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RESUMO

A endometriose é caracterizada pela presenca de tecido endometrial fora
da cavidade uterina, causando dor pélvica e infertilidade. E uma doenca de causa
multifatorial e ainda pouco conhecida, o que torna importante o estudo dos
mecanismos envolvidos na sua patogénese. Inibinas e ativinas sdo membros da
superfamilia dos fatores transformadores do crescimento § (TGF-B). Betaglicano
€ um correceptor da inibina. Essas moléculas estdo envolvidas em varios
processos biolégicos, como proliferacéo, diferenciacédo e determinacdo do destino
celular. Pesquisas sugerem que inibinas e ativinas estdo associadas a
patogénese da endometriose. O presente estudo objetivou avaliar a distribuicdo
proteica e os niveis de acido ribonucleico mensageiro (MRNA) da subunidade a
da inibina e do betaglicano em tecidos endometriéticos e no endométrio eutdpico.
RT-PCR semiquantitativo e imuno-histoquimica foram realizados para avaliar a
expressdo génica e a distribuicdo tecidual da a-inibina e do betaglicano, em
amostras de lesdes endometridticas intestinais e no endométrio eutépico de
mulheres com e sem endometriose. Expressao génica e proteica para a-inibina e
betaglicano foi demonstrada tanto no endométrio eutdpico quanto ectopico. Foi
observado aumento da expressdo génica da -inibina e do betaglicano no
endométrio eutopico de mulheres com endometriose, em relagcdo a controles
saudaveis. A analise imuno-histoquimica revelou marcacdo pama -inibina e
betaglicano em ambos os compartimentos endometriais: glandular e estromal.
Menor expressao dao -inibina e do betaglicano foi observada nas lesbes
endometridticas, quando comparadas com o endométrio eutopico das mesmas
pacientes. Em suma, os resultados permitiram concluir que a presencarda -
inibina e de seu correceptor betaglicano nos endométrio eutépico e ectopico
sugere possivel implicacdo dessas moléculas na etiopatogénese da
endometriose.

Palavras-chave: Endométrio. Endometriose. Imuno-histoquimica. a-inibina.
Betatglicano.



ABSTRACT

Endometriosis is a complex gynecologic disease associated with pelvic
pain and infertility. It's characterized by the presence of ectopic endometrial tissue
and its pathogenesis remains to be fully described. Inhibins and activins are
glycoproteins that belong to the transforming growth factor-g (TGF-) superfamily,
and betaglycan is an inhibin coreceptor. These molecules were identified as
potential modulators of many biologic processes including cell proliferation,
differentiation, and cellular fate determination. Also, previous studies have linked
these glycoproteins and proteoglycan to the endometriosis pathogenesis. The aim
of the present study was to evaluate the mRNA levels and protein distribution of
the a-inhibin subunit and betaglycan in endometriotic lesions and eutopic
endometrium from women with or without endometriosis. Alfa-inhibin subunit and
betaglycan gene expression were evaluated by quantitative real time PCR, and
tissue protein distribution was assessed by immunohistochemistry. Alfa-inhibin
and betaglycan mRNA's were expressed by eutopic endometrium from women
with or without endometriosis but it was significantly higher in the endometrium of
women with endometriosis. Immunostaining for a-inhibin and betaglycan was
found in both endometrial compartments: glands and stroma, and also in eutopic
and ectopic endometrium. In patients with endometriosis, the a-inhibin and
betaglycan tissue distribution were less abundant in ectopic lesions than in eutopic
endometrium. In conclusion, our results showed gene and protein expression of a-
inhibin and betaglycan in eutopic and ectopic endometrium. These findings
suggest that these molecules could play a role in the pathogenesis of
endometriosis.

Key-words: Endometrium; Endometriosis; Immunohistochemistry; inhibin-alpha;
betaglycan
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1 INTRODUCAO

Desde a descricdo, por Sampson, em 1921, dos “cistos de chocolate” do
ovario, a comunidade cientifica ndo mede esforcos em fazer pesquisas que
possam esclarecer 0os mecanismos fisiopatoldgicos da endometriose. Uma
doenca debilitante, causadora de dor e infertilidade nas mulheres acometidas, que
se origina da implantacdo ectopica de fragmentos de endométrio refluidos pela
tuba uterina (BULUN, 2009; SAMPSON, 1921). Apesar de ndo ser completamente
compreendida, sabe-se que sua génese é multifatorial, envolvendo a combinacéo
de fatores genéticos, anatémicos, imunolégicos e humorais (NAP et al., 2004).

Inibinas e ativinas sd8o membros da superfamilia dos fatores
transformadores do crescimento 3 (transforming growth factors — TGF-B) e €ém
importadncia essencial em muitos processos bioldégicos como proliferacao,
diferenciacdo e determinacdo do destino celular. Seus efeitos bioldgicos séo
exercidos a partir da ligacdo no receptor serina-treonina-quinase tipo Il (ActRIl). A
ativina, ao se ligar ao ActRlIl, faz com que este ative o receptor tipo | (ActRI), que
inicia uma cascata de sinais intracelulares via proteinas Smad, as quais, por fim,
regulardo a transcricdo génica. A inibina, peptideo com acdo antagbnica a ativina,
também se liga ao ActRIl. Entretanto, age bloqueando este, ndo permitindo a
ativacdo do ActRl. Como as duas moléculas competem pelo mesmo receptor, um
cofator, ancorado a inibina, faz com que esta tenha mais afinidade pelo ActRII.
Conhecido como betaglicano, esse correceptor de membrana se liga
especificamente a subunidade a da inibina e facilita a ligacao da inibina ao ActRII,
dificultando, dessa maneira, 0 acesso da ativina ao receptor (TSUCHIDA et al.,
2009).

Evidéncias atuais tém associado inibinas e ativinas a doencgas proliferativas
responsivas a hormonios esteroides, como cancer de ovario e de mama (CHEN et
al., 2006; STENVERS; FINDLAY, 2009). Entre outras, o endométrio é importante
fonte produtora desses peptideos. Doencas proliferativas endometriais, como
hiperplasia e carcinoma, tém sido relacionadas a alteracdo da expressao local de
inibinas e ativinas (MYLONAS et al., 2009; OTANI et al., 2001). Estudos recentes

também mostraram que, no endométrio eutdpico de mulheres com endometriose,
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a expressao de inibinas e ativinas é alterada, quando comparada com controles
saudaveis (ROMBAUTS et al., 2006; TORRES et al., 2009).

Sabe-se que, na endometriose, o padrao de producdo de hormoénios e
citocinas endometriais é diferente e que no implante endometriotico sao
expressos diversos peptideos moduladores da inflamacdo e da proliferacédo
celular (BULUN, 2009). Sendo assim, entre tantas outras moléculas ja descritas,
inibinas e ativinas emergem como uma nova familia de peptideos que sinalizam
ter funcbes na patogénese da endometriose, uma doenca que, apesar de tao

estudada, ainda se aparenta tdo complexa.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Endometriose

2.1.1 Conceito e epidemiologia

A endometriose é uma condicdo ginecoldgica que atinge mulheres em
idade reprodutiva e pode ser causa de dor e infertilidade. E definida pela 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, como diafragma, pleura e
pericardio. A prevaléncia estimada é de 6 a 10% na populacdo geral e de 50 a
60% nas mulheres que tém dor pélvica e/ou infertilidade (GUIDICE, 2010).

Os fatores de risco para endometriose sao: obstrucdo do trato menstrual
(como em mulheres com anomalias mullerianas), exposi¢cdo prolongada ao
estrogénio, fluxo menstrual aumentado e ciclos menstruais curtos. Como fatores
de protecdo destaca-se lactacdo prolongada e multiplas gestacbes (BULUN,
2009; GAZVANI; TEMPLETON, 2002; GUIDICE, 2010).

A predisposi¢cdo genética para a endometriose é sugerida por estudos que
mostram que parentes de primeiro grau de mulheres com endometriose grave tém
alto risco de desenvolver a doenca. Parece que o padrdo de heranca é poligénico
e multifatorial (BISCHOFF; SIMPSON, 2004).

2.1.2 Origem e fisiopatologia

Sampson, em 1927, foi o primeiro a propor um mecanismo etiopatogénico
para a endometriose (SAMPSON, 1927a). Segundo ele, fragmentos do
endométrio menstrual passariam através das tubas uterinas e se
implantariam na superficie peritoneal. Entretanto, essa teoria ndo conseguiu
explicar a ocorréncia de endometriose em tecidos extrapélvicos. Mas Sampson

postulou, também, outra hipdtese: a de que o tecido menstrual poderia alcancar o
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sitio ectépico através de vasos linfaticos ou sanguineos, explicando, assim, 0s
implantes endometriéticos em Orgaos como cérebro e pulmdes (SAMPSON,
1927b).

Outras teorias também foram formuladas por outros pesquisadores: a
teoria dos resquicios embrionarios, que sugere que o endométrio ectépico se
desenvolve a partir dos remanescentes dos ductos de Mduller e Wolffian (VON
RECKLINGHAUSEN, 1896); e a hipdtese da metaplasia celémica, que propde
que as lesbes endometridticas se originam da diferenciacdo de células
mesoteliais presentes no peritonio, em tecido endometrial (GRUENWALD, 1942).
Recentemente, um novo mecanismo para a génese das lesdes endometribticas
foi proposto: células tronco-progenitoras, ja identificadas no endométrio, que
poderiam ser a resposta para a origem do tecido endometrial ectopico
(MARUYAMA et al., 2010).

Apesar de a hipotese da menstruacao retrograda de Sampson ser a mais
aceita até hoje para explicar a origem da endometriose, ainda néo foi elucidado
por que, se 90% das mulheres tém menstruacédo retrograda, apenas 6 a 10% tém
endometriose. Extensiva pesquisa tem sido feita na tentativa de destrinchar a
complicada teia de fatores que interagem promovendo aderéncia e invasdo das
células endometriais (NAP et al., 2004).

