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1. INTRODUÇÃO 
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1- ENDOMETRIOSE 

1.1- Conceito, clínica, epidemiologia, etiopatogenia 

A endometriose é uma condição ginecológica que atinge mulheres em idade 

reprodutiva e pode ser causa de dor e infertilidade (1). Endometriose é definida 

como a presença de glândulas e estroma endometrial viáveis fora da cavidade 

uterina. A doença acomete principalmente o peritônio da pelve, mas pode ocorrer 

também nos ovários, 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 prevalência de endometriose pode atingir até 40% (3).  

A manifestação clínica mais comum da endometriose é a presença de 

dismenorréia e dispareunia de caráter progressivo (1,4). Não existe clara correlação 

entre a intensidade dos sintomas e o grau de acometimento pélvico e/ou do 

estadiamento da doença (5). A infertilidade também é uma manifestação comum da 

endometriose e parece estar relacionada com o comprometimento da anatomia 

pélvica (pela presença de aderências e alterações estruturais da pelve), com a 

disfunção tubária, menor qualidade oocitária e menor receptividade endometrial 

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

Existem várias teorias que tentam explicar a patogênese da endometriose: a 

metaplasia celômica, a persistência de células embrionárias, a disseminação 

hematogênica e linfática e o transplante de tecido endometrial (2,3,7-9). A teoria de 

Sampson propõe que o fluxo menstrual retrógrado de tecido endometrial pelas 

trompas uterinas para dentro da cavidade peritoneal seria o fator causal da doença. 

Sampson introduziu o termo “endometriose” e descreveu sua teoria em 1927, 
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permanecendo ainda hoje como a mais aceita para explicar a doença (3). De acordo 

com essa teoria, as células descamadas do endométrio menstrual devem apresentar 

capacidade de adesão, migração e invasão para que a lesão endometriótica seja 

estabelecida (10,11). Entretanto, o fluxo menstrual retrógrado é encontrado em 

cerca de 90% das mulheres e a prevalência da endometriose é 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 lesão endometriótica (1-3). 

A patogênese da endometriose é multifatorial e envolve alterações funcionais 

do endométrio uterino, do peritônio e do sistema imune (1-5,12) (Figura 1). As 

células endometriais, uma vez na cavidade peritoneal, evocam resposta inflamatória 

acompanhada de angiogênese, aderências e invasão peritoneal (1,2,13). A 

Inflamação é processo complexo regulado por citocinas e fatores de crescimento 

(14) sendo determinante na patogênese da endometriose (1,2). Os implantes 

endometrióticos secretam  fatores pró-angiogênicos que estimulam a 

neovascularização contribuindo para a sua sobrevivência na superfície peritoneal 

(15).  

A endometriose é condição ginecológica benigna dependente dos hormônios 

sexuais. Pacientes com endometriose apresentam expressão aberrante dos 

receptores de estrogênio/progesterona e/ou das enzimas envolvidas no seu 

metabolismo. Além disso, a expressão de fatores de crescimento e enzimas que 

interferem na matriz extracelular também está alterada no endométrio eutópico de 

pacientes com endometriose (16-21). Como tal condição clínica é dependente de 

estrogênio, alterações na produção e na ação dos esteróides sexuais têm grande 
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importância na sua etiopatogênese. Pacientes com endometriose apresentam 

diminuição de receptores de progesterona do tipo B (ativador dos genes-alvo da 

progesterona) levando à resistência à ação desse hormônio no endométrio dessas 

mulheres (21). Células endometrióticas e do endométrio de mulheres com 

endometriose expressam aromatase, enzima envolvida na síntese de estradiol, 

criando um ambiente mais estrogênico (17). 

Fatores genéticos parecem estar envolvidos na patogênese da endometriose. 

Em gêmeas monozigóticas há concordância da prevalência e desenvolvimento da 

endometriose. A prevalência da endometriose é seis vezes maior em parentes de 

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

A resposta imune do organismo da mulher parece estar envolvida na 

patogênese da endometriose, e falhas de vigilância imunológica adequada no 

peritônio podem contribuir para o desenvolvimento do distúrbio (28). Há evidência da 

ativação de macrófagos da cavidade peritoneal com maior produção de citocinas em 

mulheres com endometriose, embora haja diminuição da atividade fagocítica (28,29). 

Nas mulheres com endometriose, há altas concentrações de algumas citocinas, 

fatores de crescimento e fatores angiogênicos no líquido peritoneal (30-33) 

derivados das próprias lesões, produtos de secreção dos macrófagos e outras 

células do sistema imunológico. Uma vez que as lesões de endometriose são 

formadas, secretam diversas moléculas pró-inflamatórias. Nas mulheres com 

endometriose existe alteração na resposta humoral devido às alterações nos 

linfócitos B e na produção de citocinas (34). Nestas pacientes, há elevação nas 

concentrações peritoneais das interleucinas IL-1, IL-2, IL-6, IL-8 e fator de 

crescimento tumoral (TNF-α) (32,33). Além disso, há uma diminuição da 
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citotoxicidade mediada por linfócitos T e diminuição da atividade das células natural 

killer no líquido peritoneal (30,35). Citocinas (interleucinas 1 e 8, fator de necrose 

tumoral α e interferon γ) atuam sobre os fatores quimiotáticos, que por sua vez 

recrutam macrófagos e linfócitos T para o peritônio. Estas células imunes modulam a 

reação inflamatória associada à endometriose.  

A etiologia e a patogenia da endometriose permanecem incertas. Importantes 

avanços foram feitos nos últimos anos com o objetivo de desenvolvimento de novas 

abordagens diagnósticas e terapêuticas para diminuir os sintomas e melhorar a 

fertilidade e a qualidade de vida destas pacientes. Após a implantação no peritônio, 

as células endometriais dependem da proliferação e vascularização para sua 

sobrevivência. Na patogênese da endometriose a existência de diferenças na 

capacidade de adesão, invasão e sobrevivência dos implantes endometrióticos 

podem ser determinantes para o desenvolvimento da doença. Estudos sobre o papel 

da genética, do meio ambiente, do sistema imunológico, e do estradiol na 

patogênese da endometriose, bem como estudo pós-genômico de anormalidades 

intrínsecas no endométrio eutópico e ectópico de mulheres com endometriose 

podem fornecer mais pistas sobre a fisiopatologia da dor e da infertilidade (3).  
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Figura 1: Patogênese da endometriose 

 

1.2  Diagnóstico  

Apesar do diagnóstico definitivo da endometriose ser cirúrgico, através do 

estudo anátomo-patológico das lesões (1,36), a suspeita e o diagnóstico clínico são 

importantes para a definição da doença e para o tratamento adequado e precoce da 

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

paciente pode ser até de sete anos (37). 

Na presença do quadro clínico clássico da endometriose, ou seja, mulheres 

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

presença de massa pélvica, de forma isolada ou em associações, é recomendável a 

investigação da endometriose (1,2,4,5,12,36,38,39). O diagnóstico clínico de certeza 

é difícil.  
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A presença de endometriose pélvica deve sempre ser investigada nas 

mulheres na menacme com dor pélvica que tenham como característica relevante o 

agravamento da dor na fase próxima à menstruação. Se a este sintoma se 

associarem infertilidade, o achado de nódulos no fundo de saco vaginal ou massa 

pélvica ao exame físico, o diagnóstico clínico está bem fundamentado, e o passo 

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

O diagnóstico clínico da endometriose baseia-se então nos sinais e sintomas 

da doença, exames complementares (ultrassonografia transvaginal, ressonância 

nuclear magnética, tomografia computadorizada, etc) e nos marcadores sorológicos 

existentes. Contudo, o diagnóstico definitivo de endometriose permanece ainda 

invasivo, necessitando que a paciente seja submetida à videolaparoscopia para 

confirmação com exame anátomo-patológico (2,32,40). A necessidade de métodos 

diagnósticos invasivos como laparoscopia e biópsia permanece um fator de limitação 

para o diagnóstico correto e oportuno da endometriose. Marcadores bioquímicos 

precisos e confiáveis trariam um grande avanço nessa área, mas na prática o 

marcador ideal ainda não existe (12,41).  

A ultrassonografia transvaginal e a dosagem de CA125 são os métodos não-

invasivos comumente utilizados para o diagnóstico de endometriose e 

endometrioma, mas esses métodos não atingem sensibilidade e especificidade 

ótimas para todas as formas clínicas e estágios da doença. 

