1. INTRODUCAO



1- ENDOMETRIOSE

1.1- Conceito, clinica, epidemiologia, etiopatogenia

A endometriose € uma condi¢do ginecoldgica que atinge mulheres em idade
reprodutiva e pode ser causa de dor e infertilidade (1). Endometriose € definida
como a presenca de glandulas e estroma endometrial viaveis fora da cavidade
uterina. A doenca acomete principalmente o peritbnio da pelve, mas pode ocorrer
também nos ovarios, no septo reto-vaginal e em outros locais (1,2). Estima-se que
6% a 10% das mulheres em idade reprodutiva tenham endometriose. Entre as

mulheres com infertilidade, a prevaléncia de endometriose pode atingir até 40% (3).

A manifestacdo clinica mais comum da endometriose € a presenca de
dismenorréia e dispareunia de carater progressivo (1,4). Nao existe clara correlacao
entre a intensidade dos sintomas e o grau de acometimento pélvico e/ou do
estadiamento da doenca (5). A infertilidade também é uma manifestagdo comum da
endometriose e parece estar relacionada com o comprometimento da anatomia
pélvica (pela presenca de aderéncias e alteracdes estruturais da pelve), com a
disfuncdo tubéaria, menor qualidade oocitaria e menor receptividade endometrial

observadas em algumas pacientes com endometriose (5,6).

Existem varias teorias que tentam explicar a patogénese da endometriose: a
metaplasia celdbmica, a persisténcia de células embrionarias, a disseminacao
hematogénica e linfatica e o transplante de tecido endometrial (2,3,7-9). A teoria de
Sampson propde que o fluxo menstrual retrogrado de tecido endometrial pelas
trompas uterinas para dentro da cavidade peritoneal seria o fator causal da doenca.

Sampson introduziu o termo “endometriose” e descreveu sua teoria em 1927,



permanecendo ainda hoje como a mais aceita para explicar a doenca (3). De acordo
com essa teoria, as células descamadas do endométrio menstrual devem apresentar
capacidade de adesdo, migracdo e invasdo para que a lesdo endometridtica seja
estabelecida (10,11). Entretanto, o fluxo menstrual retrégrado é encontrado em
cerca de 90% das mulheres e a prevaléncia da endometriose € de 6% a 10% em
mulheres em idade reprodutiva (3). Atualmente acredita-se que mecanismos
propostos por cada uma das teorias citadas anteriormente possam estar envolvidos

no surgimento de diferentes tipos de lesdo endometridtica (1-3).

A patogénese da endometriose é multifatorial e envolve alteracGes funcionais
do endométrio uterino, do peritbnio e do sistema imune (1-5,12) (Figura 1). As
células endometriais, uma vez na cavidade peritoneal, evocam resposta inflamatoria
acompanhada de angiogénese, aderéncias e invasao peritoneal (1,2,13). A
Inflamacéo € processo complexo regulado por citocinas e fatores de crescimento
(14) sendo determinante na patogénese da endometriose (1,2). Os implantes
endometridticos secretam fatores pré-angiogénicos que estimulam a
neovascularizagdo contribuindo para a sua sobrevivéncia na superficie peritoneal

(15).

A endometriose € condicao ginecoldgica benigna dependente dos hormonios
sexuais. Pacientes com endometriose apresentam expressdo aberrante dos
receptores de estrogénio/progesterona e/ou das enzimas envolvidas no seu
metabolismo. Além disso, a expressdo de fatores de crescimento e enzimas que
interferem na matriz extracelular também esta alterada no endométrio eutopico de
pacientes com endometriose (16-21). Como tal condicédo clinica é dependente de

estrogénio, alteracbes na producdo e na acédo dos esterdides sexuais tém grande



importancia na sua etiopatogénese. Pacientes com endometriose apresentam
diminuicdo de receptores de progesterona do tipo B (ativador dos genes-alvo da
progesterona) levando a resisténcia a acdo desse horménio no endométrio dessas
mulheres (21). Células endometrioticas e do endométrio de mulheres com
endometriose expressam aromatase, enzima envolvida na sintese de estradiol,

criando um ambiente mais estrogénico (17).

Fatores genéticos parecem estar envolvidos na patogénese da endometriose.
Em gémeas monozigdticas ha concordancia da prevaléncia e desenvolvimento da
endometriose. A prevaléncia da endometriose € seis vezes maior em parentes de

primeiro grau de mulheres afetadas do que na populacdo em geral (22-27).

A resposta imune do organismo da mulher parece estar envolvida na
patogénese da endometriose, e falhas de vigilancia imunolégica adequada no
peritbnio podem contribuir para o desenvolvimento do disturbio (28). Ha evidéncia da
ativacdo de macrofagos da cavidade peritoneal com maior producao de citocinas em
mulheres com endometriose, embora haja diminui¢cdo da atividade fagocitica (28,29).
Nas mulheres com endometriose, ha altas concentracdes de algumas citocinas,
fatores de crescimento e fatores angiogénicos no liquido peritoneal (30-33)
derivados das proprias lesdes, produtos de secrecdo dos macréfagos e outras
células do sistema imunologico. Uma vez que as lesbes de endometriose sao
formadas, secretam diversas moléculas pro-inflamatérias. Nas mulheres com
endometriose existe alteracdo na resposta humoral devido as alteragcdes nos
linfécitos B e na producéo de citocinas (34). Nestas pacientes, ha elevacdo nas
concentragbes peritoneais das interleucinas IL-1, IL-2, IL-6, IL-8 e fator de

crescimento tumoral (TNF-a) (32,33). Além disso, ha uma diminuicdo da



citotoxicidade mediada por linfocitos T e diminuicdo da atividade das células natural
killer no liquido peritoneal (30,35). Citocinas (interleucinas 1 e 8, fator de necrose
tumoral a e interferon y) atuam sobre os fatores quimiotaticos, que por sua vez
recrutam macrofagos e linfocitos T para o peritbnio. Estas células imunes modulam a

reacdo inflamatoria associada a endometriose.

A etiologia e a patogenia da endometriose permanecem incertas. Importantes
avancos foram feitos nos ultimos anos com o objetivo de desenvolvimento de novas
abordagens diagnosticas e terapéuticas para diminuir os sintomas e melhorar a
fertilidade e a qualidade de vida destas pacientes. Apds a implantacdo no peritonio,
as células endometriais dependem da proliferacdo e vascularizacdo para sua
sobrevivéncia. Na patogénese da endometriose a existéncia de diferencas na
capacidade de adesdo, invasdo e sobrevivéncia dos implantes endometridticos
podem ser determinantes para o desenvolvimento da doenca. Estudos sobre o papel
da genética, do meio ambiente, do sistema imunoldgico, e do estradiol na
patogénese da endometriose, bem como estudo pds-gendmico de anormalidades
intrinsecas no endométrio eutopico e ectopico de mulheres com endometriose

podem fornecer mais pistas sobre a fisiopatologia da dor e da infertilidade (3).



Figura 1: Patogénese da endometriose
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Apesar do diagnostico definitivo da endometriose ser cirdrgico, através do

estudo anatomo-patoldgico das lesdes (1,36), a suspeita e o diagndstico clinico sao

importantes para a definicdo da doenca e para o tratamento adequado e precoce da

paciente. O tempo médio entre o0 aparecimento dos sintomas e o diagnostico da

paciente pode ser até de sete anos (37).

Na presenca do quadro clinico classico da endometriose, ou seja, mulheres

na fase reprodutiva apresentando dor pélvica progressiva, infertilidade, dispareunia e

presenca de massa pélvica, de forma isolada ou em associacdes, € recomendavel a

investigacdo da endometriose (1,2,4,5,12,36,38,39). O diagndstico clinico de certeza

é dificil.
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A presenca de endometriose pélvica deve sempre ser investigada nas
mulheres na menacme com dor pélvica que tenham como caracteristica relevante o
agravamento da dor na fase préoxima a menstruacdo. Se a este sintoma se
associarem infertilidade, o achado de nédulos no fundo de saco vaginal ou massa
pélvica ao exame fisico, o diagndstico clinico estda bem fundamentado, e o passo

seguinte é realizar a propedéutica complementar (5,12,36).

O diagnostico clinico da endometriose baseia-se entdo nos sinais e sintomas
da doenca, exames complementares (ultrassonografia transvaginal, ressonancia
nuclear magnética, tomografia computadorizada, etc) e nos marcadores sorolégicos
existentes. Contudo, o diagndstico definitivo de endometriose permanece ainda
invasivo, necessitando que a paciente seja submetida a videolaparoscopia para
confirmacdo com exame anatomo-patolégico (2,32,40). A necessidade de métodos
diagnésticos invasivos como laparoscopia e biopsia permanece um fator de limitacdo
para o diagndstico correto e oportuno da endometriose. Marcadores bioquimicos
precisos e confiaveis trariam um grande avanco nessa area, mas na pratica o

marcador ideal ainda ndo existe (12,41).

A ultrassonografia transvaginal e a dosagem de CA125 sdo os métodos nao-
invasivos comumente utilizados para o diagnostico de endometriose e
endometrioma, mas esses métodos ndo atingem sensibilidade e especificidade

Otimas para todas as formas clinicas e estagios da doenca.