Os trabalhos relevantes sobre a fisiopatologia da endometriose confirmam
a ideia de que o endométrio eutopico de mulheres com endometriose possui uma
anormalidade intrinseca que permite que, quando fora do seu sitio, esse tecido se
fixe, sobreviva, invada e estabeleca seu suprimento sanguineo no periténio. Essa
caracteristica intrinseca das mulheres com endometriose seria, entdo, um fator
determinante da existéncia ou ndo da doenca. Além de defeitos imunoldgicos e
caracteristicas proprias do fluido peritoneal, no endométrio eutépico de mulheres
com endometriose ocorre ativacdo de cascatas biossintéticas, o que leva a
producdo excessiva de estrogénio, progesterona, citocinas, prostaglandinas e
metaloproteinases (MMPSs) (FIG. 1) (BULUN, 2009; NAP et al., 2004).

A fisiopatologia da endometriose pode ser explicada em quatro etapas:
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FIGURA 1 — Fisiopatologia da endometriose.
Fonte: Giudice (2010), com adaptagdes.

A) Sobrevivéncia na cavidade abdominal

Para a sobrevivéncia do tecido endometrial ectépico e consequente
sucesso dos implantes, ocorre redugdo na apoptose celular, devido a baixa
expressdo de genes pro-apoptoéticos e alta expressdo de genes antiapoptéticos
(GIUDICE; KAO, 2004).

Escapar da vigilancia da defesa imunoldgica €, entdo, o proximo desafio
das células refluidas no peritbnio. Sua chegada produz intensa resposta
inflamatéria, com altos niveis de citocinas (interleucinas IL-1, IL-6 e IL-8, fator de
necrose tumoral - tumor necrosis factor — TNF - e interferon y). Estas, por sua vez,
recrutam macrofagos e linfécitos T. Entretanto, foi demonstrado que, nas
mulheres com endometriose, h& reducdo da capacidade fagocitica dos
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macréfagos peritoneais, além de diminuicdo da citotoxicidade mediada por
linfécitos T e de alteracdo na atividade das células natural killer (NK). Estas
alteracdes parecem possibilitar que o tecido invasor venca o sistema imune local
e se estabeleca (GAZVANI; TEMPLETON, 2002; GIUDICE; KAO, 2004; NAP et
al., 2004).

B) Aderéncia a superficie peritoneal e invasao

Para se implantar no peritonio, o tecido endometrial deve ser capaz de
aderir a superficie peritoneal, invadindo a membrana basal e a matriz extracelular.
A quebra e o remodelamento da matriz extracelular - que é constituida de
colagenos, proteoglicanas e glicoproteinas - sédo regulados pelas MMPs, enzimas
normalmente expressas pelo endométrio durante a menstruacdo e na fase
proliferativa. Durante a fase secretora, a acdo progestinica suprime sua atividade.
Estudos em animais mostram que a inibicdo das MMPs pode prevenir a formacgao
da lesdo endometridtica. Como as mulheres com endometriose apresentam
resisténcia a progesterona, uma expressao persistente das MMPs nessa fase
aumenta a capacidade invasiva do tecido endometrial retrégrado no mesotélio
peritoneal (COLLETTE et al., 2006; NAP et al., 2004).

C) Aquisicao de suprimento sanguineo

A angiogénese é um processo que ocorre ativamente no endomeétrio
eutopico, principalmente durante o reparo pos-menstrual e na formacdo das
arteriolas espiraladas. Varias citocinas angiogénicas, incluindo interleucinas, fator
de crescimento epidérmico, fator de crescimento de fibroblastos, fator de
crescimento similar a insulina, fator de crescimento derivado de plaguetas e o
fator de crescimento endotelial (vascular endothelial growth factor - VEGF), séo
expressas pelas células endometridticas, o0 que poderia contribuir
substancialmente para a angiogénese que acompanha o estabelecimento das
lesbes endometridticas na cavidade peritoneal. O VEGF, um potente fator
angiogénico, é expresso nas lesdes endometridticas em grau mais alto que no

endomeétrio eutdpico e sua expressdo no endométrio eutdépico de mulheres com
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7

endometriose € mais acentuada que nos controles saudaveis (GIUDICE; KAO,
2004; MACHADO et al., 2010; TAN et al., 2002).

D) Sobrevivéncia pés-implantacéo

Alteracbes na producdo e na acao dos esteroides sexuais tém muita
importancia na fisiopatologia da endometriose, doenca sabidamente “alimentada”
pelo estrogénio. A aromatase, enzima chave na sintese do estradiol, que é
normalmente ausente no endométrio, € expressa no endométrio de mulheres com
endometriose e, ainda, em mais alto grau nos implantes endometrioticos. Estes,
associados aos ovarios e ao tecido periférico (gordura e pele), sdo responsaveis
por manter alta a oferta de estradiol para os implantes endometrioticos e, assim,
garantir sua sobrevivéncia apés implantacdo (BULUN, 2009; NAP et al., 2004).

Em relacdo a progesterona, em mulheres com endometriose € observada
resisténcia a sua acao, provavelmente devido a uma alteracdo na expressao de
seus receptores. Assim, a resisténcia progestinica endometrial aumenta ainda
mais a agao estrogénica local, configurando alteragbes hormonais locais
importantes na manutencgao dos implantes (BULUN, 2009; GIUDICE; KAO, 2004).

As prostaglandinas sdo produzidas em excesso no utero e nos implantes
das mulheres com endometriose, por haver aumento da expressdo da enzima
ciclo-oxigenase 2 (COX 2) nesses tecidos. O estradiol também ativa a sintese de
COX 2 e de prostaglandinas. Estas estimulam a atividade da aromatase, o que
também contribui para o incremento da atividade estrogénica nas lesdes
endometridticas. Como resultado, tem-se uma alca de retroalimentacao,
responsavel por manter os implantes, permitindo sua sobrevivéncia (BULUN,
2009; NAP et al., 2004).

2.2 Inibinas e ativinas

2.2.1 Inibinas e ativinas: constituicdo molecular e mecanismo de acao

celular
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Inibinas e ativinas séo proteinas da familia dos TGF-, uma superfamilia
que resulta da associagdo de subunidades e/ou (. Esta fanflia contém 33
membros que agem em varios processos essenciais de proliferacao,
diferenciacdo e desenvolvimento celular, entre eles: miostatinas, fator de
crescimento e diferenciacdo (growth and differentiation factor — GDF), fator de
diferenciacdo 11, nodal, proteinas morfogenéticas do osso (bone morphogenetic
proteins — BMP), fator inibidor linfocitario (Lymphocyte inhibitory factor - LIF) e
fator inibidor mulleriano (Mdllerian-inhibiting factor - MIF). Ambas as subunidades,
a e B, sao sintetizadas como polipeptideos precursores, que sdo dimerizados e
clivados, dando origem a um polipeptideo dimérico biologicamente ativo (CHEN et
al., 2006; GRAY:; BILEZIKJIAN; VALE, 2002; TSHUCHIDA et al., 2009).

Inibinas sdo heterodimeros formados pela combinagcdo de uma subunidade
a e uma subunidade B. &dois tipos de inibinas, de acordo com o tipo da
subunidade B (BA ou BB) presente nacoial inibina A (formada pelas
subunidades a e BA) e inibina B (formada pelas subunidades a e BB). Ativinas séo
homodimeros formados pela combinacdo de duas subunidades 8 ligadas por uma
ponte de bissulfito. Existem trés tipos de ativinas, também nomeadas de acordo
com o tipo de subunidade [3: ativina A (formada pelas subunidades BA e BA),
ativina B (formada pelas subunidades BB e (BB) e ativina AB (formada pelas
subunidades BA e BB) (FIG. 2) (GRAY; BILEZIKJIAN; VALE, 2002; TSHUCHIDA
et al., 2009).

Inibina A Inibina B
— a E a
] B Bs
Ativina A Ativina AB Ativina B

- I &

FIGURA 2 — Constituicao das inibinas e ativinas

a partir da ligacéo de subunidades a e B.

Mottram e Cramer (1923) foram os primeiros autores a publicar o conceito

de um fator gonadal com acdo hipofisaria. Mas apenas em 1932 a inibina foi
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descrita por McCullagh como um fator gonadal ndo esteroide, sollivel em agua,
produzido em testiculos, que poderia prevenir mudancas morfoldgicas na hipofise
apos a castracdo. Era sabido que, ap6s a destruicdo dos tubulos seminiferos de
ratos, ocorria hipertrofia da hipofise, causada pela falta de um “fator”
provavelmente derivado dos tubulos seminiferos. Quando se constatou que a
hipertrofia da hipofise poderia ser inibida pela administragdo, nos animais, de um
extrato testicular aquoso, esse “fator” inibitorio foi entdo chamado de inibina
(McCULLAGH, 1932).

Estudos subsequentes refinaram a definicdo da inibina, demonstrando que
ela exerceria efeito direto nas células gonadotréficas da hipéfise, causando
supressdo na liberacdo de horménio foliculo-estimulante (FSH), sem alterar a
liberacdo do hormdnio luteinizante (LH). Também foi isolada, no fluido folicular de
suinos, uma outra glicoproteina dimérica, parecida com a inibina, que, por ativar a
liberacdo de FSH, foi entdo chamada de ativina (VALE et al., 1986).