O CA-125 é o marcador sorológico atualmente mais utilizado no diagnóstico 

da doença. Trata-se de um antígeno da superfície celular que é expresso nos 

tecidos derivados do epitélio celômico como endométrio, endocérvice, tubas 
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uterinas, peritôneo, pleura e pericárdio (42,43). Em mulheres com endometriose, 

observam-se concentrações séricas aumentadas (acima de 35 UI/ml) de CA-125 nas 

formas moderada e grave (estágios III e IV), em especial na presença de aderências 

extensas e/ou endometrioma. Esse aumento, todavia, não é significativo na 

endometriose peritoneal mínima ou leve e está ausente em muitos casos de 

endometriose profunda infiltrativa (44). O CA-125 apresenta baixo valor preditivo 

negativo, portanto valores normais não exclui a presença de endometriose (44,45) . 

Por outro lado, o encontro de níveis elevados de CA-125 pode ser sugestivo, mas 

não indicativo de endometriose devido às diversas condições fisiológicas e 

patológicas que podem sem responsáveis por esse aumento, como por exemplo, 

outros cistos benignos de ovário (46).O CA-125 apresenta boa especificidade mas 

baixa sensibidade, limitando seu uso no diagnóstico. Mesmo assim, ainda é o 

marcador sorolólogico mais utilizado no diagnóstico e, principalmente, no 

acompanhamento do tratamento das pacientes (12,45).  

Alguns possíveis marcadores bioquímicos séricos, como citocinas, hormônios 

e fatores de crescimento têm sido investigados como parte da abordagem 

diagnóstica da endometriose. O tecido endometrial poderia liberar níveis circulantes 

de tais substâncias que estariam aumentadas na corrente sanguínea. A resposta 

inflamatória associada com a doença poderia fornecer outros marcadores 

bioquímicos. Esses marcadores de diagnóstico são necessários especialmente para 

formas mínimas e leves de endometriose, que não são avaliáveis ao exame físico ou 

das técnicas de imagem, e não justificam a abordagem cirúrgica (47,48).  

Estudos recentes têm apontado possíveis novos marcadores para o 

diagnóstico não invasivo de endometriose (49-53). Várias substâncias foram 
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testadas mas o resultado é, na maioria das vezes, frustrante (51). Interleucina 6 e 

CA 19-9 não acrescentam precisão diagnóstica ao CA-125 e têm desempenho 

medíocre como testes isolados (50). Proteína C reativa, IgM anticardiolipina e 

proteína amilóide sérica A estão aumentados na endometriose grave (49), mas não 

parecem atingir níveis satisfatórios de sensibilidade e especificidade. Dois estudos 

de coorte realizados na Università di Siena sugeriram que urocortina (52) e 

folistatina (12) apresentariam boa sensibilidade no diagnóstico de endometriose 

grave (estágios III e IV) com a presença de endometrioma ovariano. Esses estudos 

necessitam de validação em outros centros e em coortes mistas, de forma que se 

possa aferir o desempenho diagnóstico dos novos marcadores em outras formas de 

endometriose e em uma população mais ampla. 

Assim como os marcadores séricos, novas estratégias estão sendo estudadas 

para o diagnóstico não-invasivo da endometriose. A mulher com endometriose 

poderia manifestar alterações moleculares que poderiam apresentar-se em tecidos 

mais acessíveis do que a própria lesão e mais específicos do que o soro ou plasma. 

Por exemplo, a análise de leucócitos do sangue periférico, uma técnica ainda 

incipiente, mas promissora (54) e o estudo do endométrio eutópico, que tem 

mostrado resultados bastantes animadores (55) . As estratégias de diagnóstico não-

invasivo deverão evoluir para a detecção simultânea de várias moléculas, 

preferencialmente sem correlação estreita entre elas, de forma a aumentar a 

performance do teste e torná-lo útil na prática clínica (41).  
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2. ATIVINA A, PROTEINAS RELACIONADAS À ATIVINA A, 

FOLISTATINA, ENDOMÉTRIO E ENDOMETRIOSE  

 

2.1 Estrutura e síntese das ativinas e inibinas 

As ativinas, inibinas, folistatina, hormônio anti-mulleriano e as Proteínas 

Morfogenéticas Ósseas (Bone Morphogenetic Proteins – BMPs), são membros da 

superfamília do Fator de Transformação do Crescimento-β (Transforming Growth 

Factor-β - TGF-β) (56-59). Ativinas e inibinas apresentam ação central na regulação 

do Hormônio Folículo Estimulante (FSH); são glicoproteinas diméricas resultantes de 

combinações diferentes das subunidades α e β. Há dois tipos principais de 

subunidades β (βA e βB) e uma subunidade α. As inibinas A e B são formadas pela 

junção entre a cadeia α e a cadeia β correspondente (inibina A: α+βA; inibina B: 

α+βB). As ativinas A, AB, e B são formadas por diferentes combinações de duas 

cadeias β, respectivamente, βA+βA, βA+βB e βB+βB (60-62).  

Ativinas e inibinas foram identificadas originalmente como fatores que agiam 

de forma antagônica na hipófise na regulação endócrina da produção do FSH. 

Estudos mais recentes descreveram a expressão das ativinas e inibina em vários 

tipos celulares, indicando diferentes funções dessas proteínas, principalmente como 

moduladoras parácrinas da função reprodutiva, incluindo a função ovariana e a 

tumorogênese gonadal (62).  

Além disso, os membros da superfamília do TGF-β são expressos no 

endométrio humano e apresentam ações importantes na proliferação celular, 

diferenciação celular, função imune, regulação da apoptose e remodelamento dos 
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tecidos, apresentando, por conseguinte, papel importante no ciclo menstrual, 

decidualização do endométrio e no início da gestação (59,62,63). 

A ativina A (βA+βA) é produzida no endométrio (64,65) e, sob a modulação da 

progesterona e IL-1 (66), apresenta maior expressão de mRNA na fase secretora do 

ciclo menstrual (67), participando, possivelmente, do processo de decidualização 

endometrial (68,69).  

A ativina B (βB+βB) também é expressa pelo endométrio (65) e está 

relacionada com o grau de decidualização endometrial e sua expressão está 

diminuída na gravidez tubária (70). 

 

2.2  Mecanismo de sinalização da ativina e o antagonismo da inibina 

Os efeitos biológicos das ativinas são mediados por receptores específicos 

(ActR), codificados por diferentes genes – ActRI e ActRII (62,71,72). As células-alvo 

da ativina precisam expressar ambos os receptores da ativina para responder aos 

sinais dessa proteína (62,72). A ativina se liga a esses receptores transmembrana 

de maneira seqüencial desencadeando uma cascata de fosforilação protéica 

intracelular. Em humanos existem dois Activin Receptor Type II (ActRII), chamados 

de ActRIIA e ActRIIB, e dois Activin Receptor Type I (ActRI), chamados ActRIA ou 

ALK2 e ActRIB ou ALK-4.  Primeiro, a ativina se liga a um dos receptores tipo II 

(ActRIIA ou ActRIIB) e essa ligação faz o recrutamento e ativação do Activin 

Receptor Type I (ActRI, principalmente o ActRIB) (73). A ativação do ActRI inicia a 

fosforilação de uma molécula de transdução da família Smad (Smad 2 ou Smad 3), 
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que então interage com a Smad 4. Este complexo se desloca para o núcleo celular 

para promover a expressão gênica. O complexo ativado de Smads promove a 

transcrição gênica ou ligando-se diretamente no DNA ou requerendo um co-fator 

para essa ligação como, por exemplo, o FAST (Forkhead Activin Signalling 

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

A família Smad é um conjunto de moléculas responsáveis pela sinalização 

intracelular da ativina e de outros membros da família do TGF-β (74).  

Para o funcionamento desse mecanismo de ação das ativinas é necessário a 

presença dos dois tipos de receptores funcionando em sequência para transmitir os 

sinais das ativinas para dentro das células. 

Nodal e cripto são moduladores dos receptores da ativina. Nodal é um 

membro da família do TGF-β que requer a presença de um co-receptor, o cripto, 

para se ligar ao receptor da ativina (62,76). O nodal inibe os processos de formação 

e diferenciação que ocorrem no desenvolvimento embrionário inicial (77) e a 

atividade de sua cascata de ação está aumentada em vários cânceres humanos 

(78). O cripto é uma glicoproteina de membrana celular que funciona como co-

receptor da ativina através da formação de um complexo com os receptores da 

ativina, antagonizando seus efeitos (79). O cripto participa da proliferação, migração, 

invasão e angiogênese na progressão de tumores (80,81).  

