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RESUMO

Fundamentos e Objetivo: O teste diagnostico ideal para endometriose continua
sendo investigado. Recentemente, um estudo do tipo caso-controle constatou
gue o neuropeptideo urocortina € produzido no tecido endometriético e sugeriu
gue suas concentracdes plasmaticas estdo aumentadas em mulheres com cisto
endometriotico de ovario. No presente estudo, buscamos avaliar o valor preditivo
da urocortina para o diagndstico de endometriose em mulheres com suspeita da

doenca e indicacao de laparoscopia.

Métodos: Realizou-se um estudo de coorte incluindo 77 pacientes com dor
pélvica cronica, infertilidade e/ou massa anexial sugestiva de endometrioma. No
pré-operatorio, uma amostra de sangue foi coletada em tubo revestido com
EDTA, centrifugada a 4°C, e o plasma foi estocado a -80 °C até a extracdo em
coluna de cromatografia e dosagem de urocortina por ensaio imunoenzimatico
(EIA). Todas as pacientes foram submetidas a videolaparoscopia e todas as
lesBes suspeitas foram biopsiadas. A concentracao de urocortina plasmatica foi
analisada em funcdo do diagnostico final de endometriose (cirdrgico e
anatomopatoldgico) e de outras caracteristicas clinicas, como dor pélvica e
infertilidade.

Resultados: A prevaléncia de endometriose na coorte foi de 26 casos (34%).
Urocortina foi detectada em todas as amostras de plasma avaliadas e
apresentou concentragbes significativamente mais altas nas mulheres com
diagndstico final de endometriose (mediana 62 pg/ml [intervalo interquartil 51-
108 pg/ml], n=26) em comparacdo com aquelas em que se excluiu esse
diagnéstico (47 pg/ml [33-66 pg/ml], n=51); p = 0,029, teste de Mann-Whitney.
Foram identificados niveis de urocortina significativamente mais altos em
pacientes com dor pélvica aciclica (p=0,006) e dispareunia (p=0,003), quando
comparadas a pacientes sem o0s sintomas. Entretanto, ndo houve correlacéo
linear entre a dosagem de urocortina e o tempo ou intensidade dos sintomas
algicos. Andlise da curva ROC definiu o ponto de corte que discriminaria
pacientes com endometriose com alta especificidade (90%) em 101 pg/ml. Esse
limiar diagnéstico resultou em valor preditivo positivo de 62% e valor preditivo

negativo de 72%.



bY

Conclusao: O valor preditivo positivo de 62% comparado a prevaléncia
(probabilidade pré-teste) de 34% sugere que niveis altos de urocortina
plasmética reforgam a probabilidade de endometriose em mulheres com sinais

e sintomas sugestivos da doenca.



ABSTRACT

Background: Accurate non-invasive diagnostic tests for endometriosis are still
missing. In a previous case-control study, high plasma levels of the neuropeptide
urocortin were found in women with ovarian endometrioma, along with evidence
of urocortin production by the endometriotic tissue. Here, we evaluated the
predictive value of plasma urocortin to detect pelvic endometriosis in symptomatic

women scheduled to laparoscopy.

Methods: In a prospective cohort study, 77 women with chronic pelvic pain,
infertility and/or adnexal mass suggestive of ovarian endometrioma were
enrolled. Preoperative blood samples were obtained in EDTA-coated tubes,
centrifuged at 4°C, and the plasma was stored at -80 °C until extracted in C-18
chromatography column and assayed for urocortin using enzyme immunoassay
(EIA). All patients underwent laparoscopy and all suspect lesions were biopsied.
Plasma urocortin levels were analyzed according to the final diagnosis of
endometriosis (surgical and histological) and to clinical variables such as pelvic

pain and infertility.