Os efeitos biolégicos das inibinas e ativinas séo efetivados pela ligacao a
um receptor serina-treonina-quinase tipo Il (ActRlIl), que é sabidamente ligante de
outras moléculas da mesma superfamilia TGF-f3: miostatina, fator de crescimento
e diferenciacdo 11 e nodal, justificando-se a semelhanca de atividades celulares
desses ligantes com a ativina. Apds ligacdo da ativina no ActRIl, é formado um
complexo ligante/ActRIl e este recruta o receptor tipo | (ActRI), que é, entéo,
fosforilado, tornando-se ativo. A partir dai, inicia-se uma cascata de sinais
intracelulares via proteinas Smad, que irdo, por fim, regular a transcricdo génica,
em cooperagcdo com fatores nucleares (FIG. 3) (GRAY; BILEZIKJIAN; VALE,
2002; HARRISON, 2004; TSUCHIDA et al., 2009).
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FIGURA 3— Mecanismo de ago celular da ativina: ligacéo

em ActRIl, ativagao de ActRI e sinais por meio de Smads.

Inibina também exerce sua acdo celular a partir da ligagdo no ActRll,
porém com afinidade significativamente mais reduzida que a da ativina. Quando
se liga no ActRII, a inibina antagoniza a ag&o da ativina, por ndo permitir que este
recrute ActRI. Para que a inibina consiga deslocar a ativina do seu receptor, é
necessario um correceptor ancorado a membrana celular, o betaglicano (também
chamado de receptor TGF- tipo Il ou TGF-BIll), que se liga especificamentea
subunidade a da inibina e permite sua ligacdo ao ActRlIl, desta maneira impedindo
0 acesso da ativina ao ActRIl (FIG. 4) (GRAY; BILEZIKJIAN; VALE, 2002;
STENVERS; FINDLAY, 2009).

Ativina

Inibina
o

RENRARRUY

Betaglicano ActRIl

FIGURA 4 — Mecanismo de agao celular da inibina: ligacdo em ActRII

e bloqueio a ligacéo da ativina.
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Ativinas e inibinas raramente circulam livres. Tanto no sangue quanto no
fluido extravascular, sdo encontradas ligadas a folistatina, a a2-macroglobulina ou
a activin-binding protein (FLRG). Quando ligadas a essas proteinas, é formado
um complexo que neutraliza sua bioatividade. A afinidade da ativina pela
folistatina € semelhante a afinidade da ativina pelo ActRII. Assim, a concentragdo
de folistatina regula a biodisponibilidade da ativina em nivel tecidual (CHEN et al.,
2006; JONES et al., 2002; LUISI et al., 2001).

2.2.2 Inibinas e ativinas: funcdes em diferentes tecidos e células

Desde que foram isoladas e caracterizadas com base na secrecédo do FSH
pela hipdfise anterior, muitas outras fungdes celulares tém sido associadas as
ativinas e inibinas, incluindo controle na proliferacdo celular, diferenciacéo e
determinacdo do destino celular, apoptose, metabolismo, reposta a injuria e
inflamacéo e funcdo enddcrina (CHEN et al., 2006).

Parece que a maior fonte produtora de inibinas e ativinas circulante é o
tecido ovariano. Entretanto, essas moléculas sao expressas também em tecidos
extragonadais, como placenta, hipofise, adrenais, figado, tireoide, cérebro e
medula 6ssea (COBELLIS et al., 2002; LUISI et al, 2001; ROMBAUTS; HEALY,
1995).

Nos tecidos reprodutivos, ativinas e inibinas sao reconhecidas como fatores
de crescimento com ac¢des autdcrina e paracrina. Mudangas na concentracédo
sérica desses peptideos ocorrem de acordo com a fase do ciclo menstrual. Os
niveis de inibina caem logo apos a ovulacdo e comecam a aumentar novamente
paralelamente ao estrogénio e a progesterona, na fase lUtea inicial. Seu pico
acontece no meio da fase lutea, com rapido declinio no seu fim. Caso se verifique
gravidez e o corpo luteo permaneca, os niveis de inibina permanecem altos. Se
nao houver gravidez, registra-se queda em seus niveis, com aumento discreto
durante fase proliferativa, alcancando niveis altos apenas na periovulacédo
(ROMBAUTS; HEALY 1995).

No ovario, inibinas e ativinas agem em conjunto para promover a selecéo
do foliculo dominante e modulam a esteroidogénese nas células da teca. A ativina

estimula a inducdo de receptores de FSH nas células da granulosa, além de
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estimular a producgéo de inibina e de progesterona. A inibina aumenta a producdo
de androgénios na teca e a ativina inibe essa producdo. A ativina promove a
maturacdo do odécito e a inibina antagoniza essa acdo. A ativina regula a
diferenciacdo das células da granulosa, prevenindo a luteinizagcdo precoce,
enquanto a inibina auxilia na aromatizagcdo de androgénios nas células da
granulosa (ROMBAUTS; HEALY 1995).

2.2.3 Inibinas e ativinas nas doencgas proliferativas

A primeira relacéo de inibinas e ativinas com doencas proliferativas foi feita
em 1992, quando foi demonstrado que, apos delecdo do gere da -inibina,
camundongos desenvolviam tumores gonadais. Como os animais deficientes de
a-inibina apresentavam niveis séricos elevados de ativina A, o efeito oncogénico
pode ser explicado tanto pela falta de atividade supressora tumoral da inibina
como pelo aumento da atividade da ativina na auséncia da inibina (MATZUK,
1992).

Estudos recentes relacionam inibinas e ativinas a diversas linhagens de
cancer, como cancer de mama, prostata e ovario, entre outros. Enquanto a inibina
tem sido considerada um fator supressor tumoral, a ativina parece ter
comportamento variavel: associa-se a agressividade e mau progndstico tumoral
em algumas linhagens, mas apresenta atividade antitumorigénica em outras
(CHEN et al., 2006; STELLER et al., 2005; STENVERS; FINDLAY, 2009).

Em relacdo ao correceptor betaglicano, alguns estudos também sugerem
funcdo como supressor em células cancerigenas. Pesquisas com células de
tumor da granulosa mostraram que ele inibe a capacidade de invasao celular e
cicatrizagdo. Além disso, a partir da avaliacdo da expressao de formas mutantes
desse peptideo, demonstrou-se que seus efeitos inibitérios estdo fortemente
atrelados a regido de ligagdo da inibina (BILANDZIC et al., 2009; GATZA; OH;
BLOBE, 2010).
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2.2.4 Inibinas, ativinas e betaglicano no endométrio humano

As trés subunidadesi,( BA e PBBJjosexpressas pelo endomeétrio,
comprovadamente nas glandulas, no epitélio luminal, no estroma e no endotélio
vascular. Variagbes ciclicas de expressdo sdo descritas, com aumento
progressivo com o avancar do ciclo e pico na fase secretora tardia (LEUNG,;
SALAMONSEN; FINDLAY, 1998; MYLONAS et al., 2004), pois inibinas e ativinas
atuam no controle da decidualizacdo e no reparo pos-menstrual do endométrio
(JONES et al., 2006a; JONES; SALAMONSEN; FINDLAY, 2002; TU'UHEVAHA et
al., 2009). Os receptores ActRI, ActRII e betaglicano também séo expressos tanto
no estroma quanto no epitélio endometrial (FERREIRA et al., 2008; JONES et al.,
2002).

Estudos tém demonstrado aumento na producdo de ativina em células
endometriais neoplasicas, quando comparadas com células endometriais
normais, 0 que sugere que ela estimule a proliferacdo celular em tumores
endometriais (PETRAGLIA et al., 1998). A expressao da a-inibina é diminuida em
células de hiperplasia e cancer do endométrio, enquanto que sua presenca
nesses tumores representa melhor prognostico da doenca, provavelmente por ser
um fator limitador de crescimento e proliferacdo endometrial (MYLONAS et al.,
2004; 2009).

A expressdao do betaglicano também esta diminuida no cancer de
endométrio (FLORIO et al., 2005). A associacdo de doencas proliferativas
endometriais (hiperplasia e cancer) com baixa expresséo de inibina e betaglicano
ocorre possivelmente devido a auséncia da acao da inibina, impedindo invaséo e
migracdo celular, seja direta ou indiretamente, pela falta do betaglicano. Além
disto, a baixa expressdo de betaglicano e inibina pode aumentar o efeito biolégico

da ativina, estimulando, assim, a proliferacdo neoplasica.

2.2.5 Inibinas e ativinas na endometriose

Assim como em outras doencas proliferativas endometriais, como

hiperplasia e cancer, parece que inibinas e ativinas também desempenham papel

na patogénese da endometriose. Inibina A, B e ativina A estédo presentes no fluido
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peritoneal de mulheres com endometriose pélvica (FLORIO et al., 1998), células
endometriéticas em cultura expressam as subunidades, BA, BB , o ActRl e o
ActRIl (FERREIRA et al.,, 2008; FLORIO et al., 1998) e implantes endometriéticos
intestinais exibem as subunidades a e BA (REIS et al., 2001). Recentemente,
Mabuchi et al. (2010) mostraram que células da endometriose ovariana exibem
positividade para a subunidade BA, ativina, receptores da ativina e ipaste
Smads.

Reis et al. (2001) referiram que as subunidades a e BA sdo expressas tanto
nas glandulas quanto no estroma do endometrioma ovariano. Em cultura de
células endometridticas observaram que ha menos expressdo de A do que em
células do endométrio eutopico. Também evidenciaram mais concentracdo de
inibina A e ativina A no endometrioma do que no fluido peritoneal ou no sangue.

A concentracdo de ativina A no liquido folicular de mulheres com
endometriose foi mais significativa do que em controles sem a doenca (AKANDE
et al., 2000). Outros estudos salientaram, ainda, que a expressao de ativina A no
endométrio eutdpico de pacientes com endometriose € mais representativa que
nos controles saudaveis, 0 que sugere envolvimento dessa citocina nas
alteracdes celulares do endométrio de mulheres com endometriose (ROMBAUTS
et al.,, 2006; TORRES et al., 2009). Recentemente, enfatizou-se que a ativina A
pode influenciar a génese da lesdo endometridtica, promovendo a invasao
peritoneal por células endometriais epiteliais e estromais em um modelo de
peritonio in vitro (FERREIRA, 2008).

