacientes portadoras de endometriose e 0 endométrio de 10
pacientes sem a doenca para investigacdo da expressao do bcl-2 e bax. A
obtencdo da amostra do endométrio foi realizada através da dilatagéo do colo
uterino com Vela de Hegar numero 8 e posterior curetagem. Foi observada
maior expressdo do bcl-2 nas pacientes com endometriose. A expressao do
bax foi evidenciada em ambas as fases, sugerindo que a sua expressao nao

seja controlada por estimulo hormonal (4).

Braun et al (2007), ao analisar quantitativamente a expressao dos genes
bcl-2 e bcl-x longo e bcl-x curto, p53 em 10 pacientes portadoras de
endometriose e 6 sem a doencga, identificou nas mulheres com a doencga um
aumento da expressdo do gene antiapoptético bcl-x longo. Nao houve

diferenca estatisticamente significante na expressao do bcl -2 (33).
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3 - OBJETIVO:

Determinar o indice apoptotico e a expressdo da proteina bcl-2 em
implantes de endométrio ectdpico de pacientes portadoras de endometriose e
comparar com os indices encontrados nas amostras de endométrio topico das

pacientes sem endometriose.
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4 — PACIENTES E METODOS

No periodo de Marco de 2007 a Janeiro de 2008, foram selecionadas para
o estudo 19 mulheres, que apds assinatura de consentimento informado
(Anexo 1) foram divididas em dois grupos: (a) grupo de casos — onze
pacientes com endometriose e (b) grupo controle — oito pacientes sem a

doenca.

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica Médica do Hospital das
Clinicas da UFMG e Comité de Etica e Pesquisa da UFMG- COEP com
parecer numero 0434 -2006 (Anexo 1).

O grupo de casos constituiu-se, inicialmente, de 11 pacientes portadoras
de endometriose submetidas a videolaparoscopia no Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina da UFMG. Durante o procedimento cirargico foi
realizada a determinagéao do estadiamento da endometriose de acordo com a
classificacdo revisada da Sociedade Americana de Medicina Reprodutiva -
Anexo 2 (34,35).

Considerou-se suspeita de endometriose a presenca de lesées em estagio
inicial com as caracteristicas a seguir: focos brilhantes, de aspecto gelatinoso,
rosados ou avermelhados, suavemente aderidos a serosa peritoneal, bem
como os focos arredondados, salientes, de cor parda ou vermelho brilhante,

localizados sobre tecido fibroso denso cicatricial.

Os casos sO foram definitivamente incluidos nesse grupo apods a
confirmacdo histolégica da endometriose nas lesdes suspeitas e da
confirmacdo da existéncia do numero minimo de campos microscopicos
necessarios para avaliacdo estatistica. Com base nestes critérios foram

excluidos 3 casos, sendo a analise realizada em 8 pacientes do grupo a
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(portadoras de endometriose).

O grupo controle foi composto de 8 pacientes submetidas a cirurgias

ginecolégicas na mesma instituicdo, cujos procedimentos cirargicos permitiam

a realizagcdo de coleta da amostra de endométrio e ndo apresentavam

suspeita de endometriose.

CRITERIOS DE EXCLUSAO

Foram excluidas da analise:

mas

Pacientes com ciclos menstruais irregulares (<25 ou >35 dias)
Pacientes apds a menopausa

Pacientes em uso de anticoncepcionais ou terapia de reposicao
hormonal

Pacientes cujo exame histolégico ndo confirmou a endometriose
Pacientes que apresentaram a endometriose, confirmada a histologia,

que suas laminas ndo preenchiam o numero minimo de campos

necessarios previamente definido para andlise estatistica.

PROCESSAMENTO DAS LAMINAS PARA A MICROSCOPIA OPTICA E
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IMUNOISTOQUIMICA

Para a microscopia Optica, as amostras coletadas foram fixadas em formol
com tampao fosfato a 10% e processadas segundo a técnica de rotina para

inclusdo em parafina.

As secc¢Oes de 4um obtidas foram coradas pelo método de Hematoxilina e
eosina sendo submetidas a estudo morfolégico em microscopia de luz para

identificacdo e contagem das células e corpos apoptéticos.

Reacdes de TUNEL foram realizadas para validar critérios morfologicos
empregados para identificacdo e quantificacdo da apoptose no endométrio e

implantes de endometriose.

