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O impossivel esta a um passo da
nossa superagdo, a partir do
momento que nos superamos algo

impossivel se realiza.

Sérgio Pinheiro



RESUMO

A resposta inflamatéria e a angiogénese parecem desempenhar um papel
importante na endometriose. O objetivo deste estudo foi avaliar a presenga dos
marcadores de resposta inflamatéria e angiogénese NAG (N-acetil-B-D-
glicosaminidase), MPO (mieloperoxidase), TNF-a (fator de necrose tumoral alfa) e
VEGF( fator de crescimento vascular endotelial), em amostras de sangue periférico
e menstrual de pacientes portadoras e nao portadoras de endometriose.

Este foi um estudo transversal envolvendo 17 pacientes que foram divididas em 2
grupos: endometriose (n=10) e controles (n=7). Os critérios de inclusao foram ciclos
menstruais regulares, sem uso de agentes anti-inflamatérios ou hormonais por pelo
menos 3 meses antecedendo a data da coleta, e confirmagdo ou exclusdo do
diagnodstico de endometriose por cirurgia. Todas as pacientes assinaram o termo de
consentimento informado. As amostras de sangue menstrual e periférico foram
coletadas na fase folicular do ciclo (entre o 1° e 4° dia da menstruagao). A atividade
de NAG e MPO foram avaliadas por rea¢des enzimaticas, a dosagem de TNF-a e
VEGF por imunoensaio, usando ELISA (Duoset Kit -R & D Systems). O software
utilizado na analise estatistica foi o GraphPad Prism 5 e IBM SPSS Statistics21. O

nivel de significancia adotado no trabalho foi de 5%.



Os grupos foram considerados homogéneos para idade, IMC e intervalo do ciclo
menstrual. A maioria (90%) das pacientes apresentava dor pélvica cronica, (30%)
era infértil e a maioria (50%) foi classificada como estadio Il da ASRM (1996).
Quando os grupos foram comparados, ndo houve diferenga significativa entre os
casos e 0s controles para as variaveis NAG, MPO, TNF-a e VEGF, tanto para as
amostras de sangue menstrual como para as de sangue periférico. Quando
comparado amostras de sangue menstrual e periférico, a atividade de NAG e MPO
foi significativamente maior nas amostras de sangue menstrual nas pacientes
portadoras de endometriose (p = 0,039 e p = 0,0117) respectivamente. Houve uma
correlagado linear positiva (teste R6 de Spearman) nas amostras de sangue sérico
para NAG e MPO (p = 0,07 e r = 0,641) e também nas amostras de sangue
menstrual (p = 0,01 e r = 0,603). Nao observou-se diferenga significativa na resposta
inflamatodria e de angiogénese para NAG, MPO, TNF- a e VEGF comparando
pacientes sintomaticas e assintomaticas.

Foi possivel a detecgdo de marcadores da resposta inflamatéria e angiogénese
em amostras de sangue periférico e menstrual de pacientes portadoras de
endometriose e seus controles. NAG e MPO, marcadores da atividade de leucocitos,
foram significativamente maiores em amostras de sangue menstrual das pacientes
portadoras de endometriose em relacdo ao sangue periférico. Identificou-se ainda
uma correlagao linear positiva entre NAG e MPO nas amostras de sangue sérico e
menstrual, o que pode sugerir uma maior atividade inflamatoria local nas pacientes
portadoras da doenca.

Palavras chaves: sangue menstrual, endometriose, inflamagéo, angiogénese



ABSTRACT

Inflammation and angiogenesis appear to play an important role in the
pathogenesis of endometriosis. We aimed at evaluating the presence of inflammation
and angiogenesis markers myeloperoxidase (MPO), N-acetyl-B-D-glucosaminidase
(NAG), tumor necrosis factor alpha (TNF-a) and vascular endothelial growth factor
(VEGF) in peripheral and menstrual blood in women with and without endometriosis.
This transversal study included 17 women: endometriosis (n=10) and control (n=7).
Menstrual and peripheral blood samples were collect between 1st and 4th day of
menses. NAG and MPO activity was evaluated by enzymatic methods, whereas
TNF-a and VEGF by immunoassay. When groups were compared, no statistical
difference were found for NAG, MPO, TNF-a and VEGF nor in the menstrual nor in
peripheral blood. Menstrual blood NAG and MPO activities in the endometriosis
group were significantly higher in comparison to peripheral blood, p = 0.039 and
0,0117 respectively. Both, NAG and MPO presented positive linear correlation in
peripheral, (p = 0,07; r = 0,641) and menstrual blood, (p = 0,01; r = 0,603).
Comparison between symptomatic patients and asymptomatic for NAG, MPO, TNF-a
and VEGF revealed no statistical difference. We confirmed the presence of
inflammatory and angiogenesis markers in the menstrual blood. NAG and MPO
activity were significantly higher in the menstrual blood of endometriosis patients and
NAG and MPO presented a positive linear correlation in both, menstrual and serum
blood, which could account for increased local inflammatory activity in these women.



Keywords: menstrual blood, endometriosis, inflammation, angiogenesis
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INTRODUGAO

Endometriose € definida pela presenga histopatologica de estroma e/ou
tecido glandular endometrial fora da cavidade uterina, que se implanta no periténio e
visceras da pelve feminina, podendo, entretanto, comprometer outros orgaos
(Groothuis, Nap et al., 2005; Baldi, Campioni et al., 2008; Leyendecker, Wildt et al.,
2009; Taylor, Yu et al., 2009). Apesar da alta prevaléncia pouco se conhece sobre
sua fisiopatologia, diagnostico e tratamento (N Tariverdian, 2007).