Na avaliacdo de pacientes inférteis que se submeteram a fertilizacdo in
vitro, Dokras et al. (2000) relataram que a concentracdo sérica de inibina B € mais
baixa nas mulheres com endometriose do que naquelas com outra causa de
infertilidade. Desta maneira, a inibina pode ter papel de regulacdo na capacidade
de proliferacdo e invasao celular na endometriose e, mais especificamente, nos
implantes endometrioticos. Sendo assim, a diminuicdo da expressdo da inibina
favoreceria a progressao dos implantes endometrioticos, seja por acdo paracrina,
autdcrina ou enddcrina.

A progressdo da endometriose depende do sucesso das células
endometriais ectopicas em se estabelecer no peritbnio. Nas varias etapas da
patogénese da doenca, pode-se depreender as seguintes acfes de inibinas e

ativinas:
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A) Sobrevivéncia celular na cavidade peritoneal

A endometriose € caracterizada por alto nivel de proliferacédo e reducédo da
apoptose celular (GIUDICE; KAO, 2004). Pesquisas revelaram que a ativina induz
apoptose em diversos tecidos e células (CHEN et al.,, 2006), alem de ser um
importante regulador da sobrevivéncia e proliferacdo de células epiteliais
endometriais (TU'UHEVAHA et al.,, 2009). Como a inibina bloqueia a funcéo
celular da ativina, poderia estar relacionada a prevencao da apoptose das células
endometriais durante o transito para a cavidade peritoneal.

Resistir ao sistema imune é um importante passo para 0 sSucesso ha
aderéncia das células endometridticas ao peritdnio. Inibinas e ativinas tém
interacdo com o sistema imune celular e humoral. Ja foi demonstrado que
influenciam a diferenciagdo de timoécitos (LICONA; CHIMAL-MONROY;
SOLDEVILA, 2006) e eritrécitos (HUANG; LI; CHUNG, 2010) e estimulam
quimiotaxis e producdo de interferon-y em linfocitos (PETRAGLIA et al., 1991). A
ativina é capaz de inibir atividades biologicas da IL-6, com isto causando
supressdao da proliferacéo de linfocitos e da atividade fagocitica de monécitos (YU
et al., 1998). Sendo assim, um desequilibrio na expressao de ativinas e inibinas
no endométrio, seja em células epiteliais, glandulares ou leucécitos, pode
aumentar a capacidade do tecido endometrial ectopico migratério de vencer a

repressao imune peritoneal e se implantar.

B) Aderéncia a superficie peritoneal e invasao

As inibinas e ativinas sdo associadas a diversas linhagens de cancer, com
especial destaque para os tumores ginecologicos responsiveis a hormonios
esteroidais (GATZA; OH; BLOBE, 2010; MYLONAS et al., 2004). Como as células
endometridticas tém comportamento de invasividade e proliferacdo semelhante ao
das células cancerigenas, pode haver, também, associacdo entre inibinas,
ativinas e endometriose.

De fato, estudos notificaram que a diminuigdo da expresséo da subunidade
a nas celulas do cancer de endomeétrio relaciona-se com o estagio de gravidade
da doenca (FLORIO et al., 2005; MYLONAS et al., 2009). Além disto, lesbes pré-

cancerigenas tém mais expressao de a-inibina do que as lesBes cancerigenas
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(MYLONAS et al., 2004), o que sugere que a a-inibina funciona como reguladora
da proliferacdo de células tumorais endometriais.

Supostamente um dos mais importantes mecanismos de invasividade das
células endometriais na cavidade peritoneal € o aumento da protedlise tecidual
mediada pelas MMPs (COLLETTE et al., 2006). E conhecido que a expresséo das
MMPs pelas células endometriais, que ja € alterada na endometriose (NAP et al.,
2004), pode ser aumentada pela agao local da ativina A (JONES et al., 2006a).
Em recente estudo com cultura de células endometriéticas em modelo peritoneal,
Ferreira et al. (2008) comprovaram que a ativina A aumenta a capacidade de
invasdo tecidual das células endometridticas, num padrdo dose-dependente, o
que confirma seu papel na histogénese da lesdo endometridtica. Os autores
informaram, ainda, que a adicdo de inibina a cultura celular revoga esse efeito
(FERREIRA et al, 2008).

C) Aquisicéo de suprimento sanguineo

No endométrio ectdpico das lesbes endometridticas, o recrutamento de
vasos sanguineos é essencial para a garantia de fornecimento de oxigénio e
nutrientes, sendo que a angiogénese é parte crucial na fisiopatologia da doenca
(MACHADO et al.,, 2010). As células tratadas com ativina A apresentaram
diminuicado da expressao do receptor tipo 2 do VEGF e a ativina foi capaz de inibir
angiogénese in vivo (BREIT et al., 2000: CHEN et al., 2006), podendo ser este

mais um dos mecanismos da sua relacdo com a endometriose.

D) Sobrevivéncia pés-implantacéo

As ativinas parecem desempenhar papel na regeneragédo tecidual, com
potencial funcdo no reparo menstrual apés menstruacdo (TU'UHEVAHA et al.,
2009). A demonstracdo da expressao de ativina por leucécitos endometriais
confirma sua funcdo como moduladora da resposta inflamatéria endometrial
associada ao periodo menstrual (JONES et al., 2000). Em mulheres com
endometriose, a variacdo ciclica hormonal leva a sangramento peritoneal
semelhante a menstruacdo, o que causa inflamacdo e aderéncia. Desta forma,

variacbes na expressao de ativina e inibina poderiam favorecer a progresséo das
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lesbes endometridticas por desrregulacédo na resposta inflamatéria no endométrio

ectdpico durante o periodo menstrual.

2.2.5.1 Betaglicano na endometriose

Até o presente momento ndo foram publicados estudos que tenham
avaliado a expressao do betaglicano em mulheres com endometriose. Entretanto,
a perda de sua expressao durante a progressdo de células cancerigenas tem
efeitos diretos na migracgéao, invaséo, proliferacdo e angiogénese, sendo, portanto,
considerado agente supressor da progressdo do cancer e agente supressor de
metastases (BILANDZIK et al., 2009; FLORIO et al., 2005; GATZA; OH; BLOBE,
2010; HEMPEL et al., 2007; SHARIFI et al., 2007; TURLEY et al., 2007). Como a
afinidade da inibina em bloquear a acdo celular da ativina é intrinsecamente
dependente da expressdo do betaglicano na membrana celular, supde-se que

este exerca também funcéo na regulacédo da patogénese da endometriose.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar a expressao génica e proteica da subunidade a da inibina em l&es
endometridticas e no endométrio eutdépico de mulheres saudaveis e com

endometriose.

3.2 Objetivos especificos

= Estabelecer a comparacdo da expressdo génica da subunidadeda
inibina com o seu correceptor betaglicano no endométrio de mulheres com
e sem endometriose.

= Descrever a imunolocalizacdo d@a -inibina do betaglicano em lesGes
endometriéticas e no endométrio eutépico saudavel e de mulheres com

endometriose.
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4 PACIENTES E METODOS

4.1 Consideracdes éticas

O protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Minas Gerais (COEP-UFMG), sob o parecer n° ETIC
0628.0.203.000-09, em 15 de marco de 2010 (ANEXO A). O consentimento livre e

esclarecido foi obtido de todas as pacientes que participaram do estudo.

4.2 Reacao em cadeia de polimerase por transcriptase reversa

4.2.1 Pacientes

Para a RT-PCR foram utilizadas amostras de endométrio eutopico de
mulheres encaminhadas ao servigo para propedéutica de infertilidade, que foram
distribuidas em dois grupos: pacientes com (n=8) e sem endometriose (n=11). A
idade das pacientes variou de 25 a 40 anos e foi semelhante entre os grupos de
mulheres com e sem endometriose (34,6 + 1,3 anos e 32 + 1,4 anos,
respectivamente, p=0,24) . As amostras de endométrio foram coletadas na fase
secretora do ciclo menstrual em torno do 18° dia. Em todos os casos de
endometriose o diagnostico da doenca foi confirmado previamente por exame
anatomopatologico de biopsia de lesdo endometridtica extraida durante

procedimento cirargico.

4.2.2 Coleta e processamento das amostras

As amostras endometriais foram coletadas no 18° dia do ciclo menstrual,

por succdo com cureta Pipelle® (Laboratério CCD, Paris, Franca), e

imediatamente congeladas a -80°C.
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4.2.3 Extracdo de 4cido ribonucleico (RNA) total

Para a extracdo do RNA total, as amostras de tecido foram maceradas com
o Mixer Mill MM 300 (Quiagen) em 1.000 pL de Trizol® (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, United States of America - USA) e o RNA isolado
seguindo o protocolo para o reagente Trizol®, sem modificacbes (FIG. 5). Ao
término da extracdo, o RNA foi ressuspenso em 100 pL de H,0 DEPC, livre de
ribonuclease (Rnase) e deoxyribonuclease (Dnase) (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA).

Todas as amostras de RNA foram quantificadas no NanoDrop (Thermo
Fisher Scientific, Wilmington, Delaware, USA), utilizando-se aliquota de 1,5 pL.
Com o objetivo de eliminar possivel contaminagdo por &cido desoxirribonucleico
(DNA) genbmico, as amostras de RNA foram tratadas com TURBO DNA-free kit
(Ambion Inc., Foster, California, USA) e, em seguida, requantificadas no
NanoDrop. Ao término dos processos, as amostras foram armazenadas no freezer

a -80°C até o uso.