DETERMINACAO DO iNDICE APOPTOTICO

Inicialmente foi determinado o nimero minimo de campos microscopicos
necessarios para se quantificar as células em apoptose. Para tanto, foram
registrados o numero de células em apoptose e os indices apoptéticos de 40
campos na mesma lamina. Obtiveram-se assim, valores médios para 10
amostras de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 campos utilizados. Foi realizado um
estudo dos desvios-padrédo DP dos valores médios com relagdo ao tamanho
da amostra que os originou. Os DP dos valores médios diminuem quando o
namero de campos microscopicos aumenta. Quando as oscilagdes de DP
entre amostras consecutivas foram menores que 5%, n&o se justificava o
acreéscimo de numero de campos, sendo entdo definido o nimero de campos

necessarios (36,37).
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Gréfico 01 - Grafico de avaliacdo da evolucédo do Desvio padrao das médias de
células apoptéticas por nimero de campos contados.
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O numero minimo representativo de campos microscopicos para determinacdo do indice

Apoptético selecionados pelos dados do gréafico foi de 30 campos.

Apés definicdo do numero minimo de campos necessarios foi realizada a
contagem, em todas as laminas coradas com hematoxilina e eosina, em cada
campo microscopico, do numero total de células e o nimero de células sem
apoptose. Os numeros de células apoptoticas obtidos em cada lamina foram
somados e este resultado foi divido pela soma do numero total de células
obtido em todas as laminas. Esse valor foi multiplicado por 100 resultando

assim no indice apoptotico.

Para a contagem das células foi utilizado o programa analisador de
imagens digitalizadas KS300; Kontron Elektronik. As imagens foram geradas
por um microscopio (Zeiss Axiolab; Zeiss; Germany), usando objetiva de 100
X, conectado a uma camera (JVC/ TK- 1270 ColorVideo Camera; Germany)
gue alimentou o computador através de um captador de imagens (“frame

grabber”) em todo o processo (MiroMOVIE PRO; Germany).
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FIGURA 03

Identificacdo da apoptose nos cortes corados em Hematoxilina- eosina

Figura 01

Figura 03 - Micrografia de endométrio mostrando a presenca de células em
apoptose. Notam-se, nas setas pretas, os nucleos retraidos com cromatina
compacta. Identifica-se na seta azul um corpo apopt6tico.(HE; objetiva 100X)

IDENTIFICACAO IN SITU DA FRAGMENTACAO DO DNA SEGUNDO A
TECNICA DE TUNEL
(Marcacéo in situ da fragmentacdo do genoma com transferase terminal

de doxinucleotideo)

Utilizou-se um kit comercial para a deteccéo in situ da fragmentacdo do

genoma (CALBIOCHEM - TDT - FragéL DNA fragmentation detection Kit,
QIA33. Esta etapa do estudo foi realizada no Laboratério de apoptose do
Departamento de Patologia Geral do ICB- UFMG,.

Para definicAo do tempo da proteinase K, seccdoes do tecido foram

submetidas a acdo da enzima na concentracdo de 2mg/ml em diferentes

tempos: 5,8,10,15 e 20 minutos. Vinte minutos foi o tempo suficiente para
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digerir as proteinas com ligagdes cruzadas, aumentando a permeabilidade e o

acesso aos acidos nucléicos alvo (DNA).

As laminas foram lavadas em solugdo PBS 1x. Em seguida, a peroxidase
endogena foi inativada, cobrindo-se as sec¢des com agua oxigenada a 3% em
metanol, por 5 minutos. As laminas foram novamente lavadas em PBS 1x e a
seguir, cobertas com tamp&o de equilibrio por 30 minutos a temperatura
ambiente. A seccao foi entdo coberta pela enzima TdT (transferase terminal
de deoxinucleotideo). As laminas foram colocadas em atmosfera Umida a
37°C por 90 minutos. Posteriormente, as laminas foram lavadas com PBS 1X
e cobertas com o tampéo de parada, no qual permaneciam por 5 minutos. As
secgOes foram lavadas em PBS 1x e, logo apos cobertas por tampédo de
bloqueio e incubadas por 10 minutos. As secc¢des foram entdo tratadas com
conjugado de peroxidase streptavidina diluido em tampdo bloqueio.
Incubaram-se os cortes em camara umidificada por 30 minutos a temperatura
ambiente. Lavaram-se as laminas em PBS1X e cobriam-se as sec¢des com
tabletes de diaminobenzina — DAB e de H,O, ,uréia diluidos em agua
destilada por 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente as laminas
foram lavadas em agua destilada. A contra-coloracdo foi realizada com

hematoxilina-eosina.