A maioria das ações biológicas das inibinas ocorre através do antagonismo 

das ativinas e de outras proteínas da família do TGF-β (62,75). As inibinas 

antagonizam as ações das ativinas através de uma ligação competitiva com os 

receptores tipo II da ativina, nodal e cripto (62,75,76,79).  
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Figura 2: Mecanismo de sinalização da ativina 

 

Adaptado de :Risbridger G P et al. Endocrine Reviews 2001;22:836-858 

 

2.3  Folistatina 

A folistatina é um polipeptídeo monomérico rico em cisteína, que atua como 

proteína ligadora da ativina. A folistatina se liga à ativina com alta afinidade 

impedindo sua interação com os ActRII, agindo assim, como um regulador da 

bioatividade da ativina (82). A folistatina também se liga e modula as ações de vários 

outros membros da família do TGF-β como as miostatinas e algumas bone 
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morphogenetic proteins (BMP) (82,83). Apresenta ação endócrina de inibição da 

síntese e secreção do FSH e da resposta do FSH ao GnRH.  

Existem três isoformas de folistatina: FS-315 e FS-288, geradas por 

diferenças no processamento pós-transcricional, e FS-303, gerada por clivagem 

proteolítica a partir da FS-315. A principal forma circulante é a FS-315 que, por ser a 

forma longa, não se liga aos proteoglicanos de membrana. A isoforma FS-288 se 

liga aos proteoglicanos de membrana e parece ter um papel importante na regulação 

das ações da ativina, por internalização e degradação do complexo folistatina-

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

 

2.4  Ativina A, proteínas relacionadas à ativina A, folistatina, 

endométrio e endometriose 

A ativina A é produzida pelo endométrio de mulheres com e sem 

endometriose (64,65,85,86). Além disso, ativina A é produzida pelas células 

endometrióticas (84,86). No endométrio, a ativina A parece estar envolvida com a 

decidualização e o início da gestação (22,23). Sua expressão é variável durante o 

ciclo menstrual, sendo maior na fase secretora em mulheres saudáveis (67). Alguns 

autores consideram a maior expressão de ativina A na fase secretora do ciclo 

menstrual como um sinal de receptividade endometrial ao embrião, promovendo a 

invasão trofoblástica durante a implantação embrionária (66,67). Além disso, ativina 

A pode estar envolvida com a patogênese da endometriose uma vez que essa 

glicoproteina está relacionada com a angiogênese (87), aumento da atividade das 

MMPs (88) e com a infiltração de macrófagos na membrana basal nos estados 

inflamatórios (89). Um estudo recente demonstrou que a ativina A promoveu um 
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aumento significativo das taxas de invasão peritoneal por células endometriais 

epiteliais e estromais in vitro, podendo influenciar na gênese da lesão endometriótica 

(75).  

Nodal e cripto, moléculas moduladoras do receptor da ativina, são expressos 

no endométrio humano e a expressão do cripto em células endometriais estromais e 

epiteliais é mais alta durante a fase proliferativa do ciclo menstrual. Além disso, a 

expressão do cripto está aumentada no adenocarcinoma de endométrio (81).  

A inibina α foi primariamente detectada no lúmen das células glandulares e 

nas células epiteliais do endométrio humano e sua expressão apresentou um 

aumento na fase secretora do ciclo menstrual (90). A expressão da inibina α também 

é exacerbada nas células estromais decidualizadas, na fase secretora e após a 

administração de progestógenos exógenos, sugerindo sua regulação pela 

progesterona e seu papel na implantação embrionária em humanos (65,91). 

A expressão de folistatina (mRNA e proteína) está aumentada em implantes 

endometrióticos do ovário em comparação com endométrio normal (92). Em 

pacientes com endometrioma, a concentração da folistatina é maior no conteúdo 

cístico do que no líquido peritoneal e no plasma, o que sugere a secreção local de 

folistatina pelas células endometrióticas (53). O papel da folistatina na patogênese 

da endometriose ainda é incerto. A folistatina tem ação antagônica à ativina A, 

inibindo a decidualização das células estromais in vitro (68) e diminuindo a 

capacidade de invasão de tecidos adjacentes por células endometriais cultivadas in 

vitro (75). Assim, a folistatina poderia estar envolvida na patogênese da 

endometriose por participar da diferenciação endometrial, invasão peritoneal, 

modulação do sistema imune e angiogênese. Como a maioria das ações da 
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folistatina resulta de sua ação bloqueadora da ativina, é importante caracterizar, nos 

mesmos tecidos e células, a expressão dos receptores e co-receptores de ativina, 

como o ActRII, nodal e cripto (93). 

Recentemente, foi observado que a folistatina, quando comparada ao CA125, 

apresenta maior sensibilidade e especificidade na detecção do endometrioma (53). 

A folistatina poderia ser um bom marcador para o diagnóstico de endometriose 

ovariana, uma vez que o hormônio pode ser medido no soro facilmente, não requer 

métodos radioativos ou procedimentos complicados para sua medida, há kits ELISA 

disponíveis comercialmente e os resultados são reprodutíveis. Além disso, os níveis 

de folistatina não se alteram durante o ciclo menstrual (94), não apresentam 

variação durante o dia (95) e não se alteram na menopausa (94,96). 

 As evidências de que os tecidos endometrióticos expressam ativina A (85), o 

receptor ActRII, nodal, cripto (86) e folistatina (92) e de que a ativina A aumenta a 

capacidade de invasão das células endometriais in vitro sugerem que estas 

moléculas participem do desenvolvimento e manutenção dos implantes na 

endometriose (75).  
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2. OBJETIVOS 

 

 

 

 

 



18 

 

 

 

1- OBJETIVO GERAL 

 Avaliar a expressão local e sistêmica da ativina A e da folistatina e seus 

efeitos biológicos in vitro na endometriose. 

 

2- OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- Avaliar a expressão de folistatina, da subunidade beta-A da ativina/inibina 

(ativina A) e das proteínas relacionadas à ativina A, durante as fases do ciclo 

menstrual, no endométrio eutópico de pacientes com e sem endometriose e em 

lesões endometrióticas; 

- Verificar se as concentrações séricas de ativina A e folistatina diferem entre 

as várias formas de endometriose e se essas proteínas podem ser utilizadas como 

marcadores de endometriose; 

- Investigar os efeitos da ativina A e da folistatina sobre a expressão de 

citocinas pró-inflamatórias e mediadores de angiogênese em cultura in vitro de 

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

Experimento 1: Expressão de ativina A, proteínas relacionadas à ativina A  e 

folistatina no endométrio e endometriose. 

Foram incluídas no estudo 48 mulheres com endometriomas confirmados por 

videolaparoscopia e um grupo controle formado por 48 mulheres pareadas por 

idade, com história de ciclos menstruais regulares e submetidas à esterilização 

tubária por via laparoscópica. 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 1cm³ de tecido endometrial foi obtido de mulheres com 

ciclos menstruais regulares (28-30 dias). O endométrio eutópico foi colhido por 

histeroscopia e todas as amostras foram classificadas de acordo com o último dia da 

menstruação e confirmadas pela avaliação ultrassonográfica. A datação do 

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

Nas pacientes com endometriose, uma amostra de tecido endometriótico foi 

colhida dos endometriomas ovarianos durante a intervenção cirúrgica. Os tecidos 

endometriais foram cuidadosamente dissecados da parede do cisto, não colhendo 

junto material do córtex ovariano normal e foram confirmados pelo exame 

anatomopatológico. O diâmetro do cisto endometriótico medido pela ultrassonagrafia 

transvaginal foi de 38 a 72 mm e todas as pacientes incluídas no estudo 

apresentavam endometriose nos estágios III ou IV da doença, de acordo com a 

classificação da Associação Americana de Medicina Reprodutiva.  
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Todas as pacientes estavam em tratamento para engravidar no centro de 

infertilidade da Università di Siena. Outras doenças endócrinas, uterinas e fator 

masculino de infertilidade foram excluídos. Todas as pacientes foram submetidas à 

anamnese e exame físico completos. Pacientes em uso de hormonioterapia nos 

últimos três meses foram excluídas do estudo.  

Todas as amostras foram imediatamente submersas em nitrogênio líquido 

para permitir a extração do RNA e a realização da reação em cadeia da polimerase 

(PCR).  

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

diferentes fases do ciclo menstrual 

 

Extração de RNA e preparação do cDNA  

O tecido foi triturado e homogeneizado. O RNA total foi extraído usando um 

kit comercial,  RNeasy Protect Mini Kit e então tratado com água sem ribonucleases- 

RNAase (RNase-free) de acordo com as instruções do kit (RNase Protect Mini Kit; 

Qiagen, Hilden, Germany). O RNA foi quantificado através da absorção ultravioleta 

(OD260/OD280) e 300µg foram utilizados para fazer a retrotranscrição, utilizando o 
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kit High Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems, Foster City, 

CA). 