4.2.4 Sintese do acido desoxirribonucleico complementar (cDNA) pela

transcricao reversa (RT)

A sintese do cDNA foi feita a partir de 1 ug de RNA total, em volume final
de reacédo de 20 pL, utilizando-se o kit SuperScript™ Il First-Strand Synthesis
SuperMix (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), com primers
randémicos para a transcricdo reversa do RNA (random hexamers), também
presentes no kit. O RNA foi inicialmente incubado a 65°C por cinco minutos,
juntamente com os primers randémicos e o tampéo de anelamento; e ao término
da incubacéo os tubos foram transferidos imediatamente para o gelo. Em seguida,
foram acrescentados ao tubo 10 pyL do mix de reacdo (2X First-Strand Reaction
Mix) e 2 pyL da enzima transcriptase reversa (SuperScript™ [lI/RNaseOUT™). A
reacao foi incubada a 50°C por 50 minutos e finalizada a 85°C por cinco minutos e
os tubos transferidos para o gelo ao final da incubacdo. As amostras foram

armazenadas a -80°C até o uso.
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FIGURA 5 — Extracdo de RNA total pelo método do Trizol.
Fonte: Kim O. Laboratério de Biologia Molecular da FMRP-USP.

1sopropannl

4.2.5 Oligonucleotideos especificos

Os oligonucleotideos primers designados para a transcricdo reversa,
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) convencional e PCR em tempo real foram
agui estudados e selecionados com base na andlise da sequéncia descrita no
GeneBank, obtida no Blast (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.cgi). As
sequéncias foram posteriormente analisadas no site da empresa Integrated DNA
Technologies (IDT) (http://www.idtdna.com), que permitiu a elaboracdo dos
primers para as regides-alvo de cada gene, de acordo com as nossas
especificacdes para as condi¢cbes de cada primer.

Os primers foram sintetizados pela Invitrogen, recebidos liofilizados e, em
seguida, dissolvidos em H,O DEPC, livre de Rnase e Dnase (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA), para concentracao final de 100 pmol/pL

(concentracao para estoque), posteriormente diluidos em aliquotas de 10 pmol/uL


http://www.idtdna.com/�
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(concentracdo de uso para a PCR convencional). Foram preparadas aliquotas de
1 pmol/uL (concentracdo de uso para a PCR em tempo real), no dia da PCR em
tempo real. Para o aliguotamento dos primers, foram empregadas ponteiras com
barreira e todo o manuseio verificou-se em capela de fluxo ndo utilizada para
manuseio de fragmentos de PCR.

A localizacdo e sequéncia dos oligonucleotideos sintetizados estéo
apresentadas no QUADRO 1.

QUADRO 1
Oligonucleotideos primers para a reacao de PCR em tempo real
dos genes-alvo da a-inibina, betaglicano e o gene de referéncia

glyceraldehyde 3-phosphate deydrogenase (GAPDH)

Primers Sequéncia de nucleotideos (nt) T Gene Bank |Gene| FA
FWTGF-B-R3HUM5'-GGGAAGATCAAGTGTTCCCTCCAA- 3' (24 nt 49 |84 pb
(senso)

RevTGF-$-R3 |B-TGGGTTGAAGGTACTCAGCAAGGT- 3' |24 nt| NM_003243.3 132
Hum (antisenso)

FwAlfaINIB. 5'-ACTGCCACAGAGTAGCACTGAACA- 3' |24 nt 926 (87 pb
Hum (senso)

RevAlfaINIB.HUME'-AGTGGAAGATGAAACTGGGAGGGT-3' |24 nt| NM_002191.2 {1012
(antissenso)

HsGAPDH-F1 |5"-TTCCAGGACCAAGATCCCTCCAAA-3" (24 nt 231 (86 pb
(senso)

HSGAPDH-R2 B -ATGGTGGTGAAGACACCAGTGAAC-3" |24 nt [XM_001725661 | 316
(antissenso)

T= tamanho; Gene Bank = Co4digo no GenBank; Gene = Posicdo no gene; FA = fragmento
amplificado.

4.2.6 Realizacdo da RT-PCR em tempo real

As amostras de cDNA resultantes da RT foram submetidas a PCR em
tempo real realizada no equipamento de sistema de PCR em tempo real ABI
PRISM® 7500 Sequence Detection System (Laboratério de Genética Animal da
Escola de Medicina Veterinaria/lUFMG), utilizando-se o Power SYBR Green® PCR
Master Mix Kit (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA).

As amostras foram aplicadas em placas de 96 pocos (ABI PRISM® 96-Well
Optical Reaction Plate with Barcode, Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA,

USA), em triplicata, no volume final de reacéo de 25 L.




38

Em cada poco foram pipetados 5 pL de amostra e adicionados
posteriormente 10 pL do mix contendo 12,5 pL do Power SYBR Green® PCR
Master Mix Kit, 1,5 pL de cada primer (senso e antissenso) (1,5 pmol/cada) e o
volume final completado com H,;O livre de Rnase e Dnase (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA). A placa foi selada com adesivo 6ptico (ABI
PRISM® Optical Adhesive Covers, Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA) e recebia um spin para trazer todo o volume para o fundo do pogo. Em
seguida, a placa era encaixada no equipamento de PCR em tempo real para dar-
se inicio a leitura. Durante todo o processo, luvas, mascara e ponteiras com
barreira eram usadas e toda a pipetacéo era feita em capela de fluxo para evitar-
se contaminacao. As reactes de PCR em tempo real ocorreram no seguinte ciclo
termal: [estagio 1] um ciclo de 52°C/2 min.; [estagio 2] um ciclo a 95°C/10 min.;
[estagio 3] 40 ciclos de 95°C/0,15 min. e 50°C/1 min. Ao término da ciclagem, foi
realizada a curva de melting a 60°C por um minuto, para a constru¢ao da curva de
dissociacdo, que tem por objetivo determinar a especificidade dos fragmentos
amplificados.

O theresold cycle (Ct) foi usado para estimar o aporte de cDNA na reacéo
de PCR. Uma amostra de cDNA de cada grupo foi usada para a construgao de
curvas de diluicdo, que demonstraram a linearidade entre o Ct e o logaritmo da

concentracdo do cDNA (log cDNA).
4.2.7 Andlise estatistica

Para ajustar o controle interno, os resultados foram expressos como ACt,
que € o resultado da subtracdo do Ct dos genes-alvo (a-inibina e betaglicano)
com o Ct do gene de referéncia (GAPDH). A expressdo génica relativa foi
calculada como fold change, definido pela formula 2 22!, onde AACt = ACt médio
do grupo com endometriose — ACt médio do grupo controle. As analises foram
realizadas tendo por base o ACt, que é a fonte primaria da variacdo (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001.)

Os calculos estatisticos foram feitos no programa GraphPad Prism 5. Os
dados foram testados para normalidade e para homogeneidade das variancias e
nao diferiram da curva de normalidade, por isto foram expressos como meédia *

erro-padrao (SEM). O teste t de Student ndo pareado foi adotado para avaliar a
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expressao dos genes-alvo entre os dois grupos. Foi considerado estatisticamente
significativo p<0,05.

4.3 Imuno-histoquimica

4.3.1 Pacientes

Para a realizacdo da imuno-histoquimica, foram obtidas amostras de
endométrio eutépico de mulheres no menacme submetidas a histerectomia por
doencas benignas, em fase aleatoria do ciclo menstrual (n=4) e de mulheres em
propedéutica basica de infertilidade (n=5), que foram submetidas a bidpsia
endometrial com Pipelle® no 18° dia do ciclo. Além disto, exemplares de
endométrio eutopico e de lesdes endometridticas foram coletadas de pacientes
que se submeteram a procedimento cirdrgico para diagnostico e tratamento de
endometriose com acometimento intestinal (n=6). A idade das pacientes variou de
26 a 45 anos e foi semelhante entre os grupos de mulheres com e sem
endometriose (35,3 + 2,4 anos e 33 + 1,6 anos, respectivamente, p=0,45). Em
todos os casos o0 diagnostico da doenca foi confirmado por exame
anatomopatologico da lesdo endometridtica. Trés pacientes com endometriose
estavam em uso de medicacéo hormonal: duas faziam uso de contraceptivo oral

combinado e uma era usuaria de sistema intrauterino liberador de levonorgestrel.

4.3.2 Coleta e processamento das amostras

A coleta de material de pacientes com endometriose foi realizada durante
procedimento cirdrgico, com extracdo de amostras de lesbes endometridticas
intestinais e de exemplares de endométrio eutopico por aspiragdo intrauterina. As
amostras foram imediatamente fixadas por imersdo em solucdo de formalina a
10% e, depois de oito a 24 horas, foram incluidas em blocos de parafina. Para o
grupo de endométrio eutopico de pacientes sem endometriose, as amostras
obtidas de resseccdo em peca cirdrgica foram processadas como as anteriores.
As amostras obtidas por Pipelle® foram congeladas em nitrogénio liquido e



40

mantidas a -80°C. Para a confeccdo dos cortes histoldgicos, foram entéo
descongeladas em PBS a 4° C, fixadas e incluidas em parafina.

As laminas produzidas a partir dos blocos de parafina foram datadas por
um patologista de acordo com a fase do ciclo menstrual representada
histologicamente. A  propor¢cdo de amostras datadas como fase
proliferativa/secretora foi de 5/4 no grupo controle e de 3/2 no grupo com

endometriose.

4.3.3 Realizacao do experimento

Os blocos de parafina foram seccionados (5 um de espessura) e fixados
em laminas silanizadas. Para a imuno-histoquimica foram utilizados anticorpos
policlonais de coelho contra a-inibina e betaglicano, gentilmente doados pelo Prof.
Wylie Vale (Salk Institute, La Jolla, CA, USA). O anticorpo anti-a-inibina foi
previamente validado e ndo apresenta reacdo cruzada significativa com outras
moléculas da mesma familia (VAUGHAN et al., 1989). O anticorpo anti-
betaglicano foi produzido contra um fragmento soltvel do dominio extracelular do
betaglicano, onde se localiza o sitio de ligacdo da a-inibina, e sua especificidade
foi confirmada em ensaios prévios (WIATER et al, 2006; 2009).