Results: The prevalence of endometriosis in the cohort was 26 cases (34%).
Urocortin was detected in all plasma samples. Plasma urocortin levels were
significantly higher in the women with endometriosis (median 62 pg/ml,
interquartile range 51-108 pg/ml, n=26) compared to those without the disease
(47 pg/ml [33-66 pg/ml], n=51), p=0.029, Mann-Whitney test. Higher plasma
urocortin levels were also found in association with acyclic pelvic pain (p=0.006)
and dyspareunia (p=0.003). However, there was no linear correlation between
plasma urocortin and the duration or intensity of pain. ROC curve analysis
identified the 90% specificity cut-off point at 101 pg/ml. This value corresponded

to positive predictive value of 62% and negative predictive value of 72%.

Conclusion: In this cohort, the probability of endometriosis increased from 34%
(pre-test probability, or overall prevalence) to 62% (post-test probability, or
positive predictive value) after a positive urocortin test. The present findings
suggest that high plasma urocortin levels increase the likelihood of endometriosis

in symptomatic women.
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1. Introducéo

1. 1 — Endometriose

A endometriose € uma doenca ginecoldgica, hormoénio-dependente, que
acomete mulheres em idade reprodutiva. Estima-se que 10% das mulheres em

idade reprodutiva tenham endometriose (1).

A endometriose pélvica € caracterizada pela implantacdo e crescimento de
glandulas e estroma endometrial fora da cavidade uterina (endomeétrio ectdpico),
podendo acometer miométrio, peritbnio, tubas uterinas, ovarios, ou outros

orgdos da regido pélvica (2).

Os principais sintomas associados a essa afeccdo sao dor e infertilidade. A
prevaléncia de endometriose pode atingir 15-50% em mulheres sintoméaticas (3-
5). Entretanto, o tempo entre o inicio dos sintomas e o diagnéstico pode ser
longo, devido a variabilidade de sintomas, assim como a baixa especificidade ou
auséncia dos mesmos. O tempo médio entre 0 aparecimento dos sintomas e o
diagndstico da paciente pode ser de até sete anos, sendo que, em mulheres com

menos de 19 anos esse periodo pode ser superior a 12 anos (6).

Existem formas distintas de apresentacdo da endometriose. Os implantes
endometridticos podem aderir-se a superficie do peritoneo pélvico e ovarios
(endometriose peritoneal), formar cistos ovarianos revestidos por mucosa
endometrial (endometriomas) ou formar uma massa composta de tecido
endometrial, tecido adiposo e fibromuscular aderida aos Orgdos pélvicos
(endometriose infiltrativa profunda) (7-9). As principais caracteristicas
histolégicas das lesdes sao a presenca de células estromais ou epiteliais do
endométrio, sangramento cronico, e sinais de inflamacdo. A inflamacgéo
envolvida na endometriose pode estimular as terminacdes nervosas na pelve e,

assim, causar dor e aderéncias (8).

bY

A dor pélvica cronica esta associada a endometriose em 33% dessas
pacientes e pode ser definida como dor por mais de 6 meses, em regiao pélvica,
parede anterior do abdome e infra umbilical, e em regido lombossacra, que

interfere na qualidade de vida das pacientes (10).
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A causa da infertilidade associada a endometriose permanece incerta, com
0s achados atuais sugerindo mecanismo multifatorial. Em revisao realizada pelo
Comité da Sociedade Americana de Medicina Reprodutiva (ASRM), alguns
acahados em pacientes com endometriose que podem aumentar o risco de
infertilidade incluem: distorsdo da anatomia da pelve, altera¢cfes inflamatorias no
liquido peritoneal, e alteracdes hormonais e celulares no endométrio que podem
alterar a receptividade endometrial e a implantacdo do embrido (11). As
pacientes com endometriose submetidas a tratamento de infertilidade
apresentam menor taxa de fecundidade quando comparadas com outras causas
de infertilidade (12).