O CA-125 é o marcador sorolégico atualmente mais utilizado no diagndstico
da doenca. Trata-se de um antigeno da superficie celular que & expresso nos

tecidos derivados do epitélio celdmico como endométrio, endocérvice, tubas



uterinas, peritbneo, pleura e pericardio (42,43). Em mulheres com endometriose,
observam-se concentracfes séricas aumentadas (acima de 35 Ul/ml) de CA-125 nas
formas moderada e grave (estagios Ill e IV), em especial na presenca de aderéncias
extensas e/ou endometrioma. Esse aumento, todavia, ndo € significativo na
endometriose peritoneal minima ou leve e esta ausente em muitos casos de
endometriose profunda infiltrativa (44). O CA-125 apresenta baixo valor preditivo
negativo, portanto valores normais nao exclui a presenca de endometriose (44,45) .
Por outro lado, o encontro de niveis elevados de CA-125 pode ser sugestivo, mas
nao indicativo de endometriose devido as diversas condi¢cdes fisiologicas e
patolégicas que podem sem responsaveis por esse aumento, como por exemplo,
outros cistos benignos de ovario (46).0 CA-125 apresenta boa especificidade mas
baixa sensibidade, limitando seu uso no diagndstico. Mesmo assim, ainda € o
marcador sorolologico mais utilizado no diagnéstico e, principalmente, no

acompanhamento do tratamento das pacientes (12,45).

Alguns possiveis marcadores bioquimicos séricos, como citocinas, horménios
e fatores de crescimento tém sido investigados como parte da abordagem
diagnéstica da endometriose. O tecido endometrial poderia liberar niveis circulantes
de tais substancias que estariam aumentadas na corrente sanguinea. A resposta
inflamatoria associada com a doenca poderia fornecer outros marcadores
bioquimicos. Esses marcadores de diagnodstico sdo necessarios especialmente para
formas minimas e leves de endometriose, que nao séo avaliaveis ao exame fisico ou

das técnicas de imagem, e nao justificam a abordagem cirurgica (47,48).

Estudos recentes tém apontado possiveis novos marcadores para o

diagnéstico nédo invasivo de endometriose (49-53). Varias substancias foram



testadas mas o resultado é, na maioria das vezes, frustrante (51). Interleucina 6 e
CA 19-9 ndo acrescentam precisdo diagnostica ao CA-125 e tém desempenho
mediocre como testes isolados (50). Proteina C reativa, IgM anticardiolipina e
proteina amiléide sérica A estdo aumentados na endometriose grave (49), mas nao
parecem atingir niveis satisfatérios de sensibilidade e especificidade. Dois estudos
de coorte realizados na Universita di Siena sugeriram que urocortina (52) e
folistatina (12) apresentariam boa sensibilidade no diagnéstico de endometriose
grave (estagios Ill e IV) com a presenca de endometrioma ovariano. Esses estudos
necessitam de validagcdo em outros centros e em coortes mistas, de forma que se
possa aferir o desempenho diagndéstico dos novos marcadores em outras formas de

endometriose e em uma populacdo mais ampla.

Assim como os marcadores séricos, novas estratégias estdo sendo estudadas
para o diagnéstico ndo-invasivo da endometriose. A mulher com endometriose
poderia manifestar alteragdes moleculares que poderiam apresentar-se em tecidos
mais acessiveis do que a prépria lesdo e mais especificos do que o soro ou plasma.
Por exemplo, a andlise de leucdcitos do sangue periférico, uma técnica ainda
incipiente, mas promissora (54) e o estudo do endométrio eutdpico, que tem
mostrado resultados bastantes animadores (55) . As estratégias de diagnostico ndo-
invasivo deverdo evoluir para a deteccdo simultanea de varias moléculas,
preferencialmente sem correlacdo estreita entre elas, de forma a aumentar a

performance do teste e torna-lo Util na pratica clinica (41).
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2. ATIVINA A, PROTEINAS RELACIONADAS A ATIVINA A,

FOLISTATINA, ENDOMETRIO E ENDOMETRIOSE

2.1 Estrutura e sintese das ativinas e inibinas

As ativinas, inibinas, folistatina, hormonio anti-mulleriano e as Proteinas
Morfogenéticas Osseas (Bone Morphogenetic Proteins — BMPs), sdo membros da
superfamilia do Fator de Transformacdo do Crescimento-f (Transforming Growth
Factor-B - TGF-B) (56-59). Ativinas e inibinas apresentam acéo central na regulacao
do Hormonio Foliculo Estimulante (FSH); sdo glicoproteinas diméricas resultantes de
combinagdes diferentes das subunidades a e . Ha dois tipos principais de
subunidades B (BA e BB) e uma subunidade a. As inibinas A e B sdo formadas pela
juncao entre a cadeia a e a cadeia B correspondente (inibina A: a+BA; inibina B:
a+BB). As ativinas A, AB, e B sdo formadas por diferentes combinacbes de duas

cadeias [, respectivamente, BA+BA, BA+3B e BB+BB (60-62).

Ativinas e inibinas foram identificadas originalmente como fatores que agiam
de forma antagbnica na hipéfise na regulacdo enddcrina da producdo do FSH.
Estudos mais recentes descreveram a expressado das ativinas e inibina em varios
tipos celulares, indicando diferentes funcfes dessas proteinas, principalmente como
moduladoras paracrinas da funcédo reprodutiva, incluindo a funcdo ovariana e a

tumorogénese gonadal (62).

Além disso, os membros da superfamilia do TGF-f sdo expressos no
endométrio humano e apresentam acgfes importantes na proliferacdo celular,

diferenciacao celular, funcdo imune, regulacdo da apoptose e remodelamento dos
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tecidos, apresentando, por conseguinte, papel importante no ciclo menstrual,

decidualizacdo do endométrio e no inicio da gestacéo (59,62,63).

A ativina A (BA+BA) é produzida no endométrio (64,65) e, sob a modulacéo da
progesterona e IL-1 (66), apresenta maior expressdo de mRNA na fase secretora do
ciclo menstrual (67), participando, possivelmente, do processo de decidualizacao

endometrial (68,69).

A ativina B (BB+BB) também é expressa pelo endométrio (65) e esta
relacionada com o grau de decidualizacdo endometrial e sua expressdo esta

diminuida na gravidez tubaria (70).

2.2 Mecanismo de sinalizagdo da ativina e o antagonismo da inibina

Os efeitos biolégicos das ativinas sdo mediados por receptores especificos
(ActR), codificados por diferentes genes — ActRI e ActRII (62,71,72). As células-alvo
da ativina precisam expressar ambos 0s receptores da ativina para responder aos
sinais dessa proteina (62,72). A ativina se liga a esses receptores transmembrana
de maneira sequencial desencadeando uma cascata de fosforilagdo protéica
intracelular. Em humanos existem dois Activin Receptor Type Il (ActRIl), chamados
de ActRIIA e ActRIIB, e dois Activin Receptor Type | (ActRI), chamados ActRIA ou
ALK2 e ActRIB ou ALK-4. Primeiro, a ativina se liga a um dos receptores tipo Il
(ActRIIA ou ActRIIB) e essa ligagdo faz o recrutamento e ativacdo do Activin
Receptor Type | (ActRI, principalmente o ActRIB) (73). A ativagcdo do ActRI inicia a

fosforilagcdo de uma molécula de transducéo da familia Smad (Smad 2 ou Smad 3),
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que entdo interage com a Smad 4. Este complexo se desloca para o nucleo celular
para promover a expressdo génica. O complexo ativado de Smads promove a
transcricdo génica ou ligando-se diretamente no DNA ou requerendo um co-fator
para essa ligacdo como, por exemplo, o FAST (Forkhead Activin Signalling

Transducer) (74,75). (Figura 2)

A familia Smad é um conjunto de moléculas responséaveis pela sinalizacédo
intracelular da ativina e de outros membros da familia do TGF-$ (74).

Para o funcionamento desse mecanismo de acdo das ativinas é necessario a
presenca dos dois tipos de receptores funcionando em sequéncia para transmitir 0s
sinais das ativinas para dentro das células.

Nodal e cripto sdo moduladores dos receptores da ativina. Nodal é um
membro da familia do TGF-B que requer a presenca de um co-receptor, 0 cripto,
para se ligar ao receptor da ativina (62,76). O nodal inibe os processos de formacao
e diferenciacdo que ocorrem no desenvolvimento embrionario inicial (77) e a
atividade de sua cascata de acdo esta aumentada em varios canceres humanos
(78). O cripto é uma glicoproteina de membrana celular que funciona como co-
receptor da ativina através da formacdo de um complexo com 0s receptores da
ativina, antagonizando seus efeitos (79). O cripto participa da proliferacdo, migracéo,
invasdo e angiogénese na progressao de tumores (80,81).

A maioria das acdes bioldgicas das inibinas ocorre através do antagonismo
das ativinas e de outras proteinas da familia do TGF-B (62,75). As inibinas
antagonizam as acdes das ativinas através de uma ligacdo competitiva com o0s

receptores tipo Il da ativina, nodal e cripto (62,75,76,79).
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Figura 2: Mecanismo de sinalizac&o da ativina
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2.3 Folistatina

A folistatina € um polipeptideo monomérico rico em cisteina, que atua como
proteina ligadora da ativina. A folistatina se liga a ativina com alta afinidade
impedindo sua interacdo com os ActRIl, agindo assim, como um regulador da
bioatividade da ativina (82). A folistatina também se liga e modula as a¢des de varios

outros membros da familia do TGF- como as miostatinas e algumas bone
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morphogenetic proteins (BMP) (82,83). Apresenta acdo enddcrina de inibicdo da
sintese e secrecado do FSH e da resposta do FSH ao GnRH.

Existem trés isoformas de folistatina: FS-315 e FS-288, geradas por
diferencas no processamento poés-transcricional, e FS-303, gerada por clivagem
proteolitica a partir da FS-315. A principal forma circulante é a FS-315 que, por ser a
forma longa, ndo se liga aos proteoglicanos de membrana. A isoforma FS-288 se
liga aos proteoglicanos de membrana e parece ter um papel importante na regulacéo
das acbes da ativina, por internalizacdo e degradacdo do complexo folistatina-

ativina. A folistatina apresenta maior afinidade pela ativina A (62,75,84).