As laminas foram incubadas em estufa (56°C) por 24 horas, depois
desparafinizadas, reidratadas em graus descendentes de etanol e lavadas em
PBS. Em seguida, foi realizada recuperacao antigénica, utilizando-se banho-maria
a 97°C com acido etilenodiaminotetracético (EDTA) 1:10.

Todas as etapas da IHQ foram cumpridas com o sistema de polimeros néo
biotinilados Novolink® (Novocastra, New Castle, Reino Unido). Inicialmente,
bloqueou-se a atividade de peroxidase enddgena por cinco minutos (peroxidase
block). Depois, para reduzir a coloracdo de background, as seccfes foram
incubadas por cinco minutos com o protein block. Apds esses passos, 0S
anticorpos primarios, diluidos em tampédo diagnostic bio system (DBS - The
Hague, Netherlands), numa concentracdo de 1:1.500 (a-inibina) e 1:50
(betaglicano), foram entdo aplicados as laminas, permanecendo incubados por
uma hora em camara umida, sob temperatura ambiente. Como controle positivo,
foram utilizadas laminas de testiculo. Como controle negativo, foi aplicado tampéao

PBS no lugar do anticorpo priméario. ApoOs a incubacdo com os anticorpos
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primarios, foi aplicado o post primary block por cinco minutos e depois o polimero.
A revelacdo foi realizada com solugcdo de diaminobenzidina (DAB). Por fim, as
laminas foram tratadas com hematoxilina de Harris e montadas com Enthelan®
(Merck, Sao Paulo, Brazil). Caracterizou-se como uma reagcdo positiva a

coloragdo acastanhada ao exame microscépico.

4.3.4 Avaliacao da intensidade da coloracdo imuno-histoquimica

A intensidade da coloracdo imuno-histoquimica foi avaliada por dois
observadores independentes em uma escala semiguantitativa que considerou a
imunocoloragcéao de cada amostra como ausente (0/-), fraca (1/+), moderada (2/++)
ou forte (3/+++). A expressdo de cada proteina foi avaliada separadamente no
estroma e no epitélio glandular. Foi utilizado um microscopio Carl Zeiss SMT
(Berlim, Alemanha) e as imagens foram salvas em computador através de camara

digital.

4.3.5 Anélise estatistica

Como a distribuicdo dos dados foi ndo parameétrica, para as variaveis
continuas os resultados foram descritos como mediana e comparados pelo teste
de Kruskal-Wallis. Para comparacdes multiplas, foi utilizado o teste de Dunn. As
variaveis categoricas (presenca/auséncia de imunomarcacdo) foram analisadas
pelo teste do qui-quadrado, corrigido pela razdo de verossimilhanca (likelihood
ratio test). Foram considerados significancia estatistica valores de p<0,05. As
analises foram feitas nos programas GraphPad Prism 5.0 e Statistical Package for
the Social Sciences (SPSS, Inc., Chicago, IL, USA).
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5 RESULTADOS

5.1 Expressédo do mRNA da a-inibina

A curva de dissociac¢do do gene daa -inibina foi Unica para cada fragmento
e confirma a especificidade dos fragmentos transcritos (FIG.6-A). A linearidade da
reacdo de RT-PCR foi confirmada pela curva de diluicdo, obtida a partir de
diluicdes seriadas do mRNA. (FIG. 6-B)

A . Curva de dissociacao

B. Curva de dilui¢ao

Camsms Mg A
E = H

y=-3,5229x + 28,259
RZ=0,9674

+  Sérel

Linear($&rel)

hlﬁl-:.ﬂ-l-'-ﬂ-h ]

FIGURA 6 — A. Curvas de dissociacdo dax -inibina a 80,06°C: checagem do

tamanho dos fragmentos amplificados. B. Curva de diluicdo da a-inibina.

Quando avaliada por RT-PCR semiquantitativo, a expressao do mRNA da
a-inibina (expressada pelas relagdes inibina/GAPDH e betaglicano/GAPDH,
respectivamente) foi muito mais significativa no endométrio eutépico das mulheres
com endometriose que nos controles (p=0,01), com incremento de 8,6 vezes
(GRAF. 1).
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GRAFICO 1 — Expresséo do gene da a-inibina no
endométrio de mulheres com e sem endometriose.

5.2 Expressao do mRNA do betaglicano

A curva de dissociacdo do betaglicano também foi Unica para cada
fragmento, o que confirmou a especificidade do gene-alvo (FIG. 7-A). Mdltiplas
diluicdes seriadas permitiram a criagdo da curva de diluicho com verificagdo da
linearidade da reacéo de RT-PCR. (FIG. 7-B)
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FIGURA 7 — A. Curvas de dissociacdo do betaglicano a 80,06 °C: checagem do

tamanho dos fragmentos amplificados. B. Curva de diluicdo do betaglicano.
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A expressdo génica do betaglicano foi 5,8 vezes mais significativa no
endométrio eutopico das mulheres com endometriose que nas saudaveis (p<0,01)
(GRAF. 2).
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GRAFICO 2 — Expresséo do gene do betaglicano no

endométrio de mulheres com e sem endometriose.

5.3 Imunolocalizacéo da a-inibina

No endométrio eutopico, imunorreatividade para inibina foi difusamente
encontrada no citoplasma das glandulas endometriais e no epitélio luminal. No
estroma também foram verificadas células positivas para inibina (FIG. 8). Foi
observada marcacao de endotélio vascular em apenas uma lamina no endométrio
eutdpico de paciente com endometriose. Células miometriais nao foram
marcados. Nas lesBes endometridticas, marcagdo glandular foi referida em
apenas uma amostra, enquanto que a marcagao estromal foi detectada nas duas
amostras que se mostraram positivas para a-inibina (TAB. 1).

A andlise da existéncia ou ndo de imunomarcacdo mostrou menos
amostras marcadas na lesdo endometridtica do que no endométrio eutdpico

(p=0,01) (TAB. 1). Marcacao positiva paraca -inibina foi observada em 2/6
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amostras de lesbes endométridticas, enquanto que no endométrio eutdpico de
mulheres com e sem a doenca o0s valores encontrados foram 6/6 e 7/9,
respectivamente.

A TAB. 2 exibe a intensidade da marcagcdo imuno-histoquimica nas
amostras estudadas. Foi observada diferenca significativa na imunomarcacao
entre o endométrio eutdépico de mulheres com endometriose e as lesdes
endometridticas: as amostras de tecido ectopico apresentaram menos intensidade

na colora¢ao imuno-histoquimica (p=0,02).
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FIGURA 8 - Microscopia com aumento de 200 X para imunolocalizacdo da a-

inibina. (A) Marcacdo moderada em endométrio, grupo controle. As setas verdes indicam
imunomarcagdo do endotélio luminal glandular. (B-C) Endométrio eutdpico de paciente com
endometriose: marcagao intensa em estroma e moderada em glandula. Setas vermelhas indicam
marcacdo de endotélio vascular. (D) Marcacdo ausente em lesdo endometridtica intestinal
predominantemente estromal. (G) Controle positivo. (H) Controle negativo.
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TABELA 1
Proporcao de amostras que expressaram a-inibina e betaglicano

nos trés grupos estudados, de acordo com o compartimento tecidual analisado

Grupo Endométrio Endomeétrio Lesao
sadio eutépico de endometridtica

paciente doente

Epitélio glandular

a-inibina 6/9* 6/6* 1/5*a

Betaglicano 9/9 6/6 5/5
Estroma

a-inibina 6/8* ° 6/6* 2/6*

Betaglicano 8/8 6/6 6/6
Epitélio e/ou estroma

a-inibina 7/9* 6/6* 2/6*

Betaglicano 9/9 6/6 6/6

*p<0,05 (Qui-quadrado com teste da razdo de verossimilhanca).
: O grupo foi menor porque uma amostra ndo exibia glandulas para analise.
O grupo foi menor porque uma amostra nao exibia tecido estromal suficiente para analise.

TABELA 2
Avaliacéo da intensidade da imunocoloracao

da subunidade a da inibina e do betaglicano nas amostras estudadas

Grupo / compartimento tecidual a-inibina Betaglicano

Endométrio eutdpico saudavel

Epitélio glandular ++ St

Estroma Ejs ++
Endométrio eutépico de mulheres com endometriose

Epitélio glandular ++ +++

Estroma +++ +++
Les&o endometriotica

Epitélio glandular + ++

+

Estroma +

Imunocoloragcdo nas amostras estudadas: intensidade fraca = +, moderada = ++ e forte = +++
As diferencas entre o endométrio eutdépico de mulheres com endometriose e a lesao
endometridtica sdo estatisticamente significativas, p<0,05 (Kruskal-Wallis seguido pelo teste de

Dunn).
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5.4 Imunolocalizacéo do betaglicano

A imunorreatividade para betaglicano foi demonstrada no compartimento
glandular e estromal dos trés grupos avaliados, com padrdo citoplasmatico de
marcacao. Também foi observada marcacdo no endotélio vascular do endométrio
e no miométrio (FIG. 9).

Diferentemente da a-inibina, o correceptor betaglicano foi positivo em 100%
das amostras estudadas, fazendo-se presente tanto nas lesbes endometridticas
guanto no endométrio eutdpico de mulheres com endometriose € no endométrio
eutopico dos controles saudaveis (TAB. 1).