A endometriose € uma doenga benigna estrogénio-dependente que acomete
5 a 10% das mulheres em idade reprodutiva (Bulun, 2009; Serdar E. Bulun, 2009;
Burney e Giudice, 2012). As pacientes com dor pélvica e/ou infertilidade tém
prevaléncia ainda maior, ocorrendo entre 35 a 60%. (N Tariverdian, 2007; Baldi,
Campioni et al., 2008; Bulun, 2009; Serdar E. Bulun, 2009). E a doenga benigna
mais frequente do trato genital feminino, entretanto pouco se conhece sobre a
genética, mecanismo permissivo e de manutengcdo da doenga (Baldi, Campioni et
al., 2008; Taylor, Yu et al., 2009). Suas principais caracteristicas clinicas sdo dor
pélvica cronica, dor durante o intercurso sexual e infertilidade (Bulun, 2009).

N&o existe uma teoria unica que explique a origem da endometriose, ao
contrario varias teorias tém sido propostas. Estas podem ser categorizadas em
teorias que defendem a origem endometrial dos implantes endometridticos pelo
refluxo menstrual e outras que estes implantes poderiam derivar de outros tecidos. O
gue todas elas tém em comum é a consideracao de que fatores desencadeantes e a
susceptibilidade genética estdo relacionados com a doenga e estdo comegando a
serem delineados (Burney e Giudice, 2012). As seguintes teorias tém sido
propostas:

a) a teoria do desenvolvimento de remanescentes Mullerianos: como os

ovarios e ductos Mullerianos derivam do epitélio celdmico, sugere-se que o

epitélio germinal do ovario pode ser transformado por metaplasia em

endométrio, o que explicaria somente a endometriose ovariana (Vinatier,

Orazi et al., 2001);
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b) ateoria da metaplasia celdmica: estendendo-se a primeira teoria para a
serosa peritoneal, que € conhecida pelo seu potencial para proliferacéo e
diferenciagdo, explica-se a existéncia de endometriose na auséncia de
menstruagao, induzidas por fatores ambientais (Vinatier, Orazi et al., 2001;
Baldi, Campioni et al., 2008; Burney e Giudice, 2012). A teoria da indugéo
esta intimamente relacionada com esta, propde a diferenciagcdo de células
peritoneais em endometriais por fatores hormonais ou imunologicos
(Vinatier, Orazi et al., 2001; Burney e Giudice, 2012);

C) uma teoria mais recente tem proposto que células tronco/progenitoras
de origem extra-uterina, da medula 6ssea, poderiam diferenciar em tecido
endometridtico (Sasson e Taylor, 2008; Bulun, 2009). Nesse sentido,
linhagens celulares candidatas incluem células tronco progenitoras da
medula Ossea e células progenitoras endoteliais. A confirmagéo
histopatoldgica de tecido endometridtico em pacientes com agenesia uterina
como na Sindrome de Rokitansky-Kuster-Hauser e também em homens com
cancer de préstata em tratamento com altas doses de estrogénio séo
evidéncias que sustentam esta teoria (Burney e Giudice, 2012);

d) a teoria da metastase benigna defende a hipotese de que implantes
endometriais ectopicos resultam da disseminagao linfatica ou hematogénica
de células endometriais (Sampson, 1927; Burney e Giudice, 2012). Estudos
da microvasculatura demonstraram o fluxo linfatico do corpo uterino para o
ovario, mostrando o possivel papel do sistema linfatico na etiologia da
endometriose (Ueki, 1991). Endometriose dentro dos ndédulos linfaticos tem
sido documentada em um modelo de endometriose induzido em ratos e em
6 a 7 % das mulheres submetidas a linfadenectomia (Hey-Cunningham,
Fazleabas et al., 2011; Burney e Giudice, 2012). A presengca de
endometriose em locais distantes da cavidade uterina como nos pulmdes,
cérebro e osso corroboram com essa teoria (Burney e Giudice, 2012);

e) a teoria da menstruagao retrograda: descrita por Sampson em 1921,

parece ainda ser a mais aceita atualmente. Ela propde o refluxo do tecido
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endometrial através das tubas uterinas para o peritbnio das visceras da
cavidade peritoneal. Apos o refluxo este tecido se implanta e cresce dando
origem ao tecido endometrial ectopico (Healy, Rogers et al., 1998;
Tariverdian, C. et al., 2007; Baldi, Campioni et al., 2008). Estudos prévios
mostraram que mulheres com endometriose possuem maior quantidade de
tecido endometrial no fluxo menstrual comparado a mulheres saudaveis
(Healy, Rogers et al., 1998; Sugino, 2007). Estudos de prevaléncia da
menstruagao retrograda tém mostrado sua presenga em acima de 90% das
mulheres e ha relatos de ser ainda maior naquelas portadoras de
endometriose (Halme, Hammond et al., 1984). Como complementagéo sabe-
se que a obstrugcdo do fluxo menstrual ou um fluxo mais intenso parece

predispor ao desenvolvimento da doenga (Groothuis, Nap et al., 2005).

As caracteristicas do tecido endometrial depositado na cavidade peritoneal
parecem assumir importdncia no estabelecimento e desenvolvimento da
endometriose (Malik, Day et al., 2006). O endométrio adulto possui caracteristicas
teciduais peculiares devido a intensa proliferagdo, secregdo, regressao e
regeneragao durante cada ciclo menstrual (Healy, Rogers et al., 1998).