Reação em Cadeia da Polimerase (Real Time-PCR) 

As expressões dos mRNAs da ativina A, ativina B, receptores da ativina, 

moduladores dos recpetores da ativina e antagonistas da ativina no endométrio 

eutópico e ectópico 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 expressão gênica TaqMan (Applied 

Biosystems, Weiterstadt, Germany): 

Tabela 2- Conjunto de sondas de expressão gênicas usadas na Real Time-PCR 

Sonda de expressão gênica Código do produto 

18s-RNA ribossomal (housekeeping 

gene) 

Hs03003631_m1 

Ativina A Hs00170103_m1 

Ativina B Hs00173582_m1 

ActRII Hs00155658_m1 

Cripto Hs00414425_m1 

Nodal Hs00415443_m1 

Inibina α Hs00171410_m1 

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 

poços (Applied Biosystems), com a utilização da solução TaqMan Universal PCR 

Master Mix (Applied Biosystems), indicada no protocolo de PCR da empresa 

fornecedora das sondas.  
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As curvas padrão relativas foram feitas utilizando-se uma “amostra padrão” de 

cDNA preparada a partir de uma biópsia de endométrio secretor. A amostra padrão 

foi diluída de forma seriada e usada para construção das curvas padrão utilizadas 

para quantificar os resultados da Real Time-PCR. O número de ciclos do ponto 

inicial da curva necessários para a amplificação do DNA alvo foi utilizado para 

calcular o valor de entrada de cada amostra através da equação linear gerada pela 

curva padrão. Os resultados foram obtidos através de uma razão entre o gene 

estudado e o housekeeping, 18s (98). O protocolo de amplificação utilizado foi o 

seguinte:  

(1) desnaturação inicial de 10 minutos a 95ºC 

(2) 45 ciclos de desnaturação (15 segundos a 95ºC) 

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

Em todas as placas de Real Time-PCR foi utilizado uma amostra sem a enzima 

transcriptase reversa como um controle negativo (ausência de amplificação), 

também em triplicata. 
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Experimento 2: Avaliação dos níveis séricos de ativina A e folistatina em portadoras 

de endometriose. 

As pacientes foram recrutadas prospectivamente para o estudo entre março 

de 2008 e maio de 2010 no Hospital das Clínicas da UFMG, Belo Horizonte e no 

Policlinico Le Scotte, Università di Siena, em Siena, Itália. Além destas, avaliamos 

retrospectivamente casos dos bancos de amostras biológicas dos centros de 

estudos de endometriose de São Paulo (USP) e da Università di Milano, Itália.  

O grupo controle (n=75) foi constituído por pacientes com ciclos menstruais 

regulares com ovulação documentada e que se submeteram à cirurgia 

videolaparoscópica para salpingotripsia ou à cirurgia intrauterina (devido a mioma 

submucoso, pólico ou septo) ou que foram encaminhadas ao centro de infertilidade 

devido fator masculino. As pacientes apresentavam exame pélvico e 

ultrassonografia transvaginal normais e não faziam uso de hormonioterapia há pelo 

menos 3 meses.  

Foram avaliadas 139 pacientes com endometriose dividas em três grupos: 

endometriose peritoneal (n=28), definida pela presença de apenas focos superficiais 

de endometriose no peritônio; endometrioma ovariano (n=61), definido pela 

presença de pelo menos um cisto ovariano rodeado por tecido endometriótico; e 

endometriose infiltrativa (n=50), definida pela presença de lesões em quatro regiões: 

(i) bexiga, quando as lesões infiltram a muscular própria do órgão; (ii) ligamento 

uterosacro; (iii) vagina, quando as lesões infiltram a porção anterior do septo 

retovaginal, fórnix posterior da vagina e área retroperitoneal entre o septo 
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retovaginal anterior e o fórnix posterior da vagina; (iv) intestino, quando as lesões 

acometem a muscular própria do intestino.  

Amostras de sangue periférico 

Todas as amostras de sangue, tanto as prospectivas quanto as provenientes 

de banco de amostras biológicas, foram coletadas de veia periférica imediatamente 

antes da indução 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 à -80ºC. 

Dosagens de ativina A e folistatina 

As concentrações de ativina A e folistatina foram medidas usando Kits de 

ensaio imunoenzimático disponível comercialmente (R&D Systems, USA). Todas as 

amostras foram analisadas em duplicata. Resumidamente, o diluente (100 µl), 

amostras e standards (100 µl) foram adicionados à placa de 96 poços revestida com 

o anticorpo primário (IgG anti-ativina A ou anti-folistatina). A placa foi então incubada 

por 3 horas na temperatura ambiente (ativina A) ou à 4ºC (folistatina), a seguir, a 

placa foi lavada com tampão, secada com papel-toalha e incubada com o segundo 

anticorpo por 1 hora a temperatura ambiente (ativina A) ou por 2 horas a 4ºC 

(folistatina). A placa de ensaio foi rigorosamente aspirada, lavada por 5 vezes com 

detergente não-iônico diluído em salina tamponada (solução de lavagem, integrante 

do kit) e invertida sobre material absorvente até a secagem completa. O cromógeno 

tetrametilbenzidina (TMD) (100 μl) foi adicionado e incubado por 30 minutos. A 

reação foi interrompida pela adição de ácido sulfúrico 0,2 M (100 μl) assim que o 

poço de referência (padrão zero) começou a apresentar cor visível. A placa foi 
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submetida a leitura de absorbância 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 detecção de 4pg/mL com um 

limiar de detecção variando de 15 a 1000pg/mL. Não apresenta reatividade cruzada 

com outros membros da família do TGF-β. Os coeficientes de variação máximos 

intra- e inter-ensaio são 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 

recuperação, entretanto, quando utilizado em amostras de sangue periférico, reflete 

essencialmente a dosagem da FS315 porque esta isoforma corresponde a >90% da 

folistatina na circulação (90). O ensaio detecta a folistatina sérica total (livre + 

conjugada) e apresenta um limite de detecção de 29pg/mL com um limiar de 

detecção variando de 250 a 16.000pg/mL. Não apresenta reatividade cruzada com 

outros membros da família do TGF-β ou com α2-macroglobulina. Os coeficientes de 

variação máximos intra- e inter-ensaio são de 2,7% e 9,2%, respectivamente.  
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Experimento 3: Efeitos da ativina A e da folistatina sobre a expressão de 

citocinas pró-inflamatórias e mediadores de angiogênese em cultura in vitro de 

células derivadas de endométrio de mulheres com e sem endometriose. 

O grupo de estudo incluiu pacientes não gestantes com endometriose (faixa 

etária entre 25 e 33 anos) (n = 6) submetidas à excisão laparoscópica de 

endometrioma (diâmetro do cisto entre 39-74 mm). Todas as pacientes com 

endometriose incluídas no estudo apresentavam endometriose nos estágios III ou 

IV, de acordo com a classificação da Associação Americana de Medicina 

Reprodutiva. O grupo controle foi representado por mulheres saudáveis, não 

gestantes (n = 6) (faixa etária entre 23 e 36 anos), submetidas à 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 última menstruação confirmado por 

ultra-sonografia e pelos critérios histológicos (97). As características dos indivíduos 

estão na Tabela 3. Mulheres com distúrbios endócrinos ou distúrbios clínica outros 

foram excluídos. Indivíduos que tinham recebido tratamento com esteróides durante 

os últimos três meses foram excluídos.  

Culturas endometriais 

Amostras de endométrio foram obtidas por biópsia aspirativa realizada sob 

anestesia imediatamente antes da laparoscopia. As células endometriais estromais 

humanas (em inglês, human endometrial stromal cells- HESC) foram isoladas 

imediatamente após a coleta como previamente descrito (93). Resumidamente, o 

material foi transportado ao laboratório em meio de cultura de Eagle modificado por 
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Dulbecco (Invitrogen, Italy) acrescido de soro bovino fetal 10% (Sigma, Italy). As 

amostras foram fracionadas com bisturi e incubadas com colagenase tipo 1 a 0,1% 

por 1 ou 2 horas a 37ºC em banho com agitação. O material foi então centrifugado 

por 10 minutos a 1200 rpm à temperatura ambiente, o pellet resuspenso em meio 

DMEM/F12 (Invitrogen, Italy) acrescido de soro bovino fetal 10% (Sigma, Italy) e 

antibióticos (Invitrogen, Italy) e cultivado à 37°C na incubadora com 95% de ar e 5% 

de CO2. Após a sedimentação 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. 