Além da marcacdo especifica — grumos amarronzados, revelados pela
DAB, eram considerados caracteristicas morfologicas de apoptose:
enrugamento celular com projecdes digitiformes da membrana, formagéo de
corpos apoptoéticos, convolucdo e fragmentacdo da membrana nuclear e
compactacdo da cromatina em massas densas uniformes alinhadas no lado

interno da membrana nuclear.

Em todas as baterias realizadas foi inserido um controle positivo e um
negativo: laminas de linfonodos caninos infectados com cinomose e laminas

nas quais ndo se usava a enzima tdt respectivamente.
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Figura 04 — Fotomicrografia :observar a marcagéo positiva para a fragmentacéo
do genoma (TUNEL +) nas células epiteliais glandulares indicadas com a seta

(TUNEL, contracoloragdo hematoxilina objetiva 40x)

ESTUDO IMUNOHISTOQUIMICO DA EXPRESSAO DO bcl-2

A andlise da expressdo de bcl-2 foi realizada através de estudo
imunoistoquimico realizado no Laboratério de apoptose do Departamento de
Patologia Geral do ICB-UFMG e Laboratério do Departamento de Anatomia
Patoldgica da Faculdade de Medicina da UFMG.

Cortes de 4um foram colocados em laminas de vidro tratadas com
solucdo de acetona e silano. As seccdes foram desparafinizadas e hidratadas

em solucdes decrescentes de alcool etilico.

A acdo da peroxidase enddgena foi inativada através da incubacao dos
cortes em solucdo de peroxido de hidrogénio a 3% em metanol durante 30
minutos. Foi realizada a recuperacdo antigénica utilizando-se o tampao
utilizado Tris-EDTA com pH 8,0 e fonte de calor imido em panela de vapor

com temperatura entre 80° e 90° C por 25 minutos.
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As ligagOes inespecificas com biotina e avidina foram blogueadas com

uso de solugéo de leite em p6 desnatado Molico (15g em 90ml de PBS).

Os cortes foram incubados com diluicdo de anticorpos monoclonais de
camundongo antioncoproteina Bcl-2 humano (Dako Cytomation) clone 124
utilizando a diluicdo de 1:100 (vol/vol) de Ac anti-Bcl-2 por 30 minutos, em
camara Umida. Na sequéncia, foi feita a incubacdo com o anticorpo
secundario biotinilidado contra imunoglobulina de camundongo (Kit LSAB co6d
-K0675 Dako Cytomation) por 20 minutos. Os cortes receberam a
estreptavidina por 20 minutos e a visualizacdo do complexo foi detectada com
DAB (codigo — k3468 Dako Cytomation). A contracoloracédo utilizada foi
hematoxilina.

A marcacéo positiva do Bcl-2 foi definida como identificacdo de coloragao
marrom citoplasmatica. A presenca e a intensidade da marcacdo foram
avaliadas em 30 campos de cada corte. A imunoreatividade foi expressa
como a porcentagem de células exibindo a imunomarcacédo. A intensidade foi
descrita como (-) negativa se <3 células marcadas por campo, (+) positiva
entre 3 e 8 células marcadas por campo e (++) fortemente positiva quando

observadas mais de 8 células marcadas por campo (15,18).

Os controles negativos e positivos foram inseridos em todas as baterias.
Os primeiros se constituiram de laminas com endométrio que receberam soro
em vez de anticorpo primério. JA os controles positivos constituiram-se de

laminas com cortes de apéndice.

O numero final de laminas para andlise da imunoistoquimica consistiu em
10 l&minas. A diminuicdo de amostras se deveu ao desprendimento dos
cortes nas laminas durante a reativacdo antigénica e ao esgotamento dos

anticorpos primarios disponiveis para a analise.
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Figura 05 - Fotomicrografia com aumento de 40x no implante de endometriose
mostrando reacdo fortemente positiva do Bcl-2 nas glandulas endometriais

contracoradas com Hematoxilina.