A observacdo de caracteristicas que sao inerentes ao peritbnio também
podem interferir nesse processo. Defeitos microscopicos podem permitir que as
células contactem a matriz sub-mesotelial, onde ela prolifera, espalha e cresce,
algumas vezes invadindo profundamente o espago sub-peritoneal. Sendo assim
alguns fatores provavelmente contribuem para a persisténcia das lesdes
endometridticas dentro do peritbnio neste grupo especifico de pacientes que
desenvolvem a doenga, e estes fatores podem ser decorrentes de uma “vigilancia
imunolodgica” inadequada (l.Lebovic, M.D. et al., 2001; M., Sophie et al., 2003).

O papel do sistema imune na endometriose tem sido amplamente estudado
e varias anormalidades tém sido identificadas (Lebovic, Mueller et al., 2002;
Berkkanoglu e Arici, 2003; Kyama, Debrock et al., 2003; Bedaiwy e Falcone, 2004;
Dmowski e Braun, 2004; Burney e Giudice, 2012). Se essas anormalidades sdo a
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causa ou a consequéncia da doenga ainda ndo esta estabelecido. Este estudo
propde avaliar a presenca de possiveis marcadores da resposta inflamatéria e
angiogénese em amostras de sangue periférico e menstrual, justamente buscando
uma melhor compreensao destes marcadores na fisiopatologia desta doenga, ainda
nao elucidados.
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1 A ENDOMETRIOSE E O PROCESSO INFLAMATORIO

A endometriose tem sido amplamente caracterizada como uma doencga
inflamatoria (Lebovic, Mueller et al., 2002; Berkkanoglu e Arici, 2003; Kyama,
Debrock et al., 2003; Bedaiwy e Falcone, 2004; Dmowski e Braun, 2004; Burney e
Giudice, 2012). Existem evidéncias substanciais de que tanto alteragcées da resposta
imune inata quanto humoral estdo presentes na génese da doenga (hiperativagao
macrofagica, diminuicdo da citotoxicidade de linfocitos T e células NK, aumento da
liberacao de citocinas e fatores de crescimento, neoformacgao vascular e aumento da
ativacao de fibroblastos levando a formagéao de fibrose (Vinatier, Dufour et al., 1996;
Lebovic, Mueller et al., 2001; Lebovic, Mueller et al., 2002; Kyama, Debrock et al.,
2003; Tariverdian, Theoharides et al., 2007). Estudos prévios evidenciaram
alteragdes na imunidade celular, com “vigilancia imunolégica” inadequada no
peritdnio de pacientes com endometriose (Siristatidis, Nissotakis et al., 2006).

Células Natural- Killer (NK) lembram grandes linfécitos granulados com uma
morfologia caracteristica. Acredita-se que estas células reconhegam estruturas em
glicoproteinas de alto peso molecular que aparecem na superficie das células
infectadas por virus, o que permite que elas sejam diferenciadas. Como
consequéncia, ocorre a ativagdo da célula NK e a polarizagdo dos granulos entre o
nucleo e o alvo, e a liberagao extracelular do seu conteudo no espaco entre as duas
células. As células NK também podem matar ativando a apoptose (morte celular
programada) (Kennephy, Paul et al., 2010; lvan e Arthur, 2011).

Evidéncias mostram uma diminuicdo da atividade e citotoxicidade das
células NK contra células endometriais autdlogas de pacientes com endometriose
que também se correlacionam com o estagio da doenga (Oosterlynck, Cornillie et al.,
1991; Vinatier, Dufour et al., 1996; Dmowski e Braun, 2004). Oosterlynck, et. al.,
1993, evidenciaram uma diminuicdo na citotoxicidade das células NK no fluido
peritoneal de pacientes com endometriose em relagdo ao grupo controle. Kanzaki,
et. al.,, 1992, confirmaram esses achados no soro e Ho, et. al., 1997 também

encontraram os mesmos resultados no fluido peritoneal das pacientes com a doenca
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(Kanzaki, Wang et al., 1992; Oosterlynck, Meuleman et al., 1993; Ho, Wu et al.,
1997; Lebovic, Mueller et al., 2001).

Citocinas sao polipepitideos ou glicoproteinas secretadas no compartimento
extra-celular, principalmente por leucdcitos. Elas exercem atividade autdcrina,
paracrina e algumas vezes efeitos enddcrinos. Sua principal origem s&o os
macrofagos, linfocitos T e neutrdfilos. Os linfocitos apds ativagdo podem originar
células T citotoxicas e células T auxiliares (Dmowski e Braun, 2004; Siristatidis,
Nissotakis et al., 2006; Murphy, Travers et al., 2010).

Evidéncias mostraram uma diminuicdo na proliferacdo de linfécitos no
sangue periférico de pacientes com endometriose em resposta ao reconhecimento
de células e antigenos endometriais (Dmowski e Braun, 2004). Steele et. al., 1984
mostraram um reduzido efeito citotéxico de linfocitos periféricos contra células
endometriais autologas, sugerindo uma redugdo na destruicdo de células
endometriais em pacientes portadoras de endometriose (Berkkanoglu e Arici, 2003).
Outros estudos nao evidenciaram alteragdes no perfil de linfécitos periféricos
(Gleicher, Dmowski et. al., 1984; Hill, Faris et. al., 1988).

Mulheres com endometriose apresentaram um aumento do numero de
macrofagos e linfocitos peritoneais e algumas dessas células pareciam estar
ativadas (Lebovic, Mueller et al., 2002; Berkkanoglu e Arici, 2003). No entanto
observa-se uma inconsisténcia geral dos estudos avaliando o papel dos linfocitos T
na fisiopatologia da doenga.