1.2 — Etiopatogénese

Existem varias teorias que tentam explicar a patogénese da endometriose: a
metaplasia celdmica, a persisténcia de células embrionarias, a disseminacéo
hematogénica e linfatica, e o transplante de tecido endometrial (2, 8, 13). Desde
a descricdo da doenca por Tomas Cullen até hoje, a origem das glandulas
endometriais encontradas fora da cavidade uterina ainda continua controversa
(24).

A teoria mais aceita € a disseminacdo de células endometriais durante a
menstruagcado, por regurgitacdo do sangue pelas tubas uterinas, descrita por
Sampson, e o tecido transplantado, que se diferenciou em estrutura semelhante

ao endométrio foi chamado de endometriose (15).

Sampson também descreveu a presenca de células endometriais em vasos,
sugerindo que durante a menstruagao possa ocorrer o transporte de células pela
circulacdo venosa para focos distantes do (tero, e que esses fragmentos

poderiam causar as lesdes (16).

A teoria de implantes endometriais por fluxo menstrual retrogrado foi
corroborada por outros estudos. Pacientes com endometriose submetidas a
ultrassonografia durante o periodo menstrual apresentam predominancia da

onda retrograda de contracdo miometrial (17). A avaliacdo por ultrassonografia
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com Doppler revelou maior perfusdo do endométrio na fase secretora tardia,
proximo a menstruacdo, em pacientes com endometrioma de ovario, o que
facilitaria o processo de implantacdo de células endometriais fora do Utero por
maior atividade vascular no endométrio dessas pacientes (18). Além disso, ha
maior prevaléncia de endometriose em adolescentes com mal formacdes
uterinas e obstrucdo a saida do fluxo menstrual (19), assim como em mulheres
com septo uterino e estenose de colo do utero (20, 21). A origem dos implantes
endometriais através do fluxo menstrual retrogrado foi estudada em modelos de
primatas que foram submetidos a ocluséo cervical e inje¢do intrapélvica de
sangue menstrual, resultando em lesGes endometridticas na cavidade peritoneal
(22).

A descricdo de Sampson, entretanto, ndo € capaz de justificar todos os casos
de endometriose, como aqueles que acometem pacientes que nao apresentam
fluxo menstrual. Entre outras propostas estao a diferenciacdo do tecido através
de estimulos endbgenos e exdgenos, como a metaplasia celémica do tecido
peritoneal em tecido endometrial e a transformacédo de resquicios millerianos
embriologicos, que mantém a capacidade de transformar-se em endométrio
apos estimulo estrogénico (8, 23). Por ultimo, estudo em modelo experimental
de ratas histerectomizadas demonstrou que células tronco de medula 6ssea,
adicionadas a implantes de endometriose peritoneal, foram capazes de se
diferenciar em epitélio e estroma endometrial. Dados adicionais de ratas que
foram transplantadas com medula 6ssea de doadores machos e tiveram células
tronco incorporadas ao endométrio sugerem que as células da medula éssea
podem contribuir para a homeostase do tecido endometrial e a patogénese da

endometriose (24).

Essas observacdes sobre células progenitoras favorecem as teorias ja
existentes, pois células tronco da camada basal do endométrio podem originar
implantes endometriais através de células transportadas pela tuba uterina, e as
células tronco, originadas da medula éssea, podem ser responsaveis pela
metaplasia celdbmica e resquicios de tecidos embriologicos pela formacéo de
tecido endometridtico, assim como por implantes em locais distantes através do

sistema linfo-vascular (25).
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A patogénese da endometriose é multifatorial e envolve a perda da
capacidade de diferenciacdo das células endometridticas, adesao celular do
endométrio ao peritbnio, angiogénese, caracteristicas do fluido peritoneal, bem
como o sistema imune (2, 8, 11, 13, 26). As células endometriais, uma vez na
cavidade peritoneal, evocam resposta inflamatéria acompanhada de
angiogénese, adesdo celular e invaséo peritoneal (8, 27) . A inflamacéo é um
processo complexo regulado por citocinas e fatores de crescimento sendo
determinante na patogénese da endometriose (28). Os implantes
endometriéticos secretam fatores pro-angiogénicos que estimulam a
neovascularizacdo contribuindo para a sua sobrevivéncia na superficie

peritoneal (29).