2.4 Ativina A, proteinas relacionadas a ativina A, folistatina,

endométrio e endometriose

A ativina A € produzida pelo endométrio de mulheres com e sem
endometriose (64,65,85,86). Além disso, ativina A € produzida pelas células
endometridticas (84,86). No endométrio, a ativina A parece estar envolvida com a
decidualizacdo e o inicio da gestacdo (22,23). Sua expressao € variavel durante o
ciclo menstrual, sendo maior na fase secretora em mulheres saudaveis (67). Alguns
autores consideram a maior expressdo de ativina A na fase secretora do ciclo
menstrual como um sinal de receptividade endometrial ao embrido, promovendo a
invasao trofoblastica durante a implantacdo embrionaria (66,67). Além disso, ativina
A pode estar envolvida com a patogénese da endometriose uma vez que essa
glicoproteina esta relacionada com a angiogénese (87), aumento da atividade das

MMPs (88) e com a infiltragdo de macrofagos na membrana basal nos estados

inflamatorios (89). Um estudo recente demonstrou que a ativina A promoveu um
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aumento significativo das taxas de invasao peritoneal por células endometriais
epiteliais e estromais in vitro, podendo influenciar na génese da lesdo endometridtica
(75).

Nodal e cripto, moléculas moduladoras do receptor da ativina, S0 expressos
no endométrio humano e a expressao do cripto em células endometriais estromais e
epiteliais € mais alta durante a fase proliferativa do ciclo menstrual. Além disso, a
expressao do cripto estd aumentada no adenocarcinoma de endométrio (81).

A inibina a foi primariamente detectada no limen das células glandulares e
nas células epiteliais do endométrio humano e sua expressdao apresentou um
aumento na fase secretora do ciclo menstrual (90). A expresséao da inibina a também
€ exacerbada nas células estromais decidualizadas, na fase secretora e apés a
administracdo de progestdogenos exogenos, sugerindo sua regulacdo pela
progesterona e seu papel na implantacdo embrionaria em humanos (65,91).

A expressao de folistatina (MRNA e proteina) esta aumentada em implantes
endometriéticos do ovario em comparacdo com endométrio normal (92). Em
pacientes com endometrioma, a concentracdo da folistatina € maior no contetudo
cistico do que no liquido peritoneal e no plasma, o que sugere a secrecao local de
folistatina pelas células endometridticas (53). O papel da folistatina na patogénese
da endometriose ainda € incerto. A folistatina tem acdo antagbnica a ativina A,
inibindo a decidualizagcdo das células estromais in vitro (68) e diminuindo a
capacidade de invasao de tecidos adjacentes por células endometriais cultivadas in
vitro (75). Assim, a folistatina poderia estar envolvida na patogénese da
endometriose por participar da diferenciagdo endometrial, invasdo peritoneal,

modulacdo do sistema imune e angiogénese. Como a maioria das acbes da



16

folistatina resulta de sua acdo bloqueadora da ativina, € importante caracterizar, nos
mesmos tecidos e células, a expressao dos receptores e co-receptores de ativina,

como o ActRIl, nodal e cripto (93).

Recentemente, foi observado que a folistatina, quando comparada ao CA125,
apresenta maior sensibilidade e especificidade na deteccdo do endometrioma (53).
A folistatina poderia ser um bom marcador para o diagnéstico de endometriose
ovariana, uma vez que o horménio pode ser medido no soro facilmente, ndo requer
métodos radioativos ou procedimentos complicados para sua medida, ha kits ELISA
disponiveis comercialmente e os resultados sédo reprodutiveis. Além disso, 0s niveis
de folistatina ndo se alteram durante o ciclo menstrual (94), ndo apresentam

variacdo durante o dia (95) e ndo se alteram na menopausa (94,96).

As evidéncias de que os tecidos endometriéticos expressam ativina A (85), o
receptor ActRII, nodal, cripto (86) e folistatina (92) e de que a ativina A aumenta a
capacidade de invasdo das células endometriais in vitro sugerem que estas
moléculas participem do desenvolvimento e manutengdo dos implantes na

endometriose (75).
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2. OBJETIVOS
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1- OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressdo local e sistémica da ativina A e da folistatina e seus

efeitos bioldgicos in vitro na endometriose.

2- OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a expressédo de folistatina, da subunidade beta-A da ativina/inibina
(ativina A) e das proteinas relacionadas a ativina A, durante as fases do ciclo
menstrual, no endométrio eutdpico de pacientes com e sem endometriose e em

lesdes endometribticas;

- Verificar se as concentracdes séricas de ativina A e folistatina diferem entre
as varias formas de endometriose e se essas proteinas podem ser utilizadas como

marcadores de endometriose;

- Investigar os efeitos da ativina A e da folistatina sobre a expressdo de
citocinas proé-inflamatérias e mediadores de angiogénese em cultura in vitro de

células derivadas de endométrio de mulheres com e sem endometriose.
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3. MATERIAS E METODOS
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1. PACIENTES E METODOS

Experimento 1: Expressao de ativina A, proteinas relacionadas a ativina A e

folistatina no endométrio e endometriose.

Foram incluidas no estudo 48 mulheres com endometriomas confirmados por
videolaparoscopia e um grupo controle formado por 48 mulheres pareadas por
idade, com histéria de ciclos menstruais regulares e submetidas a esterilizagédo
tubaria por via laparoscopica. Nos dois grupos as amostras de endométrio da fase
proliferativa foram separadas em fase proliferativa inicial (dias 5-10) e proliferativa

tardia (dias 11-14). As amostras colhidas na fase secretora foram divididas em fase

secretora inicial (dias 14-22) e secretora tardia (dia 23 em diante) (Tabela 1).

Aproximadamente 1cm?3 de tecido endometrial foi obtido de mulheres com
ciclos menstruais regulares (28-30 dias). O endométrio eutopico foi colhido por
histeroscopia e todas as amostras foram classificadas de acordo com o ultimo dia da
menstruacdo e confirmadas pela avaliacdo ultrassonografica. A datacdo do

endomeétrio foi confirmada histologicamente pelos critérios de Noyes (97).

Nas pacientes com endometriose, uma amostra de tecido endometriotico foi
colhida dos endometriomas ovarianos durante a intervencdo cirurgica. Os tecidos
endometriais foram cuidadosamente dissecados da parede do cisto, ndo colhendo
junto material do coértex ovariano normal e foram confirmados pelo exame
anatomopatologico. O diametro do cisto endometridtico medido pela ultrassonagrafia
transvaginal foi de 38 a 72 mm e todas as pacientes incluidas no estudo
apresentavam endometriose nos estagios Ill ou IV da doenca, de acordo com a

classificagdo da Associagdo Americana de Medicina Reprodutiva.
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Todas as pacientes estavam em tratamento para engravidar no centro de
infertilidade da Universita di Siena. Outras doencas enddcrinas, uterinas e fator
masculino de infertilidade foram excluidos. Todas as pacientes foram submetidas a
anamnese e exame fisico completos. Pacientes em uso de hormonioterapia nos

ultimos trés meses foram excluidas do estudo.

Todas as amostras foram imediatamente submersas em nitrogénio liquido
para permitir a extracdo do RNA e a realizacdo da reacdo em cadeia da polimerase

(PCR).

Tabela 1- Caracteristicas dos dois grupos, mulheres com e sem endometriose, nas

diferentes fases do ciclo menstrual

_ EP LP ES LS EP LP ES LS Total

10.0 14.0 11.0 13.0 11.0 13.0 10.0 14.0 96.0
28.6 290 306 2.6 323 30.0 28.0 33.6 30.2
(5.6) (5.8 (6.4) (5.9) (4.3) 4.0 (6.5) (4.0) (5.3)

Legenda: EP = early proliferative (proliferativa inicial); LP = late proliferative (proliferativa tardia); ES = early secretory
(secretora incial); LS = late secretory (secretora tardia).

Extracdo de RNA e preparacdo do cDNA

O tecido foi triturado e homogeneizado. O RNA total foi extraido usando um
kit comercial, RNeasy Protect Mini Kit e entdo tratado com agua sem ribonucleases-
RNAase (RNase-free) de acordo com as instrucdes do kit (RNase Protect Mini Kit;
Qiagen, Hilden, Germany). O RNA foi quantificado através da absorcéao ultravioleta

(OD260/0D280) e 300ug foram utilizados para fazer a retrotranscrigéo, utilizando o
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kit High Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems, Foster City,

CA).

Reacdo em Cadeia da Polimerase (Real Time-PCR)

As expressdes dos mRNAs da ativina A, ativina B, receptores da ativina,
moduladores dos recpetores da ativina e antagonistas da ativina no endométrio
eutopico e ectopico foram comparadas usando a Real Time-PCR. A RT-PCR foi
realizada usando o Opticon 2 thermal cycler (MJ Research, Bio-Rad Laboratories,
Waltham, MA) e as seguintes sondas de expressdo génica TagMan (Applied

Biosystems, Weiterstadt, Germany):

Tabela 2- Conjunto de sondas de expressao génicas usadas na Real Time-PCR

Sonda de expresséo génica Codigo do produto

18s-RNA ribossomal (housekeeping Hs03003631_ml

Ativina A Hs00170103_m1
Ativina B Hs00173582_m1
ActRII Hs00155658_m1
Cripto Hs00414425 ml
Nodal Hs00415443 m1l
Inibina a Hs00171410_m1l
Folistatina Hs00246260_m1

O housekeeping gene utilizado como controle interno foi o 18s- RNA
ribosomal. Todas as amostras foram feitas em triplicada na placa de PCR com 96
pocos (Applied Biosystems), com a utilizacdo da solucdo TagMan Universal PCR
Master Mix (Applied Biosystems), indicada no protocolo de PCR da empresa

fornecedora das sondas.
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As curvas padréo relativas foram feitas utilizando-se uma “amostra padrao” de
cDNA preparada a partir de uma bidpsia de endométrio secretor. A amostra padrao
foi diluida de forma seriada e usada para construcdo das curvas padrao utilizadas
para quantificar os resultados da Real Time-PCR. O numero de ciclos do ponto
inicial da curva necessarios para a amplificacdo do DNA alvo foi utilizado para
calcular o valor de entrada de cada amostra através da equacéo linear gerada pela
curva padrdo. Os resultados foram obtidos através de uma razdo entre o gene
estudado e o housekeeping, 18s (98). O protocolo de amplificacdo utilizado foi o

seguinte:

(1) desnaturacgao inicial de 10 minutos a 95°C

(2) 45 ciclos de desnaturacéo (15 segundos a 95°C)

(3) Pareamento dos primers e alongamento por 1 hora a 60°C

Em todas as placas de Real Time-PCR foi utilizado uma amostra sem a enzima
transcriptase reversa como um controle negativo (auséncia de amplificacéo),

também em triplicata.
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Experimento 2: Avaliacdo dos niveis séricos de ativina A e folistatina em portadoras

de endometriose.