Além das alteragdes na imunidade mediada por células, evidéncias
consideraveis tém indicado a existéncia de alteragcdes na atividade de células B e
um aumento na incidéncia de auto-anticorpos em mulheres com endometriose
(Mathur, Peress et al., 1982; Vinatier, Dufour et al., 1996; Berkkanoglu e Arici, 2003;
Dmowski e Braun, 2004). Ha quase duas décadas, os estudos ja haviam
demonstrado a presenga de depdsitos de IgG e complemento no endométrio
eutdpico e uma reducdo no nivel de complemento sérico total de pacientes com
endometriose (Mathur, Peress et al., 1982; Vinatier, Dufour et al., 1996; Dmowski e
Braun, 2004). Alguns autores especularam que essas alteragbes auto-imunes
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poderiam interferir adversamente no processo reprodutivo dessas mulheres.
Posteriormente foram identificados auto-anticorpos que reconheciam antigenos
endometriais, que poderiam ser os responsaveis pela resposta imune nesta doenga
(Vinatier, Dufour et al., 1996; Dmowski e Braun, 2004). Outros componentes da
resposta imune humoral como C3 e fibronectina também parecem estar envolvidos
no processo imunolégico que contribui para o desenvolvimento da doenga (Lebovic,
Mueller et al., 2001).

A endometriose, conforme observado em uma classica doenga autoimune,
também apresenta ativac&o policlonal de células B, anormalidades imunoldgicas na
funcdo de células T e B, aumento da apoptose, dano tecidual e envolvimento de
multiplos orgéos (Vinatier, Dufour et al., 1996; Dmowski e Braun, 2004). Entretanto
existem alguns pontos que contrapdem estes fatos; como por exemplo, toda doenca
autoimune esta associada com certos alelos de HLA, o que nao ocorre na
endometriose (Berkkanoglu e Arici, 2003). Logo muito ainda necessita ser

esclarecido com relagdo a imunidade humoral e endometriose.
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1.1 MACROFAGOS E NEUTROFILOS

Os macrofagos descendem de promondcitos da medula 6ssea, que, apos a
diferenciagdo em mondcitos sanguineos, acabam por se assentarem nos tecidos
sob a forma de macrofagos maduros e nestes locais constituem o sistema de
fagocitos mononucleares. Estas células tém vida longa com substancial reticulo
endoplasmatico rugoso e numerosas mitocondrias (Murphy, Travers et al., 2010;
Roitt e Rabson, 2011).

O neutrofilo é o leucocito dominante na corrente sanguinea, sendo uma
célula de vida curta que ndo se divide, com um nucleo multilobulado, uma gama de
granulos, sendo os principais:

a) granulos azurofilos primarios, que se desenvolvem precocemente e

contém mieloperoxidase (MPQO) junto com a maioria dos efetores

antimicrobianos nao oxidativos, incluindo defensinas, fator
bactericida/permeabilidade gradual e catepsina G (Murphy, Travers et al.,

2010; Roitt e Rabson, 2011);

b) granulos secundarios especificos, peroxidase-negativos, contendo

lactoferrina e grande parte da lisozima, fosfatase alcalina e citocromo b558

ligado a membrana (Murphy, Travers et al., 2010; Roitt e Rabson, 2011)

Os macrofagos e neutréfilos desempenham um papel crucial na resposta
imunoldgica (Berbic, Schulke et al., 2009; Murphy, Travers et al., 2010; Roitt e
Rabson, 2011). Zeller et.al., 1987, evidenciaram um estado hiperativo de mondcitos
periféricos em pacientes com endometriose, porém sem alteragbes na contagem de
monaocitos entre pacientes portadoras e nao portadoras de endometriose (Vinatier,
Dufour et al., 1996).

Entretanto outros estudos mostraram alteragbes na contagem e ativagéo de
macrofagos e neutréfilos no fluido peritoneal de pacientes com endometriose
(Hornung, Ryan et al., 1997; Tariverdian, Theoharides et al., 2007; Garzetti, et.al., ).
A hiperatividade dessas células esta associada a um aumento na liberagcéo de seus
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produtos, como fatores de crescimento, citocinas, o que pode alterar a sobrevida e
crescimento do tecido endometrial ectdpico (Vinatier, Dufour et al., 1996; Sidell, Wai
Han et al., 2002; Kyama, Debrock et al., 2003). Os macrofagos e neutrodfilos
sequestrados na cavidade peritoneal de pacientes com endometriose em condi¢coes
basais e de estimulagdo produzem niveis mais altos de TNF-a, IL-6, IL-8, e IL-10,
que em pacientes saudaveis (Dmowski e Braun, 2004; Burney e Giudice, 2012).

Uma das principais fungdes do macrofago e neutrdéfilo € a fagocitose, diante
da invasao de um corpo estranho ou quando diante de debris celulares ou células
apoptoticas. Varios receptores de superficie e um grande numero de fatores como
citocinas, glicocorticoides, lipoporissacarideos, interferons, fatores estimuladores de
colonia de macrofagos estdo envolvidos nesta fungado (Murphy, Travers et al., 2010;
Roitt e Rabson, 2011). Estes fatores sdo encontrados em niveis anormais no fluido
peritoneal de pacientes com endometriose, podendo ser outro mecanismo
permissivo para o desenvolvimento dos implantes endometridticos (Sidell, Wai Han
et al., 2002; Berkkanoglu e Arici, 2003; Berbic, Schulke et al., 2009).

Os macréfagos e neutrédfilos desempenham um papel importante na
destruicdo tecidual, reparo e regeneragao endometrial durante a fase menstrual e
proliferativa do ciclo (Salamonsen e Lathbury, 2000; Critchley, Kelly et al., 2001;
Hilary, Rodney et al., 2001; King e Critchley, 2010). Nesse estagio, em pacientes
com endometriose, fragmentos endometriais viaveis poderiam escapar a “vigilancia
imunologica” e implantarem-se em sitios ectopicos (Berbic, Schulke et al., 2009).