ANALISE ESTATISTICA

Para a andlise estatistica dos dados obtidos foi utilizado o SPSS 15.0 e
Minitab 15. Resultados com distribuicdo paramétrica foram comparados pelo
Teste t de Student para avaliar eventuais diferencas entre as amostras.
Resultados com distribuicdo ndo paramétrica foram comparados pelo teste de

Mann Whitney. Os valores de p<0,05 foram considerados significativos.
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5— RESULTADOS

Para a analise final foram consideradas 8 pacientes portadoras de
endometriose e 8 pacientes sem a doenga, uma vez que 3 pacientes do grupo

das portadoras foram excluidas do estudo.
A caracterizacdo das 16 pacientes segundo a idade e caracteristicas

clinicas - dor pélvica crbnica, dismenorréia e infertilidade encontram-se

descritas nas tabelas 1 e 2.

Na tabela 1, observa-se que as pacientes portadoras de endometriose
foram mais jovens que do grupo controle, o que pode ser conferido pela

média e mediana da idade, com diferenca significativa.

Tabela 1

Distribuicdo das pacientes de acordo com a idade e presenca de endometriose

Diagnéstico Idade minima Idade _maxima Média* Desvio-padrao n

Portadoras 24 46 34,8 6,67 8

N&o portadoras 38 46 42,5 2,83 8
p =0,01*

* Teste t student

As pacientes portadoras de endometriose apresentaram maior frequiéncia
de dor pélvica cronica, dismenorréia e infertilidade quando comparadas

aguelas sem a doenca, conforme descrito na tabela 2.
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Tabela 2

Distribuicdo de dor pélvica cronica (DPC), dismeno rréia e infertilidade

Diagndstico Portadoras (n=8) N&o portadoras (n=8) p*
Dor pélvica crénica 62,5% (5) 12,5% (1)

Dismenorréia 87,5% (7) 25% (2)

Infertilidade 75% (6) 12,5% (1)

*Teste de Fisher

Com relagdo ao estadiamento cirargico, 50% (4) das pacientes foram

classificadas como estadiamento grave, 25% (2) como moderado e 25% (2)

como leve.

O Quadro 1 mostra que as pacientes portadoras de endometriose, em sua

maioria, apresentavam-se no momento da coleta, na fase secretora do ciclo

menstrual (75% fase secretora e 25% na fase proliferativa). No grupo das

pacientes sem a doenca ndo houve diferenga na fase do ciclo menstrual (50%

secretora e 50% na proliferativa).

Quadro 1

Distribuicdo das pacientes de acordo com a fase do ciclo menstrual.

Diagnéstico Fase do ciclo menstrual
Proliferativa secretora

Portadoras 2 6

N&o portadoras 4 4

TOTAL 6 10
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COMPARAGCAO DA APOPTOSE NOS IMPLANTES DE ENDOMETRIO
ECTOPICO DAS PACIENTES PORTADORAS DE ENDOMETRIOSE E NO
ENDOMETRIO EUTOPICO DAS PACIENTES NAO PORTADORAS

No grafico 2 estdo descritos os indices apoptéticos (IA) apresentados
pelas pacientes portadoras de endometriose e pacientes sem a doenca.

Gréafico 2

indice apoptdtico das pacientes portadoras de endom etriose e ndo

portadoras
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Numero do caso

IA das pacientes portadoras foi inferior ao 1A encontrado em todas as pacientes sem a

doenca

Ao se comparar o IA dos implantes de endométrio ectdpico das pacientes
portadoras de endometriose (1,35 +- 0,82) com o IA do endométrio eutopico
das pacientes do grupo controle (7,5 +-2,02), observou-se que houve
diferencga significativa (p=0,001) Teste Mann Whitney entre os grupos, como

demonstrado no grafico 3.
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Gréfico 3
Comparacao do IA no endométrio de pacientes semad oencgae nos

implantes de endométrio de portadoras de endometrio se
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Quando avaliadas as fases do ciclo menstrual e os indices apoptoticos,
foi observado maior IA nas pacientes ndo portadoras, em ambas as fases. Os
indices da fase secretora foram superiores aos da fase proliferativa em ambos
0s grupos, e houve menor variagdo dos indices nas pacientes portadoras -

como visto no grafico 4.