As pacientes foram recrutadas prospectivamente para o estudo entre marco
de 2008 e maio de 2010 no Hospital das Clinicas da UFMG, Belo Horizonte e no
Policlinico Le Scotte, Universita di Siena, em Siena, Italia. Além destas, avaliamos
retrospectivamente casos dos bancos de amostras bioldégicas dos centros de

estudos de endometriose de S&o Paulo (USP) e da Universita di Milano, Italia.

O grupo controle (n=75) foi constituido por pacientes com ciclos menstruais
regulares com ovulacdo documentada e que se submeteram a cirurgia
videolaparoscépica para salpingotripsia ou a cirurgia intrauterina (devido a mioma
submucoso, pélico ou septo) ou que foram encaminhadas ao centro de infertilidade
devido fator masculino. As pacientes apresentavam exame pélvico e

ultrassonografia transvaginal normais e ndo faziam uso de hormonioterapia h& pelo

menos 3 meses.

Foram avaliadas 139 pacientes com endometriose dividas em trés grupos:
endometriose peritoneal (n=28), definida pela presenca de apenas focos superficiais
de endometriose no peritbnio; endometrioma ovariano (n=61), definido pela
presenca de pelo menos um cisto ovariano rodeado por tecido endometridtico; e
endometriose infiltrativa (n=50), definida pela presenca de lesGes em quatro regides:
(i) bexiga, quando as lesdes infiltram a muscular prépria do 6rgéo; (ii) ligamento
uterosacro; (iii) vagina, quando as lesdes infiltram a porgdo anterior do septo

retovaginal, fornix posterior da vagina e &rea retroperitoneal entre o septo
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retovaginal anterior e o férnix posterior da vagina; (iv) intestino, quando as lesdes
acometem a muscular propria do intestino.

Amostras de sangue periférico

Todas as amostras de sangue, tanto as prospectivas quanto as provenientes
de banco de amostras bioldgicas, foram coletadas de veia periférica imediatamente
antes da inducao anestésica. O sangue foi centrifugado a 400x g por 10 minutos na
temperatura ambiente e o soro foi separado com a pipeta e tranferido para um tubo
criorresistente e estocado a -80°C.

Dosagens de ativina A e folistatina

As concentracdes de ativina A e folistatina foram medidas usando Kits de
ensaio imunoenzimatico disponivel comercialmente (R&D Systems, USA). Todas as
amostras foram analisadas em duplicata. Resumidamente, o diluente (100 pl),
amostras e standards (100 pl) foram adicionados a placa de 96 pocos revestida com
o anticorpo primario (IgG anti-ativina A ou anti-folistatina). A placa foi entdo incubada
por 3 horas na temperatura ambiente (ativina A) ou a 4°C (folistatina), a seguir, a
placa foi lavada com tampéo, secada com papel-toalha e incubada com o segundo
anticorpo por 1 hora a temperatura ambiente (ativina A) ou por 2 horas a 4°C
(folistatina). A placa de ensaio foi rigorosamente aspirada, lavada por 5 vezes com
detergente ndo-idnico diluido em salina tamponada (solucdo de lavagem, integrante
do kit) e invertida sobre material absorvente até a secagem completa. O cromégeno
tetrametilbenzidina (TMD) (100 ul) foi adicionado e incubado por 30 minutos. A
reacao foi interrompida pela adi¢ao de acido sulfurico 0,2 M (100 pl) assim que o

poco de referéncia (padrdo zero) comegou a apresentar cor visivel. A placa foi
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submetida a leitura de absorbancia a 450 nm em um leitor de ELISA modelo EL-340

(Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, USA).

O kit para dosagem de ativina A utiliza um par de anticorpos monoclonais
anti-ativina A humana. O kit apresenta um limite de deteccdo de 4pg/mL com um
limiar de deteccédo variando de 15 a 1000pg/mL. Nao apresenta reatividade cruzada
com outros membros da familia do TGF-B. Os coeficientes de variacdo maximos

intra- e inter-ensaio séo de 4,4% e 7,9%, respectivamente.

O kit para dosagem da folistatina utiliza um par de anticorpos monoclonais
anti-FS300 humana, mas detecta tanto a FS288 quanto a FS315 com 95% de
recuperacado, entretanto, quando utilizado em amostras de sangue periférico, reflete
essencialmente a dosagem da FS315 porque esta isoforma corresponde a >90% da
folistatina na circulacdo (90). O ensaio detecta a folistatina sérica total (livre +
conjugada) e apresenta um limite de deteccdo de 29pg/mL com um limiar de
deteccado variando de 250 a 16.000pg/mL. Nao apresenta reatividade cruzada com
outros membros da familia do TGF-f ou com a2-macroglobulina. Os coeficientes de

variacdo maximos intra- e inter-ensaio sao de 2,7% e 9,2%, respectivamente.
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Experimento 3: Efeitos da ativina A e da folistatina sobre a expressao de
citocinas pro-inflamatérias e mediadores de angiogénese em cultura in vitro de

células derivadas de endométrio de mulheres com e sem endometriose.

O grupo de estudo incluiu pacientes ndo gestantes com endometriose (faixa
etaria entre 25 e 33 anos) (n = 6) submetidas a excisdo laparoscopica de
endometrioma (diametro do cisto entre 39-74 mm). Todas as pacientes com
endometriose incluidas no estudo apresentavam endometriose nos estagios Il ou
IV, de acordo com a classificacdo da Associacdo Americana de Medicina
Reprodutiva. O grupo controle foi representado por mulheres saudaveis, nao
gestantes (n = 6) (faixa etaria entre 23 e 36 anos), submetidas a videolaparoscopia
devido cisto ovariano benigno ou miomas. Todas as mulheres apresentavam ciclo
menstrual regular (28-30 dias), e as amostras de endométrio foram classificados
como fase proliferativa de acordo com o data da ultima menstruacéo confirmado por
ultra-sonografia e pelos critérios histologicos (97). As caracteristicas dos individuos
estdo na Tabela 3. Mulheres com disturbios enddcrinos ou distarbios clinica outros
foram excluidos. Individuos que tinham recebido tratamento com esteréides durante

0s ultimos trés meses foram excluidos.

Culturas endometriais

Amostras de endométrio foram obtidas por bidpsia aspirativa realizada sob
anestesia imediatamente antes da laparoscopia. As células endometriais estromais
humanas (em inglés, human endometrial stromal cells- HESC) foram isoladas
imediatamente apds a coleta como previamente descrito (93). Resumidamente, o

material foi transportado ao laboratério em meio de cultura de Eagle modificado por
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Dulbecco (Invitrogen, Italy) acrescido de soro bovino fetal 10% (Sigma, lItaly). As
amostras foram fracionadas com bisturi e incubadas com colagenase tipo 1 a 0,1%
por 1 ou 2 horas a 37°C em banho com agitacdo. O material foi entdo centrifugado
por 10 minutos a 1200 rpm a temperatura ambiente, o pellet resuspenso em meio
DMEM/F12 (Invitrogen, Italy) acrescido de soro bovino fetal 10% (Sigma, ltaly) e
antibioticos (Invitrogen, lItaly) e cultivado a 37°C na incubadora com 95% de ar e 5%
de CO2. Apés a sedimentacdo das células epiteliais, as células estromais foram
recolhidas com o sobrenadante e transferidas para frascos de cultura, onde as

células aderentes ao frasco foram cultivadas em monocamada.

ApoOs a terceira passagem, quando atingiram a subconfluéncia, as células
foram incubadas em meio DMEM/F12 com soro inativado (charcoal-stripped) e
tratadas durante 24h com concentracdes seriadas (12,5 ng/mL, 25 ng/mL e 50
ng/mL) de ativina A; a concentracdo de 25 ng/mL foi utilizada para o tratamento com

ou sem a adicao de folistatina (250ng/mL).



Tabela 3- Caracteristicas das amostras para HESC

Amostra

10

11

12

Diagnostico

Controle (CO)
Endometrioma
Controle (CO)
Controle (M)

Endometrioma
Endometrioma
Endometrioma
Endometrioma
Controle (CO)
Controle (CO)
Endometrioma

Controle (CO)

Fase do ciclo Periodicidade

Proliferativa
Proliferativa
Proliferativa
Proliferativa
Proliferativa
Proliferativa
Proliferativa
Proliferativa
Proliferativa
Proliferativa
Proliferativa

Proliferativa

ciclo/ dia da
laparoscopia

28/07
28/08
29/09
30/10
28/08
28/09
29/10
29/07
30/06
30/10
28/07
29/07

Idade,
anos

30
33
34
23
27
29
32
32
34
36
25
26

Uso de
drogas*
(4ltimos 3
meses)

Cal2s
U/ml

9.3
15.8
15.9
17.5
36.5
80.5

178.9
105.9
21.1
10.3
12.8

12.4
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Nota: Controle - sem endometriose/ CO-cisto ovariano; M- Mioma; IMC- indice de Massa
Corporal (Kg/m?)/*contraceptivo hormonal, drogas hormonais, anti-inflamatérios néo
esteroidas, corticosterdides.