Por outro lado, controvérsias existem na literatura com relagéo a populagéo
de leucocitos no endométrio, se estdo aumentados ou diminuidos na fase
proliferativa do ciclo no endométrio eutdpico de pacientes com endometriose. Um
estudo avaliando a populagdo de macréfagos mostrou redugdo da mesma durante a
fase proliferativa precoce, com nenhuma diferenga durante os estagios tardios do
ciclo (Braun, Ding et al., 2002). Outros trabalhos mostraram aumento na populagcéo
de macrofagos durante as fases proliferativa e secretoria do ciclo menstrual em
pacientes com endometriose (Khan, Masuzaki et al., 2004). Vale relatar que algumas

pesquisas identificaram um aumento na populagdo macrofagica em toda a fase
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proliferativa do ciclo, comparado a controles normais, mostraram também um
aumento da densidade de macréfagos em mulheres sem endometriose durante a
fase médio/menstrual do ciclo, em contrapartida ao declinio gradual da densidade de
macréfagos através da fase menstrual nas pacientes com a doenga (Braun, Ding et
al., 2002; Berbic, Schulke et al., 2009).

Evidéncias indiretas sugerem mudangas na populagdo de macrofagos no
endométrio eutdpico de mulheres com endometriose (Vinatier, Dufour et al., 1996;
Tariverdian, Theoharides et al., 2007). Dentre elas o aumento do fator inibidor da
migracdo de macréfagos durante a fase proliferativa e aumento do MCP-I|
(monocyte/macrophage activating chemoattractant protein) nas fases proliferativa e
secretoria. Estes fatores poderiam respectivamente evitar a migragdo randémica de
macrofagos e assegurar o recrutamento de macrofagos no endométrio (Braun, Ding
et al., 2002; Berbic, Schulke et al., 2009).

Muito ainda necessita ser esclarecido com relagcdo ao papel da populacao de
macrofagos e neutréfilos no tecido endometrial e qual seria o seu papel na
fisiopatologia da endometriose.

1.1.1 N-Acetyl-B-D-glicosaminidase (NAG)

N- Acetyl-B-D-glicosaminidase (NAG) € uma proteina/enzima relacionada
com o processo inflamatorio. NAG é uma enzima lisossomal que mede a infiltragao
de mononucleares, presente em altos niveis na hiperatividade macrofagica. Alguns
estudos tém utilizado esta enzima como marcador indireto do acumulo de
macroéfatos ativados (Wang, Cornillie et al., 1999; Xavier, Amaral et al., 2010; Lopes
E Lages, Belo et al., 2011; Lamaita, Pontes et al., 2012).

Nesse sentido, Lamaita et. al., 2012 avaliando a atividade de NAG no fluido
folicular e sangue periférico de pacientes portadoras e nao portadoras de
endometriose evidenciaram um maior nivel de atividade desta enzima em amostras
de sangue periférico e liquido folicular, mostrando uma maior atividade macrofagica

em ambas amostras das mulheres portadoras de endometriose.
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Concluiu-se portanto que o estado de hiperativagdo macrofagica em
mulheres portadoras de endometriose teria um efeito estimulatorio no tecido
endometridtico, embora na populagcdo normal esta hiperatividade macrofagica
parece inibir a proliferacdo endometrial local (Lamaita, Pontes et al., 2012).
Encontramos publicados na literatura estudos avaliando NAG no soro e liquido
folicular (Lamaita, Pontes et. al., 2012) e fluido peritoneal de mulheres com
endometriose (Brandeli e Passos, 1998). Entretanto, até onde sabemos, atividade de
NAG em sangue menstrual de pacientes portadoras de endometriose ndo foi

avaliada.
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1.1.2 Mieloperoxidase (MPO)

A mieloperoxidase (MPO) desempenha um papel importante na trilha
oxidativa de mondcitos e neutréfilos por produzir acido hipocloridrico (de peroxido de
hidrogénio e ions cloro) com fung&o antimicrobiana e como enzima de varios
substratos produzindo intermediarios reativos e consumindo peroxido de hidrogénio.
Desempenha o papel de oxidar LDL, inativar o inibidor de protease, ativar
carcinogenos e consumir acido nitrico, contribuindo para disfungdo endotelial e
avaliacdo da presenca de neutrofilos (Riley, Moen et al., 2007; Xavier, Amaral et al.,
2010; Lopes E Lages, Belo et al., 2011; Lamaita, Pontes et al., 2012).

Desta forma essa enzima tem sido amplamente usada como um marcador
de resposta inflamatoria e estresse oxidativo, pois mede o acumulo de leucdcitos
polimorfonucleares em amostras teciduais (Riley, Moen et al., 2007; Xavier, Amaral
et al., 2010; Lopes E Lages, Belo et al., 2011; Lamaita, Pontes et al., 2012).

Entretanto, um trabalho avaliando a atividade de MPO em sangue periférico
e fluido folicular de pacientes portadoras e n&o portadoras de endometriose
evidenciou uma atividade mais baixa de MPO no fluido folicular de mulheres
portadoras da doenga mas sem diferenga no nivel sérico entre os grupos. Esta baixa
atividade de MPO no liquido folicular poderia estar relacionada a alteragdes na
foliculogénese e ovulagcdo encontradas na endometriose (Lamaita, Pontes et al.,
2012).

Tem sido descrito que um polimorfismo funcional no gene promotor de MPO
-463G/A estaria associado a uma maior incidéncia ou severidade de algumas
doengas inflamatdrias como, doencga de Alzheimer, aterosclerose, e alguns tumores
(Hsieh, Chang et al., 2004). Estes autores avaliando o risco de endometriose
associado ao polimorfismo genético do gene MPO, em amostras de sangue
periférico, ndo evidenciou alteragdes relacionadas a susceptibilidade para a doencga.