Grafico 4 - Avaliacdo do IA nas pacientes portadora s de
endometriose e sem a doenca nas fases proliferativa e secretora do ciclo

menstrual

[y
(=]
|

O N&o portadoras

v
1

Portadoras

Indice apoptético

z

Proliferativa Secretora

Fase do ciclo menstrual

30



Com relacdo ao estadiamento da endometriose e o indice apoptotico, ndo

foi identificada relacéo entre o IA e a gravidade da doenca, tabela 5.

Tabela 3

Distribuicdo do indice apoptético e estad  iamento da endometriose.

Estadiamento indice Minimo indice M&ximo Média* Desvio-padréo n
Leve 2,1 3,6 2,85 1,06 2
Moderada 1,45 2,5 1,9 0,74

Grave 2,85 3,2 3,0 0,5 4
p=0,617 *

* Teste t student
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AVALIACAO DA EXPRESSAO DA PROTEINA BCL-2 NOS IMPLANTES
ECTOPICOS E NO ENDOMETRIO EUTOPICO DAS PACIENTES NAO
PORTADORAS

O Quadro 2 descreve a expressao da proteina bcl-2 no grupo de pacientes

portadoras de endometriose e nas pacientes sem a doenca de acordo com a
fase do ciclo menstrual.

Quadro 2

Descricdo da expressao do bcl-2 nas fases do ciclo menstrual

Fase proliferativa Fase secretora

Casos Controles Casos Controles
E1l) ++ Cl) ++ E2) + C4) -
C2) + E3) - C8) -

C3) ++ E6) +

E8) +

(-) negativa <3 células marcadas por campo,
(+) positiva entre 3 e 8 células marcadas por campo e
(++) fortemente positiva quando observadas mais de 8 células marcadas por campo

Ao comparar a expressao de Bcl-2 entre as pacientes portadoras de
endometriose (27 +-1,93) e as pacientes sem a doenca (23 +- 1,56) ndo se

observou diferenca significante entre os grupos p> 0,05 Teste Mann- Whitney.
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Grafico 5
Expressao de bcl-2 no endométrio de pacientes sem a doenca e nos

implantes ectépicos
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Ao se avaliar a expresséao Bcl-2 e a fase do ciclo menstrual, constatamos
que a expressao de Bcl-2 foi mais intensa na fase proliferativa em ambos os
grupos. Houve menor variacao da expressao de Bcl-2 entre as fases do ciclo

nas pacientes portadoras de endometriose.

Gréfico 6
Comparacao da expressédo do Bcl-2 de acordo com afa  se do ciclo

nas pacientes sem a doenca e nas portadoras
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6 — DISCUSSAO

Nas Ultimas décadas, diversos estudos sobre a fisiopatologia da
endometriose tém sido realizados. Motivados pelo impacto na qualidade de
vida a qual estdo submetidas as pacientes com a doenca, estes estudos
buscam superar as limitacbes das opcdes terapéuticas disponiveis

atualmente.

Em 1998, foi avaliada, pela primeira vez, a apoptose no endométrio
eutopico de mulheres sem endometriose e nos implantes ectépicos de
pacientes portadoras da doenca. Constatou-se que a susceptibilidade do
tecido endometrial das pacientes com endometriose a apoptose era

significativamente menor que nas pacientes sem a doenca. (33).

O presente estudo teve como objetivo final a comparacéo da apoptose e a
expressdo da proteina Bcl-2 (Inibidora de apoptose) nos implantes de
endomeétrio de pacientes portadoras de endometriose com o endométrio de

pacientes sadias.

Foram selecionados para a coleta de amostras os focos brilhantes, de
aspecto gelatinoso, rosados ou avermelhados, suavemente aderidos a serosa
peritoneal, pois estes sdo considerados 0s mais jovens e com maior
guantidade de glandula endometrial — fator indispensavel para a realizacao
deste estudo (20).

Houve a perda de 27% das amostras de lesOes sugestivas de
endometriose. Essa perda ocorreu por dois motivos principais: amostra nao
apresentava o numero de campos minimos necessarios para a avaliacdo ou
nao se identificavam glandulas ou estroma endometrial para a comprovacao

da doenca. A baixa associacdo entre a suspeita de endometriose durante a
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cirurgia e o diagnaostico histologico é relatada por outros autores.