Dosagens de IL-6, IL-8 e VEGF no meio de cultura

O meio de cultura foi

coletado para andlise das concentracdes de

interleucinas 6 e 8, e fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF). Para a

quantificacdo destes fatores foram utilizados kits de ensaio imunoenzimatico

produzidos pelas companhias Abcam e Cayman (Italia).

IMC

25.2
23.4
22.6
19.2
25.4
18.8
24.0
22.6
21.5
19.3
26.2

18.4
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Tabela 4- Conjunto de ensaios enzimaticos usados para realizagdo de ELISA

Ensaio imunoenzimatico Empresa/Cédigo do produto

IL-6 Abcam (Italia)/ab46027
IL-8 Abcam (Italia)/ab46032
VEGF Abcam (Italia)/ab100662

As concentragfes dessas interleucinas e de VEGF nos meios de cultura
foram dosadas e analisadas de acordo com as instru¢des do fabricante: interleucina
(IL) -6 (limiar de deteccao: 6,25-200 pg / mL), interleucina (IL) -8 (limiar de deteccéo:

62,5-2000 pg / mL) e VEGF (limiar de deteccéo: 58,23-6000 pg / mL).

Resumidamente, as amostras (100 ul), o diluente e padrdes (100 pl) foram
adicionados a uma placa de 96 pocos revestidos com anticorpos, que foi selada e
incubada por 1 h a temperatura ambiente (IL-6, IL-8) ou por 2,5 horas (VEGF). A
placa foi entdo lavada com tampéao de lavagem, secada em papel toalha e incubada
com o segundo anticorpo por mais 30 minutos (IL-6, IL-8) ou 1 h (VEGF) em
temperatura ambiente. Apés nova lavagem, o cromdégeno tetrametilbenzidina (TMD)
(100 ul) foi adicionado por 15 min (IL-6, IL-8) ou 30 min (VEGF) a temperatura
ambiente e a reacédo foi interrompida pela adicdo de acido sulfarico 2 N. A placa foi
submetida a leitura de absorbancia a 450 nm em um leitor de ELISA modelo EL-340
(Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, USA). Os coeficientes de variagdo maximos
intra e inter-ensaio sdo, respectivamente, 4,2% e 7,7% (IL-6), 4,3% e 7,8% (IL-8),

<10% e <12% (VEGF).
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Reacdo em Cadeia da Polimerase (Real Time-PCR)

Findo o periodo de estimulo e recolhido o meio de cultivo, as células foram
coletadas e tiveram o RNA extraido para andlise da expressdo génica das citocinas
e mediadores de angiogénese, utilizando a técnica de Real Time-PCR. As
expressdes dos mRNAs de IL-6, IL-8 e VEGF-A nas HESCs tratadas foram
comparadas usando a Real Time-PCR. A Real Time-PCR foi realizada usando o
Opticon 2 thermal cycler (MJ Research, Bio-Rad Laboratories, Waltham, MA) e as
seguintes sondas de expressao génica TagMan (Applied Biosystems, Weiterstadt,

Germany):

Tabela 5- Conjunto de sondas de expressao génicas usadas na Real Time-PCR

Sonda de expresséo génica Codigo do produto

18s-RNA ribossomal (housekeeping Hs03003631_ml
IL-6 Hs00985639 m1

IL-8 Hs00174103_m1l

VEGF Hs00900055_m1
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ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram submetidos a teste de normalidade (Kolmorov-
Smirnov) para avaliar a natureza da distribuicdo utilizando o software Prism 4
(GraphPad Software, La Jolla, CA). Quando preencheram os critérios para analise
paramétrica, foram descritos como média + erro padrdo da média e as
concentracdes séricas dos marcadores nos grupos (com e sem endometriose) e nos
subgrupos (tipo de lesédo) foram comparadas utilizando analise de variancia de uma
via seguida pelo teste de Newman-Keuls para comparac6es multiplas. Os dados que
nao puderam ser analisados por testes paramétricos foram descritos como mediana
e intervalo inter-quartil e comparados pelo teste de Kruskal-Wallis. A analise das
diferencas encontradas durante as fases do ciclo menstrual foi realizada usando a
Andlise de Variancia (ANOVA) seguida do teste de Turkey para comparacdes
multiplas. Quando dois grupos foram comparados, por exemplo, grupo controle
versus mulheres com endometriose, o teste T de Student foi realizado. Os
resultados da Real Time-PCR foram descritos como média + erro padrdo da média.

P<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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4. RESULTADOS
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1- Experimento 1- Expressao de ativina A, proteinas relacionadas a ativina

A e folistatina no endométrio e endometriose.

1.1- Endométrio eutdpico

Ativina A, ativina B, receptor da ativina, nodal, cripto, inibina a e folistatina
foram expressos (MRNA) em todas as amostras de endométrio eutdpico
avaliadas. A analise da expressao génica foi realizada em todas as fases do
ciclo menstrual em mulheres saudaveis e em pacientes com endometriose.
Em cada grupo de pacientes (controle e endometriose), a variagdo da
expressao génica foi avaliada durante o ciclo menstrual. Além disso, cada fase
do ciclo menstrual foi comparada entre o grupo controle e o grupo com

endometriose.

1.1.1- Ativina A, ativina B e receptor da ativina

A expressao da ativina A (MRNA) em mulheres saudaveis foi maior na fase
secretora do que na fase proliferativa (p<0,001). Nas pacientes com
endometriose ndo foi observado mudancas na expressdo da ativina A
(mRNA) durante as fases do ciclo menstrual (Figura 3A). Em relacdo as
pacientes controles, pacientes com endometriose apresentaram maior
expressdo da ativina A nas fases proliferativa inicial e tardia (p<0,05). A
expressdo do mRNA da ativina B ndo mostrou diferengas estatisticamente
significativas durante as fases proliferativa e secretora do ciclo menstrual
tanto no grupo controle quanto nas pacientes com endometriose (Figura
3B). Nao se demonstrou diferencas na expressdo do mRNA do ActRII

(Figura 3C).
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Figura 3. Expressdo de (A) ativina A, (B) ativina B, e (C) ActRIl mRNA no endométrio
eutopico de pacientes saudaveis (control) e mulheres com endometriose (endometriosis) e
tecido endometridtico (endometriotic tissue) durante as fases proliferativa e secretora do ciclo
menstrual. Letras diferentes indicam diferengas estatisticamente diferentes entre 0s grupos
(ANOVA e teste de Turkey). == p<0,05 fases prolifetativas da endometriose versus controle.
EP = early proliferative (proliferativa inicial); LP = late proliferative (proliferativa tardia); ES
= early secretory (secretora incial); LS = late secretory (secretora tardia).
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1.1.2- Moduladores do receptor da ativina: nodal e cripto

A expressio do mMRNA do nodal néo apresentou diferencas
estatisticamente significativas entre 0s controles e as pacientes com
endometriose nas fases proliferativa e secretora (4A). No grupo controle, a
expressdo do mRNA do cripto foi muito maior durante a fase proliferativa
(P<0.001) do que durante a fase secretora. Nas pacientes com
endometriose, a expressdo do MRNA do cripto foi menor na fase
proliferativa (P<0.05), e ndo se demonstrou diferencas entre as fases

proliferativa e secretora do ciclo menstrual (4B).


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T6K-52MGWD0-4&_user=686413&_coverDate=04%2F15%2F2011&_rdoc=1&_fmt=high&_orig=gateway&_origin=gateway&_sort=d&_docanchor=&view=c&_acct=C000037539&_version=1&_urlVersion=0&_userid=686413&md5=dcd4c32c3e7892127988dee470f98ce4&searchtype=a#fig2
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T6K-52MGWD0-4&_user=686413&_coverDate=04%2F15%2F2011&_rdoc=1&_fmt=high&_orig=gateway&_origin=gateway&_sort=d&_docanchor=&view=c&_acct=C000037539&_version=1&_urlVersion=0&_userid=686413&md5=dcd4c32c3e7892127988dee470f98ce4&searchtype=a#fig2
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Figura 4- Expressdao do mRNA de (A) nodal e (B) cripto no endométrio eutopico de pacientes
saudaveis (controls) e mulheres com endometriose (endometriosis) e no tecido ectopico
(endometriotic tissue), durante as fases proliferativa e secretora ciclo menstrual. Letras
diferentes indicam diferencas estatisticamente diferentes entre os grupos (ANOVA e teste de
Turkey). * = p<0,05 fases prolifetativas da endometriose versus controle. EP = early
proliferative (proliferativa inicial); LP = late proliferative (proliferativa tardia); ES = early
secretory (secretora incial); LS = late secretory (secretora tardia).
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1.1.3- Antagonista da ativina e proteina ligadora: inibina a e folistatina

A expressdo do mRNA da inibina a foi diferente entre controles e pacientes
com endometriose. As mulheres saudaveis apresentaram um aumento da
expressdo do mRNA da inibina a durante a fase secretora (p<0,05 versus
fase proliferativa). Nas pacientes com endometriose, ndo foi encontrada

diferenca na expressao da inibina a durante as fases do ciclo (Figura 5A).