Todavia, ndo encontramos apods busca nas bases pesquisadas, trabalhos na
literatura avaliando a atividade de MPO no sangue menstrual de pacientes
portadoras de endometriose.
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1.2 FATOR DE NECROSE TUMORAL ALFA (TNF- a)

Varias citocinas pro-inflamatodrias quimiotaticas para monécitos, macréfagos
e granuldcitos tém sido identificadas no fluido peritoneal de pacientes com
endometriose (Berkkanoglu M, 2003; M., Lutgart et al., 2006). Os TNFs s&o citocinas
pleiotréficas com um alcance de efeitos benéficos e deletérios dependendo da sua
quantidade produzida, de sua localizagao tecidual, sua atividade local ligando-se a
proteinas e do seu efeito como citocina ou horménio (Lebovic, Mueller et al., 2001).

Neutrdfilos, macrofagos, linfocitos ativados, células NK e varias células n&o
hematopoiéticas produzem TNF-a enquanto o TNF-B & produzido por linfécitos. A
principio, esses TNFs foram identificados por sua capacidade de induzir apoptose,
mas atualmente sabe-se da sua capacidade de iniciar a cascata de citocinas e
outros fatores associados com a resposta inflamatéria (Lebovic, Mueller et al., 2002;
Siristatidis, Nissotakis et al., 2006).

A secrecao de TNF por células epiteliais “in vitro” € aumentada pelo efeito de
IL-1, e também modulada pela progesterona e proteina plasmatica-14. O TNF-a tem
sido identificado em alguns estudos por aumentar a aderéncia de células estromais
cultivadas as células mesoteliais. Este achado sugere que a presenga de TNF-a no
fluido peritoneal de pacientes com endometriose poderia facilitar a aderéncia do
tecido endometrial ectopico ao peritdnio (Bullimore, 2003; Kyama, Overbergh et al.,
2006). Existem evidéncias que contrapdem estas caracteristicas (Debrock, De
Strooper et al., 2006). Todavia, varios pesquisadores tém relatado aumento nas
concentracbes de TNF-a no fluido peritoneal de pacientes com endometriose
(Lebovic, Mueller et al., 2002; Berkkanoglu e Arici, 2003; Bullimore, 2003; Kyama,
Overbergh et al., 20006).

No endométrio humano, o TNF-a tem sido implicado na fisiologia normal da
proliferagdo e descamacao endometrial (Kharfi, Labelle et al., 2003; Bedaiwy e
Falcone, 2004). A maior expressao de sua proteina e RNA mensageiro ocorre em
células epiteliais, principalmente na fase secretéria e menstrual do ciclo. Acredita-se
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que esta citocina tenha um importante papel na morte e necrose tecidual durante o
periodo menstrual (Lebovic, Mueller et al., 2002; Kharfi, Labelle et al., 2003). O TNF-
a também esta presente nas células estromais, predominantemente na fase
proliferativa do ciclo, sugerindo uma diferenciagéo por localizagdo e que é regulada
por agcdo hormonal (Lebovic, Mueller et al., 2001).

O TNF-a exerce sua fungdo no endométrio humano através de dois
receptores de superficie celular; o tipo 1 (TNF RI) e o tipo 2 (TNF RIl). Estes
receptores sao codificados por diferentes genes e sdo capazes de mediar sinais
celulares distintos. Nao se sabe se o receptor tipo1 ou 2 esta envolvido na mediagao
do efeito citotoxico do TNF-a. Entretanto, um trabalho mostrou uma relagao inversa
entre o TNF-a e o receptor tipo1 durante ciclo menstrual, enquanto que o receptor
tipo2 apresenta-se aumentado em 10 a 100 vezes no endométrio em relagdo ao
TNF-a (Chegini, Dou et al, 1999). Além disso, o TNF-a parece ainda poder
desempenhar um efeito que estimula mitose/proliferagdo no receptor tipo1 e ndo no
tipo2 (Ininns, Gatanaga et al., 1992).

O receptor tipo2 parece também estar envolvido na indugdo da
fragmentagcdo do DNA induzido por TNF-a, sugerindo que a trilha sinalizadora de
apoptose no endométrio esteja relacionada com o receptor tipo2 (Tabibzadeh, Zupi
et al., 1995; Kharfi, Labelle et al., 2003). Um estudo avaliando os niveis de Acido
Ribonucleico Mensageiro (RNAm) dos receptores tipo 2 no endométrio de pacientes
portadoras e n&o portadoras de endometriose evidenciou niveis reduzidos deste
receptor, tanto nas células estromais quanto nas glandulares de pacientes com a
doenca. Nota-se que uma deficiéncia neste receptor poderia conduzir a uma
deficiéncia na citotoxicidade e efeito apoptdtico induzido pelo TNF-a, favorecendo o
desenvolvimento ectopico do tecido endometrial (Kharfi, Labelle et al., 2003).

Além disso, uma outra pesquisa mostrou niveis elevados de TNF-a RNAm
no endométrio na fase menstrual do ciclo de mulheres portadoras de endometriose,
comparado ao grupo controle, sugerindo que somente um endométrio com atividade
inflamatoria relevante seria capaz de implantar-se (Kyama, Overbergh et al., 2006;
May, Villar et al., 2011).
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Logo os achados sdo muito controversos com relagdo ao papel do TNF-a no

endomeétrio e na endometriose, o que precisa ser elucidado.