A intensidade da coloracdo amarronzada na marcacdo imuno-histoquimica
foi forte no endométrio eutépico de mulheres com endometriose, moderada no
endométrio eutépico do grupo-controle e fraca a moderada nas lesbes
endometriais. Verificou-se diferenca estatisticamente significativa na comparacao
da imunomarcacao entre as amostras de endométrio eutopico de mulheres com

endometriose e as lesdes endometribticas (p<0,01) (TAB. 2).
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FIGURA 9 - Microscopia com aumento de 200 X para imunolocalizacdo do

betaglicano. (A) Marcagdo moderada em endométrio, grupo controle. (B) Marcagéo intensa em
miométrio, grupo controle. (C) Endométrio eutépico do grupo endometriose: marcacédo glandular
forte. Marcagéo fraca em lesao endometridtica intestinal glandular (E) e estromal (F). (G) Controle
positivo. (H) Controle negativo. Setas vermelhas indicam marcacao de endotélio vascular.
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6 DISCUSSAO

6.1 Expressao da a-inibina na endometriose

6.1.1 a-inibina no endométrio eutdopico de mulheres com e sem

endometriose

O presente estudo demonstrou a expressao proteica da subunidade a da
inibina no endométrio eutdpico de mulheres com endometriose, bem como no
endométrio eutdpico de mulheres sem endometriose e em lesbes endometridticas
intestinais. Estes achados sao consistentes com estudos prévios, que ja haviam
demonstrado, por meio de imuno-histoquimica, aa -inibina nos componentes
estromais e epiteliais do endométrio eutépico (FLORIO et al., 2005; LEUNG;
SALAMONSEN; FINDLAY, 1998; MYLONAS et al.,, 2004; 2006; ROMBAUTS et
al., 2006), em endometriomas ovarianos e na endometriose ileal (REIS et al.,
2001).

Este trabalho também encontrou mais expressdo do mRNA da a-inibina no
endométrio eutopico de mulheres com endometriose, quando comparadas com
controles saudaveis. Apesar de a expressao génica ala -inibina ja ter sido
relatada previamente no endométrio (OTANI et al.,, 2001; PETRAGLIA et al.,
1998), nenhuma pesquisa havia evidenciado aumento da expressdo do mRNA da
a-inibina no endométrio de mulheres com endometriose.

Resultados semelhantes aos do presente estudo foram encontrados por
Rombauts et al. (2006), que reportaram, a partir de imuno-histoquimica, mais
expressao daa -inibina no endométrio eutdpico de mulheres com endometriose
minima e leve, quando comparadas com controles saudaveis. Até o presente
momento, o trabalho de Rombauts € o Unico que avaliou a expressao daa -inibina
no endométrio eutdpico de mulheres com endometriose.

A imunolocalizacdo da inibina foi relatada anteriormente no céancer
endometrial, sugerindo provavel funcao da inibina na proliferacdo e crescimento
das células endometriais (FLORIO et al., 2005; MYLONAS et al., 2004). O gene

da a-inibina é considerado supressor de tumor, jA que sua deficiéncia esta
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relacionada com a génese tumoral (STENVERS; FINDLAY, 2009). Entretanto, ao
mesmo tempo em que trabalhos da literatura mostram diminuicdo da expressao
da inibina em células de cancer (FLORIO et al., 2005; MYLONAS et al., 2004), é
descrito aumento da concentracdo sérica da inibina em pacientes na pos-
menopausa com carcinoma ovariano (ROBERTSON et al., 2007; TSIGKOU et al.,
2007), sugerindo que o aumento da inibina pode estar relacionado com a
proliferacéo de células no cancer.

Em nosso ensaio ndo se apurou correspondéncia entre os resultados da
RT-PCR e da imuno-histoquimica. Enquanto a RT-PCR mostrou aumento da
expressdo do gene daa -inibina no endométrio de mulheres com endometriose,
nao houve diferenca significativa na imunorreatividade parax a -inibina entre
endomeétrios de mulheres com endometriose e controles. O mesmo grupo de
Rombauts, que relatou mais expressdo daa -inibina no endométrio eutdpico de
mulheres com endometriose minima e leve, salientou que, nas mulheres com
endometriose grave, a intensidade da marcacdo imuno-histoquimica no
endométrio ndo era diferente do endométrio de mulheres sem endometriose
(ROMBAUTS et al., 2006).

Na presente pesquisa, 0s grupos estudados pela RT-PCR e pela imuno-
histoquimica foram diferentes. No grupo da RT-PCR, todas as pacientes estavam
na fase secretora, que €& comprovadamente a fase com mais expressao
endometrial de a-inibina (MYLONAS et al.,, 2004). Entretanto, as mulheres
estudadas através da imuno-histoquimica encontravam-se em diferentes fases do
ciclo menstrual, de acordo com andlise das amostras endometriais realizada por
meédico patologista. Apesar de a analise imuno-histoquimica das amostras desta
investigacdo nao ter contemplado possiveis diferencas na expressao daa-inibina
entre as fases proliferativa e secretora, a discrepancia de resultados entre a RT-
PCR e a imuno-histoquimica poderia ter, ao menos em parte, relagdo com o fato
de as amostras utilizadas na imuno-histoquimica estarem em fases diferentes do
ciclo menstrual, que apresentam diferente expressao da a-inibina.

Além disto, a imunolocalizagdo da -inibina no endométrio é assunto
bastante controverso. Quatro estudos prévios ndo constataram marcagao imuno-
histoquimica paraa -inibina no endométrio (MABUCHI et al., 2010; OTANI et al,
2001; PRAKASH et al., 2006), o que pode ser explicado por deficiéncia do método

em si, por possivel variagdo de expressdo interindividuos ou porque diferentes
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anticorpos podem detectar diferentes porcdes ada -inibina, que podem néo
corresponder exatamente a sua forma ativa.

Assim como outros membros da familia TGF-B, as inibinas sao inicialmente
sintetizadas como pré-pré-proteinas, que sao dimerizadas por pontes de
bissulfidio e depois clivadas para se tornarem maduras (FIG. 10). A subunidade a
madura, que consiste de 133 amino&cidos C-terminais, é referida coma C
engquanto que o produto da clivagem é chamado de aN. O anticorpo anti-a-inibina
usado no nosso experimento, provisionado pelo Salk Institute of Biological
Studies, identifica fragmentos da regido amino-terminal da subunidade aC, que é
a por¢cdo madura da proteina. Esta, ao se ligar a uma subunidade B, forma o
dimero ativo da inibina, responsavel pela ligacdo no receptor e desencadeamento

da ac8o celular (FIG. 10) (LEUNG; SALAMONSEN; FINDLAY, 1998).
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FIGURA 10 - Processamento intracelular das

subunidades a e B da inibina. Fonte: Stenvers e Findlay

(2009), com modificagdes.

Durante a traducdo, dimerizacdo e clivagem das cadeias protéicas da
inibina, varios mecanismos regulatéros podem alterar a formacdo do horménio
maduro. Portanto, é possivel que a maior transcricdo génica observada no grupo

com endometriose ndo se acompanha de formacdo igualmente aumentada da
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porcdo amino-terminal detectada pela imuno-histoquimica e, por conseguinte, da
proteina biologicamente ativa.

Ressalta-se ainda que o reduzido nimero de amostras incluidas na analise
imuno-histoquimica deste estudo pode ter conduzido a uma deficiéncia em
confirmar os resultados da expressdo génica da RT-PCR com a expressao

proteica a partir da imuno-histoquimica.

6.1.2 Inibina no endométrio eutépico e ectdédpico de mulheres com

endometriose

A analise realizada com os tecidos obtidos de lesb6es endometrioticas
intestinais mostrou diminuicdo da expressdo proteica da a-inibina, numa
comparacao pareada com o endométrio eutdépico das mesmas pacientes.

Microambiente rico em estrogénio é essencial para o implante, aderéncia e
progressdo da lesdo endometriotica. A producdo do estrogénio pelos tecidos
reprodutivos é dependente da enzima aromatase, que nado é habitualmente
expressa no endométrio eutépico. Entretanto, os implantes endometriéticos
expressam o gene da aromatase (MORSCH et al., 2009), o que possibilita a
producao local de estrogénio. Sabe-se que a expressao de inibinas e ativinas tem
intima associacdo com o estradiol e que doencas proliferativas endometriais
estrogénio-dependentes, como hiperplasia e carcinoma, relacionam-se a
diminuicdo da expressdo da -inibina (MYLONAS et al., 2004). Como a
endometriose também é uma doenca dependente de estrogénio, concentracao
mais significativa de estrogénio ativo na lesdo endometridtica em relacdo ao
endométrio eutdpico poderia alterar a expressédo daa -inibina apenas localmente,
no tecido ectopico, como resposta a acdo parécrina do estradiol ali produzido. Isto
justificaria a diminuicdo da expressao proteica da a-inibina no endométrio ectopico
em relacdo ao endométrio eutdpico de mulheres com endometriose, encontrada
em nossas amostras.

A marcagdo imuno-histoquimica das les6es endometridticas apresentou,
ainda, padrdo heterogéneo: apenas 1/3 das amostras foi positivo para a-inibina.
Este resultado pode ter ocorrido devido a ndo homogeneidade dos tecidos

selecionados para o estudo. A endometriose € doenga crénica com padrdes
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histol6gicos diversos, podendo apresentar desde padrdo estromal ou glandular
bem diferenciado, com células epiteliais morfologicamente idénticas as do
endométrio eutdpico, até um padrdo indiferenciado, que se assemelha ao
mesotélio de revestimento peritoneal. Pode ser verificado, ainda, padrdo
histologico misto, que mescla caracteristicas da morfologia diferenciada e
indiferenciada na mesma leséo (DIAS JR. et al., 2006). Metade das amostras
avaliadas apresentava padrao histologico estromal e indiferenciado, enquanto que
na outra metade o padrdo era misto. Duas laminas foram marcadas para @ -
inibina: uma com padrdo histolégico estromal indiferenciado e outra com padrao
misto. Dessa forma, a ndo marcagao para aa -inibina em quatro das seis laminas
estudadas pode ser justificada pela provavel variacdo na expressao proteica

consequente da variagcdo morfologica tecidual.