A expressdo do mRNA da folistatina no endométrio eutopico de pacientes
controles ndo demonstrou variagdes entre as fases proliferativa e secretora
do ciclo menstrual. Ja nas pacientes com endometriose, ao contrario, a
expressdo do mRNA da folistatina foi maior (p<0,05) na fase secretora do
que na proliferativa (Figura 5B). A expresséo de folistatina ndo apresentou
diferencas estatisticamente significativas entre os controles e pacientes

com endometriose.
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Figura 5. Expressdo do mRNA de (A) inibina o ¢ (B) folistatina endométrio eutopico de
pacientes saudaveis (controls) e mulheres com endometriose (endometriosis) e no tecido
ectopico (endometriotic tissue), durante as fases proliferativa e secretora ciclo menstrual
Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente diferentes entre os grupos (ANOVA e
teste de Turkey). EP = early proliferative (proliferativa inicial); LP = late proliferative
(proliferativa tardia); ES = early secretory (secretora incial); LS = late secretory (secretora
tardia).

1.2- Tecido ectopico

Avaliou-se a expressdo do mRNA das proteinas relacionadas com a ativina
no tecido ectopico proveniente de endometriomas. As expressdes dos mRNAs
de ativina A, ativina B, receptor da ativina, nodal, cripto e inibina a nao
apresentaram diferencas entre as fases proliferativa e secretora do ciclo
menstrual, exatamente como encontrado no endométrio eutopico das
pacientes com endometriose (Figuras 3, 4 e 5A). A expressao do mRNA da
folistatina foi maior durante a fase secretora (p<0,05 versus fase proliferativa)

(Figura 5B).
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2- Experimento 2- Avaliacdo dos niveis séricos de ativina A e folistatina em

portadoras de endometriose

A ativina A foi detectada em todas as amostras analisadas. A sua
concentracdo (média + desvio padrao) foi de 0.17 + 0.01 ng/ml no grupo
controle, 0.19 £+ 0.01 ng/ml no grupo da endometriose peritoneal, 0.22 + 0.01
ng/ml no grupo do endometrioma e 0.16 + 0.02 ng/ml na endometriose
profunda. No grupo dos endometriomas, 0s niveis séricos de ativina A foram

mais altos que no grupo controle (Figura 6A).

A folistatina foi detectada em todas as amostras analisadas. A sua
concentracdo (média + desvio padrao) foi de 1.69 + 0.07 ng/ml no grupo
controle, 2.24 + 0.42 ng/ml no grupo da endometriose peritoneal, 2.34 + 0.32
ng/ml no grupo do endometrioma e 1.50 + 0.17 ng/ml na endometriose
profunda. Nenhum grupo de pacientes com endometriose apresentou
diferencas estatisticamente significativas nos niveis séricos de folistatina
gquando comparados ao grupo controle (Figura 6B). Dentro dos grupos de
endometriose, o0 nivel sérico da folistatina foi mais alto nas pacientes com

endometriose peritoneal e endometrioma.

Quando os dois marcadores foram combinados para gerar um indice de dois
marcadores (duo marker index), o grupo com endometrioma apresentou um
aumento significativo deste indice quando comparado com o grupo controle e
com o grupo da endometriose profunda (p<0,01). No grupo com endometriose

peritoneal, o indice dos dois marcadores foi semelhante ao do grupo com



41

endometrioma, mas ndo permitiu uma distincdo clara com os controles (Figura

6C).

A figura 6D mostra as curvas ROC da ativina A, folistatina e do indice dos dois
marcadores para o diagnostico de endometrioma versus controle. A area
abaixo da curva da ativina foi 0.700 (95% de intervalo de confianca, 0.605-
0.794), e da folistatina foi 0.620 (0.510-0.730). A combinacdo dos dois
marcadores em um indice ndo melhorou significativamente suas acuracias
diagnosticas. A area abaixo da curva ROC para o produto ativina A x folistatina
foi 0.696 (0.596-0.795), o que nao difere das area abaixo das curvas ROC de
cada marcadores sozinho (Figura 6D). A acuracia dos marcadores foi
modesta, como demonstrado na Tabela 5. Usando os pontos de corte que
atingem 90% de especificidade, a sensibilidade e a razdo de verossimilhanca
positiva foram respectivamente de 0,33 e 2,78 para ativina, 0.37 e 3.94 para

folistatina e 0.41 e 4.41 para a combinacao dos dois marcadores.
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Figura 6- Niveis séricos de ativina A, folistatina (FS) e o produto ativina A x FS em mulheres
com endometriose peritoneal, endometrioma e endometriose profunda, comparadas com o
grupo controles sem endometriose. Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente

diferentes entre os grupos (ANOVA and Newman-Keuls test).
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Tabela 6: Sensibilidade e razdo de verossimilhanca positiva correspondentes a 90%

de especificidade na deteccdo do endometrioma com niveis séricos de ativina A,

folistatina, ou ambos.

Marcador

Ativina A

Folistatina

Duo Marker

(Actvin A x Follistatin
product)

Ponto de corte com 90% de Sensibilidade

especificidade

>0.25 ng/ml

>2.4 ng/ml

>0.45 (ng/ml)2

0.33  (0.21-
0.48)
0.37  (0.23-
0.52)
0.41  (0.28-
0.56)

Razao
verossimilhanca

positiva

2.78 (1.34-5.74)

3.94 (1.78-8.72)

4.41(2.03-9.60)

de
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3- Experimento 3- Efeitos da ativina A e da folistatina sobre a expressao de
citocinas pré-inflamatérias e mediadores de angiogénese em cultura in
vitro de células derivadas de endométrio de mulheres sem e com

endometriose.

A expressdo do IL-6 RNAm foi significativamente maior em HESC derivadas
de mulheres com endometriose, quando comparadas com as de mulheres
sem endometriose (IL-6/18S 1,37 + 0,57 vs. 0,53 + 0,21, p<0,05). A secrecéo
basal de IL-6 também foi maior em HESC derivadas de mulheres com
endometriose (498 + 205 pg/ml) do que em HESC de mulheres sem
endometriose (220 £+ 181 pg / ml, p <0,05). Ativina A em diferentes doses nao
teve efeito na expressdo de IL-6 RNAm nas culturas (Figura 7A).Por outro
lado, a ativina A inibiu a secrecao de IL-6 apenas em HESC de mulheres com
endometriose, e este efeito foi cancelado pela folistatina (Figura 7B).
A expressdao de IL-8 RNAm (IL-8/18S 2,90 + 0,82 vs 0,39 + 0,08) e a
concentracdo da proteina IL-8 basais foram maiores em HESC de mulheres
com endometriose do que nas mulheres sem endometriose (313 = 72 vs 45 £
16 pg/ ml, p <0,01). A adicéo de ativina A aumentou a expresséo IL-8 RNAm e
sua secregcao em HESC de mulheres sem endometriose (Figuras 8A e 8B),
mas ndo em HESC de mulheres com endometriose, que apresentaram apenas
um pequeno aumento dos niveis de RNAmM néo traduzidos para secrecao de
proteinas. Ambos os efeitos foram bloqueados pelo folistatina (p <0,05)

(Figuras 8A e 8B).

VEGF RNAm (VEGF/18S 1,80 + 1,70 vs 1,48 £ 0,40) e secrecao (126 + 62 vs

139 + 82 pg / ml) ndo foram diferentes entre HESc derivadas de mulheres com
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e sem endometriose. HESCs tratadas com doses crescentes de ativina A
mostraram aumento dose-dependente da expressao e secrecdo de VEGF no
grupo controle, mas ndo em mulheres com endometriose (Figuras 9A e 9B).

Estes efeitos foram revertidos pela adicdo de folistatina (Figuras 9A e 9B).
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Figura 7
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Figura 7- Variacdo percentual de IL-6 mRNA (A); e variacdo percentual da secrecdo (B) em
HESCs de mulheres sem endometriose (controles, circulos abertos) e mulheres com
endometriose (circulo preto), tratadas com diferentes concentracGes de ativina A e folistatina
(act 12,5 = ativina A a 12.5ng/mL; act 25 = ativina A a 25ng/mL; act 50 = ativina A a
50ng/mL; act + FS = ativina A a 25ng/mL mais folistatina em 250ng/mL). Letras diferentes
indicam diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (ANOVA e Newman-
Keuls).
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Figura 8
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Figura 8- Variacdo percentual de IL-8 mMRNA (A); e variacdo percentual da secre¢do (B) em
HESCs de mulheres sem endometriose (controles, circulos abertos) e mulheres com
endometriose (circulo preto), tratadas com diferentes concentracOes de ativina A e folistatina
(act 12,5 = ativina A a 12.5ng/mL,; act 25 = ativina A a 25ng/mL; act 50 = ativina A a
50ng/mL; act + FS = ativina A a 25ng/mL mais folistatina em 250ng/mL). Letras diferentes
indicam diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (ANOVA e Newman-
Keuls).
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Figura 9
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Figura 9- Variacdo percentual de VEGF mRNA (A); e variacdo percentual da secre¢do (B) em
HESCs de mulheres sem endometriose (controles, circulos abertos) e mulheres com
endometriose (circulo preto), tratadas com diferentes concentracGes de ativina A e folistatina
(act 12,5 = ativina A a 12.5ng/mL; act 25 = ativina A a 25ng/mL; act 50 = ativina A a
50ng/mL; act + FS = ativina A a 25ng/mL mais folistatina em 250ng/mL). Letras diferentes
indicam diferencas estatisticamente significativas entre os grupos (ANOVA e Newman-
Keuls).
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5. DISCUSSAO
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1- Experimento 1- Expressao de ativina A, proteinas relacionadas a ativina

A e folistatina no endométrio e endometriose.

Nosso estudo mostrou que o endométrio eutdpico de mulheres com e sem
endometriose apresentam diferencas no padrdo de regulacdo da ativina A
durante as diferentes fases do ciclo menstrual. Em paricular, a expressao do
RNAmM da ativina A, do cripto, e da inibina a ndo apresentaram alteracdes ao
longo do ciclo menstrual, e observou-se aumento da expressao da folistatina
RNAmM durante a fase secretora tardia. Além disso, nosso estudo também
revelou que a expressao dessas moléculas nos endometriomas apresenta as

mesmas varia¢cdes do endométrio eutépico durante o ciclo endometrial.