Após a terceira passagem, quando atingiram a subconfluência, as células 

foram incubadas em meio DMEM/F12 com soro inativado (charcoal-stripped) e 

tratadas durante 24h com concentrações seriadas (12,5 ng/mL, 25 ng/mL e 50 

ng/mL) de ativina A; a concentração de 25 ng/mL foi utilizada para o tratamento com 

ou sem a adição de folistatina (250ng/mL).  
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Tabela 3- Características das amostras para HESC 

Características 

Amostra  Diagnóstico Fase do ciclo Periodicidade 

ciclo/ dia da 

laparoscopia 

Idade, 

anos 

Uso de 

drogas* 

(últimos 3 

meses) 

Ca125 

U/ml 

IMC 

1 Controle (CO) Proliferativa 28/07 30 Não 9.3 25.2 

2 Endometrioma Proliferativa 28/08 33 Não 15.8 23.4 

3 Controle (CO) Proliferativa 29/09 34 Não 15.9 22.6 

4 Controle (M) Proliferativa 30/10 23 Não 17.5 19.2 

5 Endometrioma Proliferativa 28/08 27 Não 36.5 25.4 

6 Endometrioma Proliferativa 28/09 29 Não 80.5 18.8 

7 Endometrioma Proliferativa 29/10 32 Não 178.9 24.0 

8 Endometrioma Proliferativa 29/07 32 Não 105.9 22.6 

9 Controle (CO) Proliferativa 30/06 34 Não 21.1 21.5 

10 Controle (CO) Proliferativa 30/10 36 Não 10.3 19.3 

11 Endometrioma Proliferativa 28/07 25 Não 12.8 26.2 

12 Controle (CO) Proliferativa 29/07 26 Não 12.4 18.4 

Nota: Controle - sem endometriose/ CO-cisto ovariano; M- Mioma; IMC- Índice de Massa 

Corporal (Kg/m²)/*contraceptivo hormonal, drogas hormonais, anti-inflamatórios não 

esteroidas, corticosteróides.  

 

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

O meio de cultura foi coletado para análise das concentrações de 

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

quantificação destes fatores foram utilizados kits de ensaio imunoenzimático 

produzidos pelas companhias Abcam e Cayman (Itália). 
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Tabela 4- Conjunto de ensaios enzimáticos usados para realização de ELISA 

Ensaio imunoenzimático Empresa/Código do produto 

IL-6 Abcam (Itália)/ab46027 

IL-8 Abcam (Itália)/ab46032 

VEGF Abcam (Itália)/ab100662 

 

As concentrações dessas interleucinas e de VEGF nos meios de cultura 

foram dosadas e analisadas de acordo com as instruções do fabricante: interleucina 

(IL) -6 (limiar de detecção: 6,25-200 pg / mL), interleucina (IL) -8 (limiar de detecção: 

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

Resumidamente, as amostras (100 µl), o diluente e padrões (100 µl) foram 

adicionados a uma placa de 96 poços 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 então lavada com tampão 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. Após nova lavagem, o cromógeno tetrametilbenzidina (TMD) 

(100 μl) foi adicionado por 15 min (IL-6, IL-8) ou 30 min (VEGF) à temperatura 

ambiente e a reação foi interrompida pela adição de ácido sulfúrico 2 N. A placa foi 

submetida à leitura de absorbância a 450 nm em um leitor de ELISA modelo EL-340 

(Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, USA). Os coeficientes de variação máximos 

intra e inter-ensaio são, respectivamente, 4,2% e 7,7% (IL-6), 4,3% e 7,8% (IL-8), 

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

Findo o período de estímulo e recolhido o meio de cultivo, as células foram 

coletadas e tiveram o RNA extraído para análise da expressão gênica das citocinas 

e mediadores de angiogênese, utilizando a técnica de Real Time-PCR. As 

expressões 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 expressão gênica TaqMan (Applied Biosystems, Weiterstadt, 

Germany): 

Tabela 5- Conjunto de sondas de expressão gênicas usadas na Real Time-PCR 

 Sonda de expressão gênica Código do produto 

18s-RNA ribossomal (housekeeping 

gene) 

Hs03003631_m1 

IL-6 Hs00985639_m1   

IL-8 Hs00174103_m1 

VEGF Hs00900055_m1  
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ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 Os dados foram submetidos a teste de normalidade (Kolmorov-

Smirnov) para avaliar a natureza da distribuição utilizando o software Prism 4 

(GraphPad Software, La Jolla, CA). Quando preencheram os critérios para análise 

paramétrica, foram descritos como média ± erro padrão da média e as 

concentrações séricas dos marcadores nos grupos (com e sem endometriose) e nos 

subgrupos (tipo de lesão) foram comparadas utilizando análise de variância de uma 

via seguida pelo teste de Newman-Keuls para comparações múltiplas. Os dados que 

não puderam ser analisados por testes paramétricos foram descritos como mediana 

e intervalo inter-quartil e comparados pelo teste de Kruskal-Wallis. A análise das 

diferenças encontradas durante as fases do ciclo menstrual foi realizada usando a 

Análise de Variância (ANOVA) seguida do teste de Turkey para comparações 

múltiplas. 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 padrão da média. 

P<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.  
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4. RESULTADOS 
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1- Experimento 1- Expressão de ativina A, proteínas relacionadas à ativina 

A e folistatina no endométrio e endometriose. 

1.1- Endométrio eutópico  

Ativina A, ativina B, receptor da ativina, nodal, cripto, inibina α e folistatina 

foram expressos (mRNA) em todas as amostras de endométrio eutópico 

avaliadas. A análise da expressão gênica foi realizada em todas as fases do 

ciclo menstrual em mulheres saudáveis e em pacientes com endometriose. 

Em cada grupo de pacientes (controle e endometriose), a variação da 

expressão gênica 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 expressão da ativina A (mRNA) em mulheres saudáveis foi maior na fase 

secretora do que na fase proliferativa (p<0,001). Nas pacientes com 

endometriose não foi observado mudanças na expressão da ativina A 

(mRNA) durante as fases do ciclo menstrual (Figura 3A). Em relação às 

pacientes controles, pacientes com endometriose apresentaram maior 

expressão da ativina A nas fases proliferativa inicial e tardia (p<0,05). A 

expressão do mRNA da ativina B não mostrou diferenças estatisticamente 

significativas durante as fases proliferativa e secretora do ciclo menstrual 

tanto no grupo controle quanto nas pacientes com endometriose (Figura 

3B). Não se demonstrou diferenças na expressão do mRNA do ActRII 

(Figura 3C). 



35 

 

 

 

Figura 3 

 

Figura 3. Expressão de (A) ativina A, (B) ativina B, e (C) ActRII mRNA no endométrio  

eutópico de pacientes saudáveis (control) e mulheres com endometriose (endometriosis) e 

tecido endometriótico (endometriotic tissue) durante as  fases proliferativa e secretora do ciclo 

menstrual. Letras diferentes indicam diferenças 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). 

N=96 

N=96 

N=96 

a 

b 

c 

a 
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1.1.2- Moduladores do receptor da ativina: nodal e cripto 

A expressão do mRNA do nodal não apresentou diferenças 

estatisticamente significativas entre os controles e as pacientes com 

endometriose nas fases proliferativa e secretora (4A). No grupo controle, a 

expressão 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 expressão do mRNA do cripto foi menor na fase 

proliferativa (P<0.05), e não se demonstrou diferenças 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 

 

Figura 4- Expressão do mRNA de (A) nodal e (B) cripto no endométrio eutopico de pacientes 

saudáveis  (controls) e mulheres com endometriose (endometriosis) e no  tecido ectópico 

(endometriotic tissue), durante as fases proliferativa e secretora ciclo menstrual. Letras 

diferentes indicam diferenças 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 proteína ligadora: inibina α e folistatina 

A expressão do mRNA da inibina α foi diferente entre controles e pacientes 

com endometriose. As mulheres saudáveis apresentaram um aumento da 

expressão do mRNA da inibina α durante a fase secretora (p<0,05 versus 

fase proliferativa). Nas pacientes com endometriose, não foi encontrada 

diferença na expressão da inibina α durante as fases do ciclo (Figura 5A).  

A expressão do mRNA da folistatina no endométrio eutópico de pacientes 

controles não demonstrou variações entre as fases proliferativa e secretora 

do ciclo menstrual. Já nas pacientes com endometriose, ao contrário, a 

expressão do mRNA da folistatina foi maior (p<0,05) na fase secretora do 

que na proliferativa (Figura 5B). A expressão de folistatina não apresentou 

diferenças estatisticamente significativas entre os controles e pacientes 

com endometriose. 