1.3 FATOR DE CRESCIMENTO VASCULAR ENDOTELIAL

Angiogiogénese é desenvolvimento de novos vasos a partir daqueles pré-
existentes, um mecanismo importante tanto em condig¢des fisioldgicas quanto para o
desenvolvimento de doencgas. Este € um processo crucial para o implante do tecido
endometridtico, que assim como nos casos das metastases tumorais, também
necessitam neovascularizagdo para o suprimento de nutrientes e oxigénio (Laschke
e Menger, 2007).

Varias moléculas sao importantes para a angiogénese, mas o fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF, também conhecido como VEGF-A) e os
membros da sua familia (VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D e fator de crescimento
derivado de placenta PIGF) com seus receptores correspondentes ( VEGFR-1,
VEGFR-2 e VEGFR-3) s&o considerados fatores chave neste processo (Michaloski,
Redondo et al.; 2016). O VEGF € uma glicoproteina com potencial mitogénico para
células endoteliais, indutor da permeabilidade vascular e com funcdo quimiotatica
para monaocitos (Donnez, Smoes et al., 1998). O VEGF € um dos mais potentes e
mais estudados fatores angiogénicos, sendo produzido por mondcitos, macrofagos e
células musculares lisas. Este fator liga-se a familia dos receptores da tirosina
quinase, incluindo VEGFR1(FIt-1) e VEGFR-2 (Flk-1/KDR), conduzindo a formacéao
de dimeros, autofosforilacdo do receptor e ativagao da proteina quinase ativada por
mitdgeno (Lebovic, Mueller et al., 2002; Berkkanoglu e Arici, 2003; Girling e Rogers,
2005; Laschke, Elitzsch et al., 2006; Machado, Berardo et al., 2010).

Ha evidéncias de que a proteina do VEGF esta localizada
predominantemente nas glandulas endometriais e que o estradiol aumenta a
expressdo do gene VEGF no endométrio humano normal (Lebovic, Mueller et al.,
2002; Girling e Rogers, 2005; Rogers, Donoghue et al., 2009; Taylor, Yu et al.,
2009). Condigdes tais como hipdxia, presenca de IL-1, de fator de crescimento
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derivado de plaquetas, de TGF-B, de fator de crescimento epidermal e
prostaglandina E2, conduzem ao aumento da expressao de VEGF (Berkkanoglu e
Arici, 2003).

Inumeros estudos tém mostrado que a angiogénese provavelmente exerca
um papel importante na fisiopatologia da endometriose (Donnez, Smoes et al., 1998;
Healy, Rogers et al., 1998; Vinatier, Orazi et al., 2001; Girling e Rogers, 2005;
Groothuis, Nap et al., 2005; Siristatidis, Nissotakis et al., 2006; Rogers, Donoghue et
al., 2009; Mabrouk, Elmakky et al., 2012). A videolaparoscopia, a maioria das lesdes
endometridticas parece estar envolvida por vasos sanguineos peritoneais (Healy,
Rogers et al., 1998; Vinatier, Orazi et al., 2001; Groothuis, Nap et al., 2005). Além
disso estudos histologicos de experimentos em animais tém mostrado que os
depositos endometrioticos derivam seu suprimento sanguineo da microvasculatura
circunvizinha e que o0s maiores depdsitos crescem em areas com suprimento
vascular abundante, além do que os depdsitos endometridticos vascularizados sao
mais ativos (Healy, Rogers et al., 1998).

A Integrina avf3 é um marcador angiogénico, cuja expressao em células
endoteliais da microvasculatura humana estda aumentada pelo fator de crescimento
fibroblastico basico (b FGF).(Healy, Rogers et al., 1998; Vinatier, Orazi et al., 2001).

Uma pesquisa avaliando a porcentagem de vasos endometriais expressando
integrinaav33 e o indice proliferativo médio do endométrio eutdpico mostrou que
ambos foram significativamente maior naquelas pacientes com endometriose em
relagdo aos controles (Healy, Rogers et al., 1998; Vinatier, Orazi et al., 2001).

Quando avaliada por imunohistoquimica, a proteina do VEGF mostrou maior
expressao durante a fase secretoria tardia do endométrio de pacientes portadoras
de endometriose. Durante a fase lutea, niveis significantemente mais altos de
expressédo de VEGF foram observados em ambos; epitélio glandular e estromal de
lesbes endometridticas vermelhas, quando comparadas as lesdes escuras,
sugerindo um processo angiogénico ativo nas lesbes vermelhas como no
endométrio eutdpico (Kokorine, Eeckhout et al., 1997; Donnez, Smoes et al., 1998;
Siristatidis, Nissotakis et al., 2006).
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O VEGF além de ser um fator angiogénico, causa aumento na
permeabilidade do leito capilar, permitindo o extravasamento de produtos da fibrina
no espacgo extra-celular que recrutam macrofagos (Leyendecker, Kunz et al., 1998)
Esses por sua vez secretam TNF-a e |IL-6, na presenca dos produtos da fibrina, que
também aumentam a atividade angiogénica de macrofagos (Donnez, Smoes et al.,
1998).

Durante sua evolugdo, as lesdes vermelhas induzem uma reagao
inflamatoria, provocando sangramento, escarificagédo, fagocitose de hemossiderina e
as lesdes tornam-se escuras. A diminuicao da vascularizagao nas lesdes durante o

curso natural segue a diminui¢do observada do VEGF (Vinatier, Orazi et al., 2001).
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2 O PROCESSO INFLAMATORIO E A MENSTRUAGAO

O conceito de que a menstruagdo surge como resultado de um processo
inflamataorio foi primeiramente postulado por Finn (1986) e tem ganhado consideravel
credibilidade por um grande numero de trabalhos publicados (Critchley, Kelly et al.,
2001; Kelly, Kung et al., 2001; Groothuis, Nap et al., 2005; King e Critchley, 2010;
Maybin, Critchley et al., 2011).