Véarios mecanismos tém sido propostos para explicar a associacédo
entre a endometriose e a infertilidade, incluindo a distorcdo da anatomia
pélvica, anormalidades enddcrinas e ovulatérias e funcdo imune mediada por
células no endométrio (5,6). Os implantes de endometriose podem afetar a
implantacdo do embrido (5,99), mas parece ocorrer também disfuncéo
endometrial (5,100). Em mulheres com endometriose o atraso na maturacao
histologica e alteracBes bioquimicas no endométrio reforcam o papel da
disfuncdo endometrial como contribuinte para a diminuicdo da fertilidade
(5,99,101). De fato, o horménio liberador de corticotropina (CRH) e os as
urocortinas envolvidos na decidualizacdo endometrial estdo diminuidos em
mulheres com endometriose (20). Hormonios esterdides estimulam a maior
expressado local e sintese de varias proteinas ao longo das fases do ciclo
endometrial e no inicio da gravidez. Estes peptideos/proteinas localmente

expressos participam da sinalizagdo paracrina para outros tipos de células
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modulando as fun¢Bes endometriais; a disfuncdo na expressdo de tais
peptideos/proteinas pode iniciar condicbes patolégicas, como a infertilidade

na endometriose.

Em nosso estudo, as mulheres com endometriose ndo apresentaram
aumento da expressédo ativina A RNAm durante a fase secretora. O aumento
da expressédo da ativina A RNAm durante a fase secretora de mulheres sem
endometriose (67) parece ser um sinal de endométrio receptivo (66,67),
promovendo a invasao do trofoblasto durante implantacdo do embrido (102).
Portanto, a falta de qualquer alteracdo na fase secretora em mulheres com
endometriose poderia estar relacionada a um endométrio infértil. Além disso,
ativina A participa da neovascularizacédo (87), aumenta a atividade da matriz
metaloproteinase (MMP) (88), e esta envolvida na infiltracdo de macréfagos
na membrana basal em estados inflamatérios (89), suportando varios
possiveis locais de acdo da ativina A na patogénese da endometriose. Um
estudo recente mostrou que a ativina A aumentou a capacidade de invasao

das células endometriais ao peritdnio in vitro (75).

A expressdo do cripto RNAmM em pacientes com endometriose
nao se alterou durante o ciclo endometrial, perdendo o pico de expressao na
fase proliferativa exibido por mulheres sem endometriose. Portanto, mulheres
com endometriose poderiam apresentar perda de controle da proliferacéo
celular (65,67) devido a expressao reduzida deste antagonista da ativina

durante a fase proliferativa.
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A expressdao da inibina a RNAmM ndo se alterou em mulheres com
endometriose, enquanto as mulheres sem a doenca apresentaram maior
expressdo endometrial da subunidade a, durante a fase secretora tardia,
como também demonstrado em estudos anteriores (65, 70, 91,103-105). Esta
alteracdo na expressdo da inibina a durante a fase secretora nas mulheres
com endometriose pode contribuir ainda mais para a disfuncdo endometrial

nesta mulheres.

A evidéncia de que mulheres com endometriose apresentam aumento
da expressdo endometrial da folistatina RNAmM durante a fase secretora
também pode contribuir para um efeito diminuido da ativina sobre as funcfes
endometriais na endometriose. Além disso, a folistatina induz angiogénese
e € mais expressa durante a proliferacdo e migracdo das células endoteliais
(106), facilitando a invasédo e proliferacdo das células endometridticas. Até
certo ponto, o aumento da expressao da folistatina pode ser considerado
promotor da génese da lesdo de endometriose, uma vez que estimula

angiogénese e proliferacéo celular (107).

Nosso estudo mostrou que o endométrio eutdpico de mulheres com
endometriose durante a fase secretora caracteriza-se pela diminuicdo da
inibina  a, aumento da expressdo de folistatina RNAmM, e
de expressdo alterada da ativina A, o que explica, em parte, a deficiéncia
na decidualizagdo e possivelmente afeta a implantacdo do embrido
(5, 99,100). A menor taxa de gravidez em mulheres com endometriose pode
estar relacionada com anormalidades no endométrio que resultam em falha

na implantacdo do embrido (101). Algumas diferencas foram observadas
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entre o endométrio eutdpico de mulheres com e sem endometriose , em
especial a reducdo das integrinas av no momento da implantacéo (5,100),
nivel muito baixo da enzima envolvida na sintese do ligante endometrial para
uma proteina presente na interface trofoblasto-blastocisto (5), e os genes que
regulam a apoptose, transportadores de ions, fatores de transcricdo, e outros
gue provavelmente sdo relevantes na falha da implantacdo e na patogénese

da endometriose (101).

Além  disso, nosso estudo demonstrou que  endometriomas
apresentam as mesmas variacdes do endométrio eutépico durante a ciclo
menstrual. Isto sugere uma biologia comum para o endométrio eutopico e
ectdpico na endometriose, mas nao indica se essas mudancas no endomeétrio
eutopico sdo secundarias ao desenvolvimento das lesbes endometridticas ou
sdo defeitos primarios que permanecem no tecido ectdpico. Outros estudos
demonstraram diferencas entre o tecido ectdpico e eutdpico na endometriose.
Os receptores de progesterona estéo significativamente diminuidos, e ha uma
superexpressao patolégica de ER3 em células do estroma de mulheres com
endometriose (2,108). No tecido endometriético, a cascata esteroidogénica
esta anormalmente ativada, e sdo produzidas quantidades significativas de

progesterona e estrogénio localmente (2, 21, 109).
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2- Experimento 2- Avaliacdo dos niveis séricos de ativina A e folistatina em

portadoras de endometriose.

A descoberta de novos biomarcadores permanece uma prioridade na
pesquisa em endometriose (41). Devido a sensibilidade e especificidade
limitadas dos sintomas clinicos (110,111), o uso de métodos laboratoriais
nao-invasivos € fundamental para otimizar a investigacdo diagndstica,
poupando as pacientes de intervencdes cirdrigicas desnecessarias. Até
agora, antigeno CA-125 permanece como Unico marcador sérico da
endometriose, amplamente utilizado na prética clinica, apesar de sua baixa
sensibilidade (112-114). Mesmo a combinacdo do CA-125 com multiplos
marcadores séricos, tais como o anticorpo anticardiolipina, soro amiloide A,
interleucinas 6 e 8, fator de necrose tumoral a, CA-19-9 e a proteina C reativa
de alta sensibilidade ndo alcancou acuracia diagnostica desejada, porque

nenhum desses marcadores € exclusivo para a endometriose (49,115).

A ativina A e a folistatina foram investigadas no presente estudo como
potenciais marcadores diagndsticos para endometriose peritoneal, ovariana e
profunda infiltrativa . Estas moléculas foram escolhidas porque sé&o
produzidas e secretadas pelo endométrio humano e por implantes de
endometriose (85,92,116) e podem ser quantificadas no soro periférico com
métodos confiaveis e acessiveis. Aléem disso, em estudo preliminar foi
observado que mulheres com endometrioma de ovario apresentavam

concentracdes plasmaticas aumentadas de folistatina (53).
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Os nossos resultados, no entanto, mostram apenas um aumento discreto de
ativina A em endometrioma de ovario e pequena diferenca nas concentracées
de folistatina entre mulheres com endometriose profunda infiltrativa e
mulheres com as outras formas de endometriose. A combinacdo de ambos os
marcadores ndo aumentou o desempenho diagnostico do que cada um
isoladamente, como mostrado pela andlise da curva ROC. Estes resultados
apontam para uma apresentacdo heterogénea da doenca, com liberacéo
variavel de biomarcadores: enquanto um numero significativo de pacientes
tém maiores niveis séricos de ativina A e folistatina, um outro ndmero
expressivo de mulheres com endometriose ndo apresenta qualquer elevacéo

desses marcadores.

A ativina A é altamente concentrada no fluido cistico de endometriomas
ovarianos (85), e € abundante na fase proliferativa do endométrio de
mulheres com endometriose, como mostrado no primeiro experimento desta
tese (117). A baixa sensibilidade desta proteina como marcador diagnéstico
provavelmente esté relacionada com sua expressao tecidual variavel que, por
sua vez, reflete as véarias apresentacbes fenotipicas das lesbes de

endometriose.
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3- Experimento 3- Efeitos da ativina A e da folistatina sobre a expressao de
citocinas pré-inflamatérias e mediadores de angiogénese em cultura in
vitro de células derivadas de endométrio de mulheres sem e com

endometriose.

O presente estudo mostrou pela primeira vez que a ativina A é capaz de
modular a expresséo e secrecao de IL-8 e VEGF em HESC. Estes efeitos
foram revertidos pela adicdo do seu antagonista especifico, a folistatina,
demonstrando um efeito direto da ativina A. O presente estudo também
demonstra que HESC nédo estimuladas de mulheres com endometriose
secretam mais IL-6 e IL-8 que os controles. IL-6 € uma proteina potente e
multifuncional, expressa por macréfagos, com efeitos na reparacao tecidual e
inflamacédo (17,118-120); sua secrec¢ao é aumentada por alguns sinais, como
a IL-1, em estados inflamatoérios (121-123). IL-6 é um ativador de macréfagos
(121) e é expressa e produzida por células estromais endometridticas (124).
Além disso, IL-6 promove a proliferacdo celular endometrial (125). IL-6
também parece estar envolvida no estimulo a angiogénese (126). A secrecéo
de IL-6 é maior no liquido peritoneal de pacientes com endometriose, e sua
concentracdo é maior em tecido endometrial ectdpico (127-130). Estes
achados sugerem a participacdo da IL-6 na patogénese da endometriose.
Esta citocina, que foi inibida pela ativina A no presente estudo, poderia ser

alvo de imunomodulagéo através da ativina A no endométrio de mulheres

com endometriose.