1.3 — Regulacdo do mecanismo de sobrevivéncia celular

Apesar de a patogénese da endometriose ainda ndo estar bem elucidada,
alguns mecanismos favorecem o implante e o crescimento do tecido endometrial
ectopico. Entre estes mecanismos estdo anormalidades do sistema imune e do
sistema de apoptose e alteracbes moleculares no endométrio de mulheres
acometidas pela doenca (8, 23, 26).

O endométrio eutopico de mulheres com endometriose exibe alteragbes
moleculares que incluem a ativacdo de oncogenes e producéo de estrogénios,
citocinas, prostaglandinas e metaloproteinas, assim como maior sobrevivéncia
das células endometriais fora da cavidade uterina devido a falha no sistema

imune dessas mulheres (8).

Estudos recentes indicam que alteragbes na sinalizacdo do ciclo celular
podem estar relacionadas com o mecanismo de proliferacdo do endométrio e
sobrevivéncia dos implantes ectdpicos. Foi identificado diminuicdo da expressao
da proteina p27 no endométrio de fase litea de mulheres com endometriose.
Essa proteina € um inibidor das ciclinas, que regula o ciclo celular, através de
mediadores que conduzem as células por suas diversas fases. Quando a
proteina p27 esta ausente, as células ndo seguem 0s sinais ciclicos e,

consequentemente, proliferam exaderadamente. A diminui¢do dos niveis dessa
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proteina, tanto em células epiteliais quanto estromais de mulheres com
endometriose, foi verificada em diversos estagios da doenca, sugerindo que

essa alteracao se relaciona com fatores de instauracao da doenca (30).

1.3.1 — Processo inflamatorio

A resposta do sistema imune pode ser humoral, através do reconhecimento
de antigenos por anticorpos produzidos por linfécitos B e T, ou celular. Essa
recruta células para o local da lesdo, como granuldcitos, mastécitos, células NK
e macroéfagos, produtoras de mediadores bioquimicos como prostaglandinas e
citocinas. Tal resposta deveria ser capaz de eliminar as células ectopicas no local
da inflamacdo. Entretanto, sugere-se que macréfagos e células NK podem
mediar o crescimento celular e a viabilidade do endométrio em local ectdpico,

através da secrecdo de factores de crescimento e citocinas (31).

O tecido endometriético também esta associado a producdo de mediadores
inflamatérios. O fluido peritoneal de mulheres com endometriose exibe niveis
aumentados de citocinas, fatores de crescimento e de angiogénese, derivados
das préprias lesbes e secretados por macrofagos e outras células do sistema
imune (32). Observou-se aumento da secrecao da interleucina-6, uma citocina
inflamatoria que regula a secrecao de outras citocinas, em amostras sérica e de

fluido peritoneal de pacientes com endometriose (33, 34).

Outras citocinas, interleucina 8 (IL-8) e fator de necrose tumoral (TNF-a), que
promovem proliferacdo e adesdo de células endometriais, apresentam maior

expressao no endométrio menstrual de pacientes com endometriose (35).

Alguns peptideos, chamados de quimiocinas, podem recrutar leucécitos para
o sitio da lesédo. Estdo associados com amplificacdo da resposta inflamatoria
local e sobrevivéncia das células endometriéticas, por aumentar a proliferacéo e
diminuir a apoptose das mesmas. Pode-se observar aumento da expressao do
gene da quimiocina RANTES (regulated and activation normal T cell excreted
and secreted) em células estromais endometridticas em resposta ao TNFa,
interferon-y (INF-y) e IL -1 (36). Foi também demonstrado in vitro que RANTES
pode induzir tolerancia em marcadores de superficie dos macréfagos e inibir seu

efeito apoptotico (37).