Figura 5 

a 
b 

c 

d 

N=96 
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Figura 5. Expressão do mRNA de (A) inibina α e (B) folistatina endométrio eutopico de 

pacientes saudáveis  (controls) e mulheres com endometriose (endometriosis) e no  tecido 

ectópico (endometriotic tissue), durante as fases proliferativa e secretora ciclo menstrual 

Letras diferentes indicam diferenças 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 ectópico  

Avaliou-se a expressão do mRNA das proteínas relacionadas com a ativina  

no tecido ectópico proveniente de endometriomas. As expressões dos mRNAs 

de ativina A, ativina B, receptor da ativina, nodal, cripto e inibina α não 

apresentaram diferenças entre as fases proliferativa e secretora do ciclo 

menstrual, exatamente como encontrado no endométrio eutópico das 

pacientes com endometriose (Figuras 3, 4 e 5A). A expressão do mRNA da 

folistatina foi maior durante a fase secretora (p<0,05 versus fase proliferativa) 

(Figura 5B). 

a a 
a 

b 

a a 

a 

b N=96 
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2- Experimento 2- Avaliação dos níveis séricos de ativina A e folistatina em 

portadoras de endometriose 

    A ativina A foi detectada em todas as amostras analisadas. A sua 

concentração (média  desvio padrão) 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, os níveis séricos de ativina A foram 

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

A folistatina foi detectada em todas as amostras analisadas. A sua 

concentração (média  desvio padrão) 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 

diferenças estatisticamente significativas nos níveis séricos de folistatina 

quando comparados ao grupo controle (Figura 6B). Dentro dos grupos de 

endometriose, o nível sérico da folistatina foi mais alto nas pacientes com 

endometriose peritoneal e endometrioma.  

Quando os dois marcadores foram combinados para gerar um índice de dois 

marcadores (duo marker index), o grupo com endometrioma apresentou um 

aumento significativo deste índice quando comparado com o grupo controle e 

com o grupo da endometriose profunda (p<0,01). No grupo com endometriose 

peritoneal, o índice dos dois marcadores foi semelhante ao do grupo com 
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endometrioma, mas não permitiu uma distinção clara com os controles (Figura 

6C).  

A figura 6D mostra as curvas ROC da ativina A, folistatina e do índice dos dois 

marcadores para o diagnóstico de endometrioma versus controle. A área 

abaixo da curva da ativina foi 0.700 (95% de intervalo de confiança, 0.605-

0.794), e da folistatina foi 0.620 (0.510-0.730). A combinação dos dois 

marcadores em um índice não melhorou significativamente suas acurácias 

diagnósticas. A área abaixo da curva ROC para o produto ativina A x folistatina 

foi 0.696 (0.596-0.795), o que não difere das área abaixo das curvas ROC de 

cada marcadores sozinho (Figura 6D). A acurácia dos marcadores foi 

modesta, como demonstrado na Tabela 5. Usando os pontos de corte que 

atingem 90% de especificidade, a sensibilidade e a razão de verossimilhança 

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 combinação dos dois marcadores. 
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Figura 6 

 

A

C
on

tro
le

P
er

ito
ne

al

E
nd

om
et

rio
m

a

In
fil
tra

tiv
a

0.0

0.1

0.2

0.3

a
a

a

b

A
tiv

in
a
 A

 s
é
ri
c
a
 (

n
g
/m

l)
B

C
on

tro
le

Per
ito

ne
al
 

End
om

et
rio

m
a

In
fil
tra

tiv
a

0

1

2

3

4

a,b a

b b

F
S

 s
é
ri
c
a

 (
n
g

/m
l)

C

C
on

tro
le

P
er

ito
ne

al
 

E
nd

om
et

rio
m

a

In
fil
tra

tiv
a

0.00

0.25

0.50

0.75

ba,b

a
a

A
tiv

in
a
 A

 x
 F

S
 (

n
g
/m

l)
2

 

Figura 6- Níveis 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 diferenças estatisticamente 

diferentes entre os grupos (ANOVA and Newman–Keuls test). 
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Tabela 6: Sensibilidade e razão de verossimilhança positiva correspondentes a 90% 

de especificidade na detecção do endometrioma com níveis séricos de ativina A, 

folistatina, ou ambos.  

Marcador Ponto de corte com 90% de 
especificidade 

Sensibilidade     Razão de 
verossimilhança  

positiva 

Ativina A >0.25 ng/ml 0.33 (0.21-
0.48) 

2.78 (1.34-5.74) 

Folistatina >2.4 ng/ml 0.37 (0.23-
0.52) 

3.94 (1.78-8.72) 

Duo Marker  

(Actvin A x Follistatin 
product) 

>0.45 (ng/ml)2 0.41 (0.28-
0.56) 

4.41 (2.03-9.60) 
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3- Experimento 3- Efeitos da ativina A e da folistatina sobre a expressão de 

citocinas pró-inflamatórias e mediadores de angiogênese em cultura in 

vitro de células derivadas de endométrio de mulheres sem e com 

endometriose. 

A expressão 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 secreção 

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 não 

teve efeito na expressão de IL-6 RNAm nas culturas (Figura 7A).Por outro 

lado, a ativina A inibiu a secreção de IL-6 apenas em HESC de mulheres com 

endometriose, e este efeito foi cancelado pela folistatina (Figura 7B).  

A expressão de IL-8 RNAm (IL-8/18S 2,90 ± 0,82 vs 0,39 ± 0,08) e a 

concentração da proteína 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 adição de ativina A aumentou a expressão IL-8 RNAm e 

sua secreção em HESC de mulheres sem endometriose (Figuras 8A e 8B), 

mas não em HESC de mulheres com endometriose, que apresentaram apenas 

um pequeno aumento dos níveis de RNAm não traduzidos para secreção de 

proteínas. 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 secreção (126 ± 62 vs 

139 ± 82 pg / ml) não 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 expressão e secreção de VEGF no 

grupo controle, mas não em mulheres com endometriose (Figuras 9A e 9B). 

Estes efeitos foram revertidos pela adição de folistatina (Figuras 9A e 9B).  
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Figura 7 

 

 

 

Figura 7- Variação percentual de IL-6 mRNA (A); e variação percentual da secreção (B) em 

HESCs de mulheres sem endometriose (controles, círculos abertos) e mulheres com 

endometriose (círculo preto), tratadas com diferentes concentrações 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 diferenças estatisticamente significativas entre os grupos (ANOVA e Newman-

Keuls). 

 

 

 



47 

 

 

 

Figura 8 

 

 

 

 

Figura 8- Variação percentual de IL-8 mRNA (A); e variação percentual da secreção (B) em 

HESCs de mulheres sem endometriose (controles, círculos abertos) e mulheres com 

endometriose (círculo preto), tratadas com diferentes concentrações 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 diferenças estatisticamente significativas entre os grupos (ANOVA e Newman-

Keuls). 
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Figura 9 

 

 

 

Figura 9- Variação percentual de VEGF mRNA (A); e variação percentual da secreção (B) em 

HESCs de mulheres sem endometriose (controles, círculos abertos) e mulheres com 

endometriose (círculo preto), tratadas com diferentes concentrações 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 diferenças estatisticamente significativas entre os grupos (ANOVA e Newman-

Keuls). 
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5.  DISCUSSÃO 
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1- Experimento 1- Expressão de ativina A, proteínas relacionadas à ativina 

A e folistatina no endométrio e endometriose. 

Nosso estudo mostrou que o endométrio eutópico de mulheres com e sem 

endometriose apresentam diferenças no  padrão de regulação da ativina A  

durante as  diferentes fases do ciclo menstrual. Em paricular, a expressão do 

RNAm da ativina A, do cripto, e da inibina α não apresentaram alterações ao 

longo do ciclo menstrual, e observou-se aumento da expressão da folistatina 

RNAm durante a fase secretora tardia. Além disso, nosso estudo também 

revelou que a expressão dessas moléculas nos endometriomas apresenta as 

mesmas variações do endométrio eutópico durante o ciclo endometrial. 

Vários mecanismos têm sido propostos para explicar a associação 

entre a endometriose e a infertilidade, incluindo a distorção da anatomia 

pélvica, anormalidades endócrinas e ovulatórias  e função imune mediada por 

células no endométrio (5,6). Os implantes de endometriose podem afetar a 

implantação do embrião (5,99), mas parece ocorrer também  disfunção 

endometrial (5,100). Em mulheres com endometriose o atraso na maturação 

histológica e alterações bioquímicas no endométrio reforçam o papel da 

disfunção endometrial como contribuinte para a diminuição da fertilidade 

(5,99,101). De fato, o hormônio liberador de corticotropina (CRH) e os as 

urocortinas envolvidos na decidualização endometrial estão diminuídos em 

mulheres com endometriose (20). Hormônios esteróides estimulam a maior 

expressão local e síntese de várias proteínas ao longo das fases do ciclo 

endometrial e no início da gravidez. Estes peptídeos/proteínas localmente 

expressos participam da sinalização parácrina para outros tipos de células 
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modulando as funções endometriais; a disfunção na expressão de tais 

peptídeos/proteínas pode iniciar condições patológicas, como a infertilidade 

na endometriose. 