Essa hipotese foi originalmente baseada nas caracteristicas apresentadas
pelo endométrio durante a fase secretoria tardia; edema tecidual, influxo de células
migratorias e a presenga de células deciduais, as quais tém caracteristicas
representativas de fibroblastos teciduais de granulacao (Critchley, Kelly et al., 2001).

Existem evidéncias para o papel dos leucdcitos na biologia normal do
endométrio humano particularmente no processo de remodelamento, implantagcao e
menstruagao (Salamonsen e Lathbury, 2000; Critchley, Kelly et al., 2001; Kelly, Kung
et al., 2001).

A reparagdo tecidual do endométrio se inicia precocemente,
aproximadamente 36 horas apos o inicio do sangramento menstrual, enquanto que a
quebra tecidual ainda persiste enfatizando a peculiaridade do processo de
degradagdo e reparo (Salamonsen e Lathbury, 2000).

A regeneracgao epitelial a partir das criptas glandulares se inicia primeiro,
seguido pelo espessamento do estroma e mitose do endotélio que se inicia por volta
do quarto ou quinto dia. Dado a abundancia de leucdcitos teciduais neste periodo €
de grande probabilidade que eles contribuam no processo de regeneragéo
(Salamonsen e Lathbury, 2000).

Vale notar ainda que macréfagos sao responsaveis em alguma extensao
pela remocgao de detritos. O processo de cura da ferida, em geral parece ser iniciado
por citocinas, fatores de crescimento e plaquetas e células inflamatérias recrutadas,
particularmente macréfagos e neutréfilos, que produzem estes fatores necessarios
no processo da cura da ferida. Por sua vez, em particular os macrofagos, produzem

nos locais de reparacao de ferida TGF-qa, fatores de crescimento de fibroblastos



36

(FGFs), fator derivado de crescimento de plaquetas (PDGF), fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF), TGF B, e ativina B, enquanto produtos de outros
leucdcitos podem ativar macrofagos (Martin, 1997; Salamonsen e Lathbury, 2000;
Groothuis, Nap et al., 2005).

Devido a marcante diferenga no tecido endometrial entre as espécies e a
dificuldade em estudar o endométrio humano, estudos criticos fornecendo
evidéncias para a contribuicdo das células inflamatdrias nas fungcdes acima descritas
s&o dificeis de serem realizados.

Sendo assim, ha uma necessidade de compreensdao deste processo
inflamatério de descamacéo e reparacao tecidual, dado que muitas alteracdes de
sangramento, doengas como endometriose podem ser decorrentes de alteragdes no
mecanismo de reparo do tecido endometrial (Salamonsen e Lathbury, 2000;
Critchley, Kelly et al., 2001; Kelly, Kung et al., 2001; King e Critchley, 2010; Maybin,
Critchley et al., 2011).
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3 FISIOPATOLOGIA DA ENDOMETRIOSE

O endométrio eutopico de mulheres com endometriose compartilha
diferencas com o endométrio ectdpico que nao estdo presentes no endométrio de
pacientes saudaveis, sugerindo que o defeito primario poderia estar no endométrio
eutopico ou utero (Garzetti, Ciavattini et al., 1998; Leyendecker, Kunz et al., 1998;
Burney e Giudice, 2012).

As células oriundas do endométrio alterado teriam maior potencial para
implantagdo e crescimento na superficie peritoneal, permitindo o desenvolvimento
da endometriose (Garzetti, Ciavattini et al., 1998; Healy, Rogers et al., 1998;
Leyendecker, Kunz et al., 1998; Vinatier, Orazi et al., 2001; Burney e Giudice, 2012).
Uma anormalidade constitucional ou adquirida na natureza dos antigenos
expressados pelo endométrio poderia explicar a resisténcia a citotoxicidade dos
Linfocitos T, mas também a geragao de anticorpos. Neste contexto ressalta-se que
tém sido identificados alguns anticorpos dirigidos contra antigenos endometriais
(Mathur, Peress et al., 1982; Vinatier, Dufour et al., 1996).

Tecidos endometridticos podem apresentar uma sintese e liberagéo
aberrante de varias citocinas envolvidas no crescimento celular e reagao
inflamatoria. A resposta do tecido endometridtico as citocinas, em particular IL-1 e
TNF-alfa pode ser mais intensa e com maior liberagdo de MCP-1 (proteina 1
quimioatrativa de mondcito), citocina envolvida no recrutamento e ativacédo de
macrofagos (Vinatier, Orazi et al., 2001).

Um estudo que avaliou a populagdo macrofagica durante o ciclo menstrual
sugere um aumento do numero de macréfagos durante a fase médio-menstrual do
ciclo em controles normais, esse aumento macrofagico poderia desempenhar um
papel em iniciar a apoptose e remoc¢ao de debris menstruais, como também poderia
dar suporte ao reparo e regeneracédo do tecido endometrial (Berbic, Schulke et al.,
2009). Durante a menstruagdo, os macrofagos desempenham um papel crucial na
destruicdo inflamatdria, entretanto este processo poderia estar ocorrendo de

maneira ineficiente nas pacientes com endometriose, onde a populagdo macrofagica
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declina através da fase menstrual do ciclo (Braun, Ding et al., 2002; Berbic, Schulke
et al., 2009). Corroborando com esta teoria, Braun et. al., 2002, mostraram uma
reduzida populagdo macrofagica no endométrio de pacientes com endometriose na
fase secret6ria do ciclo, coincidindo com uma reduzida apoptose tecidual local.

Mudangas na densidade de macrofagos através do ciclo