Marchino (2005) coletou 122 amostras histolégicas de lesdes suspeitas de
endometriose em 54 cirurgias videolaparoscopicas em pacientes que
apresentavam queixas de dor pélvica crbnica, infertilidade ou dismenorréia.
Porém, a presenca de endometriose foi confirmada em apenas 54% destas

amostras (39).

Hurtado (2008), em estudo abrangendo 68 mulheres que apresentavam
lesBes sugestivas de endometriose na cirurgia videolaparoscopica, observou
confirmacédo histoldgica de lesbes sugestivas de endometriose em apenas

38% das amostras coletadas (40).

O grupo de pacientes do estudo foi considerado ndo homogéneo com
relacdo a idade p=0,01. Para a avaliacdo de um evento endometrial regulado
pelos esterdides sexuais, como a apoptose, a presenca de ciclos menstruais
regulares e auséncia de uso de medicacdes hormonais sédo os fatores de
maior relevancia para a comparacdo da homogeneidade entre os grupos. A
exclusdo das pacientes em uso de medicamentos como anticoncepcionais
orais, terapia de reposicdo hormonal e inibidores de aromatase é
indispensavel. O uso dos mesmos encontra-se associado a diminuicdo da
proliferagdo celular e aumento da apoptose nas pacientes (41,42). Os grupos
das pacientes selecionadas apresentavam ciclos regulares e ndo faziam uso
de nenhuma medicacdo hormonal, n&o havendo restricdo para sua

comparagao.

Entre as pacientes portadoras de endometriose, 6 (75%) mulheres
encontravam-se na fase secretora do ciclo menstrual e 2 (25%) na fase
proliferativa. A selecdo de maior nimero de mulheres portadoras de
endometriose na fase secretora do ciclo menstrual é sugerida, uma vez que

na fase proliferativa encontram-se apenas esporadicas células apoptoticas e
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na fase secretora esse numero aumenta consideravelmente (18,19).

Na tabela 2 foi demonstrada a maior prevaléncia dos sintomas de dor
pélvica crbnica, dismenorréia e infertilidade no grupo das pacientes
portadoras de endometriose. Tais sintomas séo descritos como de
prevaléncia aumentada nas portadoras de endometriose por diversos autores
(2,3,5,8)

O estadiamento da endometriose, proposto em 1985 pela Sociedade
Americana de Fertilidade e revisado em 1996 pela Sociedade Americana de
Medicina Reprodutiva procura classificar a doenca de acordo com a extensao
de acometimento da pelve, considerando a presenca de lesdes e de
aderéncias peritoneais e ovarianas. Ao se realizar o estadiamento da
endometriose, observamos que a maior parte do grupo se constituiu de
mulheres com estadgio moderado e grave da doenca. Entretanto, ndo houve

diferenca significativa entre o indice apoptotico e a gravidade da doenca.

Dmowski (1998) analisando 11 portadoras de endometriose sugeriu que o
indice apoptotico era superior nas pacientes com estagios mais avancados da
doenca. Gebel (1998) apresentou resultados semelhantes, com menores
indices apoptoticos nas pacientes em estagio Ill e IV. Entretanto as
diferencas, em ambos, ndo apresentaram significado estatistico, talvez pelo

pequeno numero de casos, como no presente estudo (12).

O fato das células do endométrio eutdpico de pacientes com endometriose
apresentarem modificacdes e estas ndo serem observadas no endométrio de
pacientes sem a doenca, sugere que o defeito primario da endometriose
possa estar presente no endométrio eutopico. Sendo assim, muitos dos
estudos encontrados para esta revisdo comparam o endométrio eutopico de
mulheres sadias com o endométrio de portadoras de endometriose ou 0s

implantes ectopicos com o endométrio eutopico das portadoras
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(11,13,15,16,19,21,43,44).

Existem poucos estudos disponiveis comparando o endométrio eutopico
de mulheres sadias com os implantes ectopicos das pacientes portadoras de
endometriose. Foram identificados apenas 4 estudos, que envolveram um
total de 125 mulheres (12,18,33,34).

Em presente estudo, o indice apoptotico do endométrio eutdpico das
pacientes sadias foi maior que o encontrado nos implantes ectépicos. Desta
forma, constatou-se menor susceptibilidade dos implantes de endométrio

ectdpico a apoptose.

Dmowski (2001), Gebel (1998) e Béliard (2004) demonstraram que a
apoptose dos implantes ectopicos foi significativamente menor que a

encontrada no endométrio tdépico do grupo controle (12,33,34).