Em nosso estudo, as mulheres com endometriose não apresentaram 

aumento da expressão ativina A RNAm durante a fase secretora. O aumento 

da expressão da ativina A RNAm durante a fase secretora de mulheres sem 

endometriose (67) parece ser um sinal de endométrio receptivo (66,67), 

promovendo a invasão do trofoblasto durante implantação do embrião (102). 

Portanto, a falta de qualquer alteração na fase secretora em mulheres com 

endometriose poderia estar relacionada a um endométrio infértil. Além disso, 

ativina A participa da neovascularização (87), aumenta a atividade da matriz 

metaloproteinase (MMP) (88), e está envolvida na infiltração de macrófagos 

na membrana basal em estados inflamatórios (89), suportando vários 

possíveis locais de ação da ativina A na patogênese da endometriose. Um 

estudo recente mostrou que a ativina A aumentou a capacidade de invasão 

das células endometriais ao peritônio in vitro (75). 

A expressão do cripto RNAm em pacientes com endometriose 

não se alterou durante o ciclo endometrial, perdendo o pico de expressão na 

fase proliferativa exibido por mulheres sem endometriose. Portanto, mulheres 

com endometriose  poderiam apresentar perda de controle da proliferação 

celular (65,67) devido à expressão reduzida deste antagonista da ativina 

durante a fase proliferativa.   
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A expressão da inibina α RNAm não se alterou em mulheres com 

endometriose, enquanto as mulheres sem a doença apresentaram maior 

expressão endometrial da subunidade α, durante a fase secretora tardia, 

como também demonstrado em estudos anteriores (65, 70, 91,103-105). Esta 

alteração na expressão da inibina α durante a fase secretora nas mulheres 

com endometriose pode contribuir ainda mais para a disfunção endometrial 

nesta mulheres.  

A evidência de que mulheres com endometriose apresentam aumento 

da expressão endometrial da folistatina RNAm durante a fase secretora 

também pode contribuir para um efeito diminuído da ativina sobre as funções 

endometriais na endometriose. Além disso, a folistatina induz angiogênese  

e é mais expressa durante a proliferação e migração das células endoteliais  

(106), facilitando a invasão e proliferação das células endometrióticas. Até 

certo ponto, o aumento da expressão da folistatina pode ser considerado 

promotor da gênese da lesão de endometriose, uma vez que estimula 

angiogênese e proliferação celular (107). 

Nosso estudo mostrou que o endométrio eutópico de mulheres com 

endometriose durante a fase secretora caracteriza-se pela diminuição da 

inibina α, aumento da expressão de folistatina RNAm, e  

de expressão alterada da ativina A, o que explica, em parte, a deficiência 

na decidualização e possivelmente afeta a implantação do embrião 

(5, 99,100). A menor taxa de gravidez em mulheres com endometriose pode 

estar relacionada com anormalidades no endométrio que resultam em falha 

na implantação do embrião (101). Algumas diferenças foram observadas 
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entre o endométrio eutópico de mulheres com e sem endometriose , em 

especial a redução das integrinas αvβ no momento da implantação (5,100), 

nível muito baixo da enzima envolvida na síntese do ligante endometrial para 

uma proteína presente na interface trofoblasto-blastocisto (5), e os genes que 

regulam a apoptose, transportadores de íons, fatores de transcrição, e outros 

que provavelmente são relevantes na falha da implantação e na patogênese 

da endometriose (101). 

Além disso, nosso estudo demonstrou que endometriomas 

apresentam as mesmas variações do endométrio eutópico durante a ciclo 

menstrual. Isto sugere uma biologia comum para o endométrio eutópico e 

ectópico na endometriose, mas não indica se essas mudanças no endométrio 

eutópico são secundárias ao desenvolvimento das lesões endometrióticas ou 

são defeitos primários que permanecem no tecido ectópico. Outros estudos 

demonstraram diferenças entre o tecido ectópico e eutópico na endometriose. 

Os receptores de progesterona estão significativamente diminuídos, e há uma 

superexpressão patológica de ERβ em células do estroma de mulheres com 

endometriose (2,108). No tecido endometriótico, a cascata esteroidogênica 

está anormalmente ativada, e são produzidas quantidades significativas de 

progesterona e estrogênio localmente (2, 21, 109). 
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2- Experimento 2- Avaliação dos níveis séricos de ativina A e folistatina em 

portadoras de endometriose. 

A descoberta de novos biomarcadores permanece uma prioridade na 

pesquisa em endometriose (41). Devido à sensibilidade e especificidade 

limitadas dos sintomas clínicos (110,111), o uso de métodos laboratoriais 

não-invasivos é fundamental para otimizar a investigação diagnóstica, 

poupando as pacientes de intervenções cirúrigicas desnecessárias. Até 

agora, antígeno CA-125 permanece como único marcador sérico da 

endometriose, amplamente utilizado na prática clínica, apesar de sua baixa 

sensibilidade (112-114). Mesmo a combinação do CA-125 com múltiplos 

marcadores séricos, tais como o anticorpo anticardiolipina, soro amilóide A, 

interleucinas 6 e 8, fator de necrose tumoral α, CA-19-9 e a proteína C reativa 

de alta sensibilidade não alcançou acurácia diagnóstica desejada, porque 

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

A ativina A e a folistatina foram investigadas no presente estudo como 

potenciais marcadores diagnósticos para endometriose peritoneal, ovariana e 

profunda infiltrativa . Estas moléculas foram escolhidas porque são 

produzidas e secretadas pelo endométrio humano e por implantes de 

endometriose (85,92,116) e podem ser quantificadas no soro periférico com 

métodos confiáveis e acessíveis. Além disso, em estudo preliminar foi 

observado que mulheres com endometrioma de ovário apresentavam 

concentrações plasmáticas aumentadas de folistatina (53). 
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Os nossos resultados, no entanto, mostram apenas um aumento discreto de 

ativina A em endometrioma de ovário e pequena diferença nas concentrações 

de folistatina entre mulheres com endometriose profunda infiltrativa e 

mulheres com as outras formas de endometriose. A combinação de ambos os 

marcadores não aumentou o desempenho diagnóstico do que cada um 

isoladamente, como mostrado pela análise da curva ROC. Estes resultados 

apontam para uma apresentação heterogênea da doença, com liberação 

variável de biomarcadores: enquanto um número significativo de pacientes 

têm maiores níveis séricos de ativina A e folistatina, um outro número 

expressivo de mulheres com endometriose não apresenta qualquer elevação 

desses marcadores. 

A ativina A é altamente concentrada no fluido cístico de endometriomas 

ovarianos (85), e é abundante na fase proliferativa do endométrio de 

mulheres com endometriose, como mostrado no primeiro experimento desta 

tese (117). A baixa sensibilidade desta proteína como marcador diagnóstico 

provavelmente está relacionada com sua expressão tecidual variável que, por 

sua vez, reflete as várias apresentações fenotípicas das lesões de 

endometriose. 
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3- Experimento 3- Efeitos da ativina A e da folistatina sobre a expressão de 

citocinas pró-inflamatórias e mediadores de angiogênese 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 expressão e secreção de  IL-8 e VEGF em HESC. Estes efeitos 

foram revertidos pela adição do seu antagonista específico, a folistatina, 

demonstrando um efeito direto da ativina A. O presente estudo também 

demonstra que HESC não estimuladas de mulheres com endometriose 

secretam mais IL-6 e IL-8 que os controles. IL-6 é uma proteína potente e 

multifuncional, expressa por macrófagos, com efeitos na reparação tecidual e 

inflamação (17,118-120); sua secreção é aumentada por alguns sinais, como 

a IL-1, em estados inflamatórios (121-123). IL-6 é um ativador de macrófagos 

(121) e é expressa e produzida por células estromais endometrióticas (124). 

Além disso, IL-6 promove a proliferação celular endometrial (125). IL-6 

também parece estar envolvida no estímulo à angiogênese (126). A secreção 

de IL-6 é maior no líquido peritoneal de pacientes com endometriose, e sua 

concentração é maior em tecido endometrial ectópico (127-130). Estes 

achados sugerem a participação da IL-6 na patogênese da endometriose. 

Esta citocina, que foi inibida pela ativina A no presente estudo, poderia ser 

alvo de imunomodulação através da ativina A no endométrio de mulheres 

com endometriose. 

IL-8 é uma citocina pró-inflamatória que induz à quimiotaxia de neutrófilos e 

têm um potente efeito estimulante sobre a angiogênese (131-133). VEGF está 
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entre os mais potentes e específicos fatores angiogênicos. Seus efeitos 

incluem proliferação de células endoteliais, sua migração, a organização em 

túbulos, e maior permeabilidade, participando da cascata angiogênica (134). 