6.2 Expresséao do betaglicano na endometriose

6.2.1 Betaglicano no endométrio eutdpico de mulheres com e sem

endometriose

O presente estudo demonstrou expressao génica e proteica do betaglicano
no endométrio eutépico e em lesdes endometridticas. Jones et al. (2002) foram os
primeiros a demonstrar a expressao proteica do betaglicano no endométrio. Mais
tarde, Florio et al. (2005) também detectaram, por RT-PCR e imuno-histoquimica,
betaglicano no endométrio saudavel e no adenocarcinoma endometrial. Até o
presente momento ndo se tem conhecimento de estudo controlado que tenha
apurado expressdo do betaglicano no endométrio eutdpico de mulheres com
endometriose e em les6es endometridticas.

Nossos resultados mostraram que a expressao génica do correceptor
betaglicano foi mais representativa no endométrio acometido pela doenca do que
no controle. Entretanto, isso ndo foi confirmado pela analise imuno-histoquimica.
Como o numero de amostras no presente estudo foi reduzido, estima-se que
pesquisas adicionais com numero mais elevado de pacientes possam esclarecer

se a alteracdo na expressdo é um fator relacionado a génese da endometriose,
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assim como ja comprovado na fisiopatologia do cancer endometrial (FLORIO et
al., 2005).

Este trabalho também encontrou imunomarcacdo para betaglicano nas
células endoteliais do endométrio eutdpico. Sabe-se que a ativina relaciona-se a
inibicdo da angiogénese, provavelmente pela inibicdo do crescimento das células
endoteliais vasculares (BREIT et al.,, 2000; CHEN et al.,, 2006). Ademais, a
angiogénese é um fator crucial para a sobrevivéncia e progressao do tecido
endometrial ectopico (MACHADO et al., 2010). Desta maneira, sendo o
betaglicano um regulador da acao da ativina, por facilitar a ligagcdo da inibina ao
receptor de membrana, a imunolocalizacdo do betaglicano em células endoteliais
do endométrio sugere uma possivel atividade regulatéria na neoangiogénese

endometrial.

6.2.2 Betaglicano no endométrio eutopico e ectopico de mulheres com

endometriose

A intensidade da coloragdo imuno-histoquimica nas amostras pareadas de
endométrio eutdpico/ectépico de mulheres com endometriose revelou, assim
como para a a-inibina, menos expressao proteica do betaglicano nas lesdes
endometridticas. Isto indica que o sitio de implantagcdo ectopica alterou
significativamente a expresséo do betaglicano no tecido endometrial.

A semelhanga dos resultados encontrados na imunomarcacao daa -inibina
e do betaglicano sugere sinergismo de funcdes teciduais entre as duas proteinas,
0 que confirma a ja bem documentada acé&o do betaglicano como um correceptor
de membrana facilitador da atividade celular da inibina (LEWIS et al., 2000;
WIATER et al., 2009).

Além de funcionar como correceptor para a inibina, o betaglicano também
age como um correceptor do TGF-B, aumentando a responsividade celular ao
TGF-B. O betaglicano (também chamado de TGF-BRIII) facilita a ligacdo do TGF-
B ao receptor TGF-BRII, formando um complexo triplo: TGF-B, TGF-BRIl e
betaglicano. A este complexo se liga o TGF-BRI e é desencadeada uma série de
reacoes intracelulares via proteinas Smads que irdo, por fim, regular a transcricao
génica (WIATER et al., 2006).



56

O TGF-B € um fator de crescimento sabidamente modulador da funcao
endometrial e parece ser um provavel fator envolvido na génese da endometriose
(OMWANDHO et al.,, 2010). Enquanto a ativina promove a descamacao
endometrial pelo aumento da expressao das MMPs, o TGF- € um supressor ja
bem estabelecido das MMPs nas células endometriais (Jones et al, 2006b). E as
MMPs parecem ser pecga-chave para a protedlise tecidual que promove a invasao
das células endometriais nos tecidos peritoneais (COLLETE et al., 2006). Além
disto, o TGF-B tem sido descrito como importante fator pacrino estimulador da
acao da progesterona, que também é repressora da acao das MMPs (Jones et al,
2006b; OMWANDHO et al., 2010). Desta forma, a diminuicdo da expressdo do
betaglicano nas células endometriais ectépicas poderia causar reducdo da acao
do TGF-B localmente. Com isto, haveria menos acdo progestinica e mais acao
das MMPs, o que facilitaria a invasdo e a implantagdo das células endometriais
ectopicas. Entretanto, esse mecanismo s6 pode ser aventado se considerarmos o
implante endometriético um tecido de origem ectopica, sem relacdo com o
endométrio, uma vez que nossos dados mostraram aumento e nao diminuicdo do
betaglicano no endométrio eutépico das pacientes doentes.

No nosso estudo, todas as lesbes endometriéticas foram positivas para o
betaglicano, enquanto s6 1/3 delas foi positiva para a-inibina. O correceptor
betaglicano apresenta duas regibes de ligagdo para o TGF-B, no dominio
extracelular: uma membrano-proximal e outra membrano-distal, enquanto a a-
inibina  tem afinidade de ligacdo apenas na regido membrano-proximal do
dominio extracelular do betaglicano. Wiater et al. (2006) demonstraram que certas
mutacdes na molécula do betaglicano tornam inviavel a ligacdo da a-inibina, mas
nao impedem a ligacdo do TGF-B. Essas mutacBes provocam uma falha no
antagonismo da sinalizacdo da ativina pela ligacéo da inibina, porém ndo afetam a
ligacdo e acdo celular do TGF-B (WIATER et al, 2006). Desta maneira, nas
amostras negativas para inibina e positivas para betaglicano avaliadas no
presente trabalho, ndo se pode afirmar que o betaglicano esteja inativo, pois sua
funcdo poderia estar relacionada mais com a ligacdo do TGF- do que com a
ligagéo da a-inibina.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

A demonstracao da expresséo génica da subunidade a da inibina e de seu
correceptor betaglicano no endométrio de mulheres com endometriose preconiza
que a familia das inibinas e ativinas exerce fungdo na modulacdo local do
crescimento e diferenciacéo celular, operando na génese da endometriose.

O presente trabalho apurou mais expresséo génica daa -inibina e de seu
correceptor betaglicano no endométrio de mulheres com endometriose.
Entretanto, como estes resultados ndo foram confirmados pela imuno-
histoquimica, é ainda prematuro considerar que o aumento da expressao da -
inibina e do betaglicano seja fator determinante para a implantagcdo do tecido
endometrial fora da cavidade uterina. Uma hip6tese alternativa é a de que
mulheres com endometriose tém aumento na expressdo da -inibina e do
betaglicano como parte do seu fenotipo, ndo necessariamente com implicacdes
etiopatogénicas.

Outro achado do presente estudo € que a expressao proteica da a-inibina e
do betaglicano é menos acentuada no endométrio ectdpico do que no endométrio
eutopico das mesmas pacientes, sugerindo que o tecido endometrial sofre
modificacdes na expressao proteica ao migrar e se implantar como lesao
endometrioide.

Em contraste com a falta de evidéncia para uma funcdo sistémica das
inibinas e ativinas na endometriose, ha achados da funcéo local dessas proteinas.
As células endometriais expressam o0s receptores ActRI, ActRIl e o correceptor
betaglicano (FERREIRA, 2008; FLORIO et al., 2005), sendo um alvo potencial
para os efeitos autocrinos das inibinas e ativinas. Ainda nédo foram elucidados
quais sao os reais efeitos das inibinas e ativinas nas células endometrioticas.
Porém, assim como ocorre em outras doengas ginecologicas responsiveis a
hormoénios esteroides, supbe-se que inibinas e ativinas tenham funcdo na
regulacéo da proliferacéo das células ectopicas endometriais.

Estima-se que o numero reduzido de amostras incluidas no presente

estudo possa ter prejudicado o poder estatistico das comparacbes entre o0s
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grupos avaliados. Portanto, é possivel que a reproducdo da mesma investigacao

com maior série de pacientes possa revelar outras diferencas nao identificadas.
Espera-se que pesquisas futuras na linha da familia TGF-B possam

elucidar as questdes ndo respondidas aqui, de maneira que seja esclarecida a

real importancia da inibina e do betaglicano na patogénese da endometriose.
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8 CONCLUSOES

A subunidade a de inibina e seu correceptor betaglicano sdo expressos no
endométrio eutdpico saudavel, no endométrio eutopico de mulheres com
endometriose e em lesbes endometridticas intestinais.

A distribuicdo imuno-histoquimica da a-inibina e do betaglicano € ubiqua,
sendo demonstrada tanto no compartimento glandular quanto no compartimento
estromal do endométrio eutdpico e em lesdes endometridticas intestinais.

Miométrio e células endoteliais vasculares do endométrio apresentam
imunomarcacao para o correceptor betaglicano, mas nao para a cinibina.

A expressdo génica da -inibina e do betaglicano é aumentada no
endométrio eutdpico de mulheres com endometriose, quando comparada com
endométrio eutopico de mulheres sem a doenca.

N&o foi demonstrada diferenca na expressao proteica da a-inibina e do
betaglicano entre o endométrio eutdpico saudavel e o endométrio eutdpico de
mulheres com endometriose.

O endométrio ectopico de lesbes endometridticas intestinais apresenta
menos expressao proteica de a-inibina e do betaglicano do que o endométrio
eutopico das mesmas pacientes.

A demonstragdo génica e proteica da a-inibina e de seu correceptor
betaglicano nos endométrios eutdpico e ectOpico sugere possivel implicacao

dessas moléculas na etiopatogénese da endometriose.
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