Contrariamente, Jones (1998), ao avaliar a apoptose, nédo identificou
diferenca significativa entre implantes ectopicos de portadoras de
endometriose e amostras de endométrio eutépico de pacientes sadias. Este
autor descreve que foi possivel avaliar a apoptose em apenas 3/30 (10%) dos

implantes ectopicos, o que pode ter dificultado sua analise estatistica (18).

O indice apoptotico foi maior, embora sem significado estatistico, na fase
secretora do ciclo em ambos os grupos. Hopwood (1976), no primeiro estudo
da apoptose no endométrio, encontrou a presenca de corpos apoptoticos
principalmente na fase secretora do ciclo. Concluiu que os esteroides
ovarianos podem controlar a apoptose endometrial e seu resultado foi

posteriormente confirmado por outros autores (23,28,32).

No grupo das portadoras de endometriose, 0s implantes ectopicos néo

apresentaram diferenca significativa do indice apoptético entre as fases do
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ciclo. Esse resultado sugere que, talvez, o controle da apoptose ndo esteja

relacionado apenas com o0s niveis hormonais nos implantes endometrigticos.

Béliard (2004), Dmowski (2001) e Gebel (1998) também nao identificaram
diferenca do indice apoptético entre as fases do ciclo menstrual em implantes

ectdpicos de pacientes portadoras de endometriose (12,33,34).

Para a descricdo da expressao de Bcl-2, utilizou-se a avaliagdo semi-
guantitativa, como descrita por outros autores (12,15). Foi identificada maior
expressao de Bcl-2 no grupo das pacientes portadoras de endometriose,

embora sem diferenca significativa.

Jones (1998) e Béliard (2004), diferentemente, constataram diferenca na
expressdo de Bcl-2 entre os implantes endometrioticos e endométrio topico
(18,34).

Braun (2007), ndo observou diferenca na expressao de Bcl-2 ao comparar
os implantes endometriéticos com o endométrio topico das pacientes sem a
doenca. Neste estudo foi avaliada também a expressdo dos oncognes Bclx
longo (antiapoptético) e Bclx curto (pré- apoptético). Para estes genes foi
identificada diferenca da expressdo entre os implantes endometriticos e
endomeétrio dos controles, com aumento do Bclx longo nas pacientes
portadoras de endometriose (34). Tao (1997) ao analisar a regulacdo da
apoptose no endométrio, constatou que esta é determinada ndo apenas pela
expressao de um gen, mas pelo balan¢co da expressao dos genes indutores
da morte celular como o bcl-2 e bcl-x longo e dos inibidores como o bax e bcl-
x curto (27).

No presente estudo, expressdo de Bcl-2 foi mais intensa na fase
proliferativa em ambos os grupos. Devido ao pequeno nimero de pacientes

do grupo de portadoras (n=1) na fase proliferativa, ndo foi possivel a analise
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estatistica da expressao da proteina e fase do ciclo menstrual.

McLaren (1997), Gompel (1994) e Jones (1998) descreveram a expressao

de Bcl-2 mais intensa na fase proliferativa do ciclo menstrual (18,28,29).

Com base nos resultados apresentados constatou-se que os implantes de
endométrio ectopico de pacientes com endometriose apresentam alteracéo na
regulacdo da apoptose. Porém, nao houve diferenca significativa na
expressao de Bcl-2 entre os grupos. A diminuicdo da ocorréncia da apoptose
pode resultar em sobrevivéncia anormal das células endometriais, sendo um

dos fatores associados a patogénese da endometriose (12,20,35).

A patogenia da endometriose permanece ainda obscura. A descoberta dos
mecanismos desencadeadores ou facilitadores da doencga pode permitir, no
futuro, a criagdo de novas drogas com acdo especifica e com melhores
resultados do que o0s que sdo obtidos atualmente com o tratamento
convencional. Assim, pode-se destacar presente estudo como possivel
contribuicdo para a melhora no entendimento da patogénese da endometriose
e no desenvolvimento de tratamentos mais eficazes que possam melhorar a

gualidade de vida das mulheres com esta doenca.
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7 - CONCLUSAO

Os implantes ectépicos apresentam deficiéncia no processo de morte
celular via apoptose quando comparados com o endométrio tdpico de

pacientes sem endometriose.
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