A expressão endometrial do VEGF é aumentada pelo estrogênio, e pode ser 

correlacionados com neovascularização e aumento da permeabilidade 

vascular durante a fase proliferativa tardia (135). Os presentes resultados 

permitem-nos hipotetizar que, pela estimulação tanto da IL-8 quanto do 

VEGF, de maneira específica e dose-dependente, a ativina A apresenta um 

mecanismo adicional para promover a receptividade endometrial e a 

vascularização saudável.  

Outra observação interessante deste estudo é o rompimento do efeito da 

ativina A nas células de mulheres com endometriose. No primeiro 

experimento desta tese, observamos que ativina A apresenta um padrão 

alterado de expressão durante o ciclo menstrual no endométrio eutópico de 

mulheres com endometriose (117). O cripto, um antagonista natural do 

receptor da ativina, e a folistatina, proteína ligadora da ativina, também 

demonstraram padrão cíclico alterados no endométrio de mulheres com 

endometriose (117); tais alterações do endométrio eutópico poderiam afetar a 

fertilidade nestas mulheres. A falta do efeito da ativina A na secreção de IL-8 

e VEGF em HESC de mulheres com endometriose pode ser devido à 

sensibilidade diminuída ou modulação anormal da ação da ativina. Estes 

resultados suportam a hipótese de que o endométrio eutópico de mulheres 

com endometriose é disfuncional e pode contribuir para a diminuição da 

fertilidade em tais mulheres. 
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O presente estudo demonstra que a ativina A inibe a secreção de IL-6 em 

HESC de mulheres com endometriose (não nos controles), e isto ocorre, 

possivelmente, devidoao fato de que estas células têm uma maior atividade 

inflamatória, como sugerido pelo aumento da secreção basal de citocinas. Há 

evidências consistentes indicando que a endometriose é uma doença 

inflamatória crônica (13,19) e a resposta inflamatória aumentada 

provavelmente contribui para o estabelecimento da doença. 

 Ativina A induziu à maior expressão e secreção de IL-8 em HESC de 

controles e estes efeitos foram cancelados pela adição de folistatina, 

demonstrando um efeito direto da ativina A na expressão e secreção desta 

citocina inflamatória. A secreção de IL-8, que foi significativamente maior no 

grupo com endometriose (secreção basal), foi diferentemente modificada pelo 

tratamento com ativina A, mostrando um efeito inibitório sobre a secreção de 

IL-8, que foi cancelado por folistatina. Além disso, a expressão basal de IL-8 

RNAm foi significativamente maior no grupo com endometriose. IL-8 é uma 

citocina pró-inflamatória que induz à quimiotaxia de neutrófilos e têm um 

potente efeito estimulante sobre a angiogênese (131-133). IL-8 estimula a 

proliferação celular (133) e está elevada no líquido peritoneal de mulheres 

com endometriose (133,136-139). IL-8 pode desempenhar papel importante 

na inflamação na endometriose e poderia contribuir para a manutenção dos 

implantes ectópicos. Ativina A tem um efeito pró-inflamatório, quando 

aumenta a expressão e secreção de IL-8 nos controles. Na endometriose, a 

expressão de IL-8 mRNA foi estimulado pela ativina A, na maior dose, 

enquanto que a secreção de IL-8 foi diminuída com a adição de ativina A em 
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todas as doses testadas. Os mecanismos envolvidos na produção de 

proteínas são complexos e uma expressão aumentada não significa uma 

secreção também aumentada. A ativina A parece agir como anti-inflamatório 

no grupo com endometriose, no qual a expressão e a secreção de IL-8 foram 

significativamente mais elevados.  Este dado também reforça possível alvo de 

imunomodulação da ativina A no endométrio de mulheres com endometriose. 

Alguns estudos demonstraram que a ativina A é mais expressa em várias 

doenças inflamatórias crônicas, como doença inflamatória do intestino (140), 

colite ulcerativa (118,140), artrite reumatóide (141), insuficiência cardíaca 

(142-144) e fibrose pulmonar intersticial (145), e pode desempenhar papel 

importante na regulação do processo inflamatório. A  ativina A induziu 

aumento da expressão e secreção do VEGF no grupo controle. VEGF é um 

potente fator angiogênico envolvido na angiogênese fisiológica e patológica. A 

angiogênese parece ser parte importante da patogênese da endometriose 

(146-150). Alguns estudos têm demonstrado que o VEGF pode estar 

envolvido no progresso das lesões endometrióticas (151,152). Um estudo 

anterior demonstrou aumento na expressão do VEGF RNAm no tecido 

endometriótico, em fases iniciais, em comparação com endométrio eutópico 

(153). Por outro lado, dois outros estudos não detectaram qualquer aumento 

nos níveis de VEGF no endometrioma (154,155). Estas diferenças poderiam 

ser explicadas pela redução na atividade angiogênica observada em estágios 

avançados da endometriose (150,155). O presente estudo demonstrou que a 

expressão e secreção de VEGF são 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 não aumentou a expressão ou secreção de 

VEGF. A expressão do receptor da ativina ActRII não é alterada no tecido 

endometriótico (86,117), como demonstrado no primeiro experimento desta 

tese e em outro trabalho do grupo; portanto, a explicação do motivo pelo qual 

a ativina A não aumenta a liberação de VEGF nas células das mulheres com 

endometriose pode estar na expressão dos outros receptores de ativina como 

ALK4; na expressão de diferentes proteínas que regulam as ações de ativina 

A, tais como folistatina like-proteína e cripto, ou em mecanismos colaterais 

induzidos pela ativina A, que poderiam resultar na diferente regulação do 

VEGF. A ativina A apresenta efeito estimulante direto na expressão e 

secreção de VEGF nos controles uma vez que a expressão e secreção do 

VEGF está 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 não alterou a expressão ou secreção do VEGF. 

  



61 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. CONCLUSÕES 
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 O endométrio proliferativo e secretor de mulheres com endometriose 

é caracterizado por alterações na  expressão de RNAm de ativina A, 

cripto, inibina α e folistatina, demonstrando que o endométrio eutópico 

é diferente entre mulheres com e sem endometriose.  

 Os endometriomas apresentaram as mesmas alterações do 

endométrio eutópico durante o ciclo endometrial, o que suporta a ideia 

de atividade biológica semelhante entre estes dois tecidos 

endometriais na endometriose.  

 A disfunção da ativina A  no endométrio endometriótico pode contribuir 

para a ocorrência de infertilidade em mulheres com endometriose. 

 Em mulheres com endometrioma, os níveis séricos de ativina A podem 

estar aumentados em comparação com pacientes sem endometriose.  

 Quanto à folistatina, houve diferenças entre os grupos com 

endometriose, com níveis séricos mais elevados de folistatina na 

endometriose peritoneal e ovariana em comparação com endometriose 

infiltrativa profunda.  

 O índice de marcador duplo foi significativamente maior em mulheres 

com endometrioma, mas não conseguiu distinguir pacientes com 

endometriose peritoneal de controles saudáveis.  

 A ativina A e a folistatina não contribuem para detecção de 

endometriose peritoneal ou profunda infiltrativa e apresentam acurácia 

diagnóstica limitada para endometrioma. 
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 Vários mecanismos têm sido propostos para explicar a patogênese da 

endometriose. Existem evidências consistentes indicando que a 

endometriose é um estado crônico inflamatório em que as respostas 

imune e inflamatória contribuem para seu estabelecimento.  

 As respostas imunes e inflamatórias são induzidas pelas interações de 

muitos peptídeos / proteínas expressos localmente, que participam na 

sinalização parácrina para outros tipos de células, a fim de modular 

funções no endométrio. Disfunções destes peptídeos/proteínas podem 

contriubuir para condições patológicas, tais como a infertilidade na 

endometriose.  

 A ativina A participa da neovascularização, aumenta a atividade de 

MMPs e está envolvida na infiltração de macrófagos na membrana 

basal em estados inflamatórios. Além disso, a ativina A aumenta a 

capacidade das células do endométrio para invadir peritônio in vitro.  

 A ativina A estimula a expressão e secreção de  IL-8 e VEGF in vitro 

em HESCs de mulheres sem endometriose. Este efeito é específico e 

dose-dependente, sugerindo que os efeitos da ativina A são mais 

amplos do que aqueles atualmente conhecidos e, na verdade incluem 

importantes vias de remodelação do endométrio. 

 A secreção basal de IL-6 e IL-8 é aumentada em HESC de mulheres 

com endometriose. Nestas culturas, houve uma interrupção no efeito 

da ativina A, acrescentando novos mecanismos candidatos à 

patogênese da disfunção endometrial nesta doença complexa. 
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 A ativina A parece ter efeitos anti-inflamatórios na regulação da 

secreção de IL-6 e IL-8 em tecidos com maior atividade inflamatória, 

quando a secreção basal dessas citocinas é muito mais elevada, como 

em células HESC de mulheres com endometriose. 
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