17



Observou-se ainda que, macréfagos, em peritbneo de mulheres com
endometriose, liberam mais prostaglandina E2 (PGE2) e prostaglandina F2a
(PGF2a) (38). O aumento da sintese de prostaglandina E2 no tecido
endometridtico esta relacionado a hiperatividade das enzimas COX-2 e PGE
sintetase. A expressdo aumentada de COX-2 pode ser induzida por IL -1, fator
de crescimento vascular ou estradiol, através do receptor B, e pela PGE2, por

acdo autdcrina (8).

Em pacientes com endometriose a expressao de ciclooxigenase 2 (COX-2),
responsavel pela producdo de prostaglandinas, no endométrio foi maior do que
no grupo controle nas fases do ciclo menstrual, sendo significativamente maior
na fase secretora tardia (39). Pensa-se, portanto, que a sintese aumentada de

PGE2 e PGF2a pode ter um papel importante na regulacédo dessa doenca.

1.3.2 — Hormonios esteroides

A endometriose € uma condicdo ginecoldgica benigna dependente de
horménios sexuais. Percebe-se uma maior producdo de estrogénio e
progesterona no fluido peritoneal de pacientes com endometriose, e o principal
meio de manutencao do nivel aumentado desses horménios sdo as proprias
lesbes endometridticas (40, 41). O endométrio ectépico exibe maior sintese e
menor inativacdo do estradiol, quando comparadas com o endométrio de

mulheres néo afetadas (41).

A presenca de genes responsaveis pela esteroidogénese e da enzima
aromatase nas células de implantes endometriéticos produzem estradiol através
da conversao do colesterol em androgénios (42). A producdo de estrogénio
favorece o feedback positivo entre a expressdao de COX-2 e producéo continua
de estradiol e prostaglandina E2 no tecido endometriético. A PGE2 estimula a
expressdo dos genes necessarios para a esteroidogénese, assim o tecido
endometriético possui uma capacidade de producao aberrante do estradiol (43)
(Figura 1).
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Figural: Aumento da producado de estradiol pelas células endometriéticas através do

estimulo da prostaglandina E2

Estudos demonstraram que o tecido endometridtico produz grande
guantidade de progesterona, mas contém menor quantidade de receptores que

o epitélio glandular do endométrio (44, 45).

A ligacéo da progesterona ao seu receptor, que possui duas isoformas A e
B, esta relacionada a acéo anti-inflamatéria desse horménio. No endomeétrio,
pode-se observar aumento dos niveis dos receptores A e B durante a fase
proliferativa, maior expressao antes da ovulagao e diminuigédo na fase secretora,
sugerindo que o estradiol estimule o receptor de progesterona. Entretanto, no
tecido endometriético, o receptor B nao foi detectado e o receptor A encontra-se
diminuido (45). Além disso, 0 receptor A pode atuar como repressor da
tanscricao do receptor B, assim como possui acao inibitéria na transcricao de

alguns genes mediadores da agao hormonal, diferindo do receptor B (46).

Pacientes com endometriose apresentam diminuicdo de receptores de
progesterona do tipo B (ativador dos genes-alvo da progesterona) levando a
resisténcia & agdo desse hormdnio no endométrio dessas mulheres (47).

O efeito da progesterona na limitacdo do crescimento do endométrio ainda

nao foi elucidado. Alguns estudos sugerem a acao apoptoética desse hormoénio
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através de demonstracdes da modulacdo de genes relacionados a apoptose,
diminuicdo da expressao da proteina anti-apoptotica, Bcl-2, e a observacao de

inducdo da apoptose em culturas celulares de endométrio (48-50).

Na maioria dos tecidos humanos, inclusive no endométrio, em condi¢des
fisiologicas, a ativacdo do receptor de estrogénio (RE) por estradiol ou outros
ligantes resulta na inibicdo de apoptose. Essa inibicdo € resultante do aumento
da transcricdo da proteina Bcl-2, por ligacdo do complexo estradiol — RE (51).