IL-8 é uma citocina pro-inflamatoéria que induz a quimiotaxia de neutréfilos e

tém um potente efeito estimulante sobre a angiogénese (131-133). VEGF esta
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entre 0s mais potentes e especificos fatores angiogénicos. Seus efeitos
incluem proliferacdo de células endoteliais, sua migracdo, a organizacdo em
tubulos, e maior permeabilidade, participando da cascata angiogénica (134).
A expressao endometrial do VEGF € aumentada pelo estrogénio, e pode ser
correlacionados com neovascularizacdo e aumento da permeabilidade
vascular durante a fase proliferativa tardia (135). Os presentes resultados
permitem-nos hipotetizar que, pela estimulacdo tanto da IL-8 quanto do
VEGF, de maneira especifica e dose-dependente, a ativina A apresenta um
mecanismo adicional para promover a receptividade endometrial e a

vascularizacdo saudavel.

Outra observacado interessante deste estudo é o rompimento do efeito da
ativina A nas células de mulheres com endometriose. NoO primeiro
experimento desta tese, observamos que ativina A apresenta um padrao
alterado de expressao durante o ciclo menstrual no endométrio eutopico de
mulheres com endometriose (117). O cripto, um antagonista natural do
receptor da ativina, e a folistatina, proteina ligadora da ativina, também
demonstraram padréo ciclico alterados no endométrio de mulheres com
endometriose (117); tais alteracBes do endométrio eutdpico poderiam afetar a
fertilidade nestas mulheres. A falta do efeito da ativina A na secre¢éo de IL-8
e VEGF em HESC de mulheres com endometriose pode ser devido a
sensibilidade diminuida ou modulacdo anormal da acdo da ativina. Estes
resultados suportam a hipotese de que o endométrio eutopico de mulheres
com endometriose € disfuncional e pode contribuir para a diminuicdo da

fertiidade em tais mulheres.
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O presente estudo demonstra que a ativina A inibe a secrecdo de IL-6 em
HESC de mulheres com endometriose (ndo nos controles), e isto ocorre,
possivelmente, devidoao fato de que estas células tém uma maior atividade
inflamatoria, como sugerido pelo aumento da secre¢do basal de citocinas. Ha
evidéncias consistentes indicando que a endometriose é uma doenca
inflamatoéria cronica (13,19) e a resposta inflamatoria aumentada

provavelmente contribui para o estabelecimento da doenca.

Ativina A induziu a maior expressdo e secrecdo de IL-8 em HESC de
controles e estes efeitos foram cancelados pela adicdo de folistatina,
demonstrando um efeito direto da ativina A na expressao e secrecao desta
citocina inflamatoéria. A secrecdo de IL-8, que foi significativamente maior no
grupo com endometriose (secrecdo basal), foi diferentemente modificada pelo
tratamento com ativina A, mostrando um efeito inibitorio sobre a secrecéo de
IL-8, que foi cancelado por folistatina. Além disso, a expresséo basal de IL-8
RNAm foi significativamente maior no grupo com endometriose. IL-8 é uma
citocina pré-inflamatéria que induz a quimiotaxia de neutréfilos e tém um
potente efeito estimulante sobre a angiogénese (131-133). IL-8 estimula a
proliferacdo celular (133) e estd elevada no liquido peritoneal de mulheres
com endometriose (133,136-139). IL-8 pode desempenhar papel importante
na inflamacdo na endometriose e poderia contribuir para a manutencao dos
implantes ectopicos. Ativina A tem um efeito proé-inflamatorio, quando
aumenta a expressao e secrecdo de IL-8 nos controles. Na endometriose, a
expressdo de IL-8 mRNA foi estimulado pela ativina A, na maior dose,

engquanto que a secrecao de IL-8 foi diminuida com a adicdo de ativina A em
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todas as doses testadas. Os mecanismos envolvidos na producdo de
proteinas sdo complexos e uma expressdo aumentada ndo significa uma
secrecdo também aumentada. A ativina A parece agir como anti-inflamatério
no grupo com endometriose, no qual a expressao e a secrecao de IL-8 foram
significativamente mais elevados. Este dado também reforca possivel alvo de

imunomodulacéo da ativina A no endométrio de mulheres com endometriose.

Alguns estudos demonstraram que a ativina A é mais expressa em varias
doencas inflamatérias cronicas, como doenca inflamatéria do intestino (140),
colite ulcerativa (118,140), artrite reumatoide (141), insuficiéncia cardiaca
(142-144) e fibrose pulmonar intersticial (145), e pode desempenhar papel
importante na regulacdo do processo inflamatério. A ativina A induziu
aumento da expressao e secrec¢do do VEGF no grupo controle. VEGF € um
potente fator angiogénico envolvido na angiogénese fisioldgica e patologica. A
angiogénese parece ser parte importante da patogénese da endometriose
(146-150). Alguns estudos tém demonstrado que o VEGF pode estar
envolvido no progresso das lesdes endometridticas (151,152). Um estudo
anterior demonstrou aumento na expressdo do VEGF RNAm no tecido
endometriético, em fases iniciais, em comparacao com endométrio eutépico
(153). Por outro lado, dois outros estudos ndo detectaram qualquer aumento
nos niveis de VEGF no endometrioma (154,155). Estas diferencas poderiam
ser explicadas pela reducéo na atividade angiogénica observada em estagios
avancados da endometriose (150,155). O presente estudo demonstrou que a
expressao e secrecdo de VEGF séo diferentemente reguladas pela ativina A

em HESCs de mulheres com e sem endometriose. Em HESC de mulheres
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com endometriose, a ativina A ndo aumentou a expressado ou secrecdo de
VEGF. A expressdo do receptor da ativina ActRIl ndo é alterada no tecido
endometridtico (86,117), como demonstrado no primeiro experimento desta
tese e em outro trabalho do grupo; portanto, a explicagcdo do motivo pelo qual
a ativina A ndo aumenta a liberacdo de VEGF nas células das mulheres com
endometriose pode estar na expressao dos outros receptores de ativina como
ALK4; na expresséao de diferentes proteinas que regulam as acfes de ativina
A, tais como folistatina like-proteina e cripto, ou em mecanismos colaterais
induzidos pela ativina A, que poderiam resultar na diferente regulacdo do
VEGF. A ativina A apresenta efeito estimulante direto na expressdo e
secrecdo de VEGF nos controles uma vez que a expressao e secrecao do
VEGF esta aumentada em HESCs de mulheres sem endometriose tratadas
com ativina A e este efeito é abolido quando tais células foram tratadas com
ativina A mais folistatina. Em HESC de mulheres com endometriose, a ativina

A sozinha ou com folistatina n&o alterou a expresséo ou secrecao do VEGF.
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6. CONCLUSOES
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O endomeétrio proliferativo e secretor de mulheres com endometriose
€ caracterizado por alteracdes na expressdo de RNAm de ativina A,
cripto, inibina a e folistatina, demonstrando que o endométrio eutopico

é diferente entre mulheres com e sem endometriose.

Os endometriomas apresentaram as mesmas alteragbes do
endométrio eutopico durante o ciclo endometrial, 0 que suporta a ideia
de atividade biolégica semelhante entre estes dois tecidos

endometriais na endometriose.

A disfuncdo da ativina A no endométrio endometriético pode contribuir

para a ocorréncia de infertilidade em mulheres com endometriose.

Em mulheres com endometrioma, os niveis séricos de ativina A podem

estar aumentados em comparacdo com pacientes sem endometriose.

Quanto a folistatina, houve diferencas entre o0s grupos com
endometriose, com niveis séricos mais elevados de folistatina na
endometriose peritoneal e ovariana em comparagdo com endometriose

infiltrativa profunda.

O indice de marcador duplo foi significativamente maior em mulheres
com endometrioma, mas ndo conseguiu distinguir pacientes com

endometriose peritoneal de controles saudaveis.

A ativina A e a folistatina ndo contribuem para deteccdo de
endometriose peritoneal ou profunda infiltrativa e apresentam acuracia

diagnéstica limitada para endometrioma.
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Véarios mecanismos tém sido propostos para explicar a patogénese da
endometriose. Existem evidéncias consistentes indicando que a
endometriose é um estado crbénico inflamatério em que as respostas

imune e inflamatdria contribuem para seu estabelecimento.

As respostas imunes e inflamatorias sao induzidas pelas interacfes de
muitos peptideos / proteinas expressos localmente, que participam na
sinalizagdo paracrina para outros tipos de células, a fim de modular
funcBes no endométrio. DisfungcBes destes peptideos/proteinas podem
contriubuir para condigBes patoldgicas, tais como a infertilidade na

endometriose.

A ativina A participa da neovascularizagdo, aumenta a atividade de
MMPs e esta envolvida na infiltracdo de macréfagos na membrana
basal em estados inflamatérios. Além disso, a ativina A aumenta a

capacidade das células do endométrio para invadir peritbnio in vitro.

A ativina A estimula a expressao e secrecdo de IL-8 e VEGF in vitro
em HESCs de mulheres sem endometriose. Este efeito é especifico e
dose-dependente, sugerindo que os efeitos da ativina A s&o mais
amplos do que aqueles atualmente conhecidos e, na verdade incluem

importantes vias de remodelagdo do endométrio.

A secrecéo basal de IL-6 e IL-8 € aumentada em HESC de mulheres
com endometriose. Nestas culturas, houve uma interrupcédo no efeito
da ativina A, acrescentando novos mecanismos candidatos a

patogénese da disfungdo endometrial nesta doenga complexa.
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A ativina A parece ter efeitos anti-inflamatérios na regulacdo da
secrecdo de IL-6 e IL-8 em tecidos com maior atividade inflamatoria,
quando a secrec¢do basal dessas citocinas é muito mais elevada, como

em células HESC de mulheres com endometriose.
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