As células endometriéticas possuem maior sobrevivéncia mediada por
estrogénios e apresentam diferentes expressbes de receptores para este
hormdnio, sendo descrito maior expressédo do Refd em implantes endometriéticos
(52).

Considerando que os mecanismos normais de apoptose estao suprimidos
em células de lesdes endometridticas, deve-se notar o efeito inflamatorio e anti-
apoptético dos estrogénios nas pacientes com endometriose e a resisténcia da
progesterona nessas células, contribuindo ainda mais para a sobrevivéncia dos

implantes de endometriose (26).

1.4 — Diagnéstico de endometriose

A endometriose pode apresentar-se como dor pélvica crbnica que interfere
na qualidade de vidas das mulheres e/ou infertilidade. A dor pélvica pode ser
caracterizada como dor aciclica, dismenorreia e dispareunia de carater
progressivo (7, 27). Nao existe clara correlagéo entre a intensidade dos sintomas
e 0 grau de acometimento pélvico e/ou do estadiamento da doenca, assim como
pacientes assintomaticas podem ser portadoras de endometriose (9). Entretanto,
existe uma correlacdo entre alguns sintomas como dismenorreia, dispareunia e
disquezia com a presenca de nodulos em regido posterior da pelve e

endometriose profunda infiltrativa (53, 54).

Mulheres na fase reprodutiva apresentando dor pélvica progressiva,
infertilidade, dispareunia e presenca de massa pélvica, de forma isolada ou em

associacles, devem ser investigadas para endometriose (2, 8, 11, 55).
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O diagndéstico clinico da endometriose é realizado com base nos sinais e
sintomas da doenca, exames complementares (ultrassonografia transvaginal e
ressonancia magnética) e nos marcadores soroldgicos existentes (8). Contudo,
o diagnastico definitivo da doenca € invasivo, por videolaparoscopia, com exame
anatomopatolégico para confirmacdo (8,55). A necessidade de métodos
diagndsticos invasivos como laparoscopia e bidpsia permanece um fator de
limitagdo para o diagndstico correto e oportuno da endometriose. Marcadores
bioguimicos precisos e confiaveis trariam um grande avanco nessa area, no

entanto, na prética, o marcador ideal ainda nédo existe (56).
Exames de Imagem

A avaliacdo clinica de pacientes com endometriose pode ser
complementada com exames de imagem. A ultrassonografia transvaginal e a
ressonancia magnética apresentam boa acuracia para deteccdo de
endometriomas ovarianos (55,57). No diagndstico diferencial de endometriomas,
a ultrassonagrafia transvaginal apresenta alta sensibiliadde (84% -100%) e
especificidade (90% -100%) e a ressonancia magnética possui elevada
especificidade (98%)(58).

A endometriose superficial peritoneal e ovariana ndo sdo detectadas por
ultrassonografia transvaginal, mas a ressonancia magnética pode detectar até
50% das lesdes hemorragicas, auxiliando, em alguns casos, no diagndéstico da
endometriose leve. Porém, ambos 0s exames podem contribuir para o
diagndstico e avaliacdo da extensdo das lesbes de endometriose infiltrativa

profunda e na regido posterior da pelve(59).

A ultrassonografia transvaginal, realizada apés preparo intestinal, deve ser
0 exame de primeira escolha apos suspeita clinica de endometriose. Esse
método obtém melhores resultados que a ressonancia magnética para a
avaliacdo de endometriose infiltrativa profunda (58). A ressonancia deve ser o
método preferencial na suspeita de acometimento ureteral e aderéncias pélvicas

extensas (58).
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Marcadores séricos e plasmaticos

Estudos anteriores identificaram possiveis marcadores relacionados com a
patogénese e desenvolvimento das lesdes de endometriose, no entanto,
nenhum marcador Unico, ou um painel de marcadores foi validado como teste

nao invasivo confiavel para o diagndstico de endometriose (60, 61).

O antigeno cancerigeno 125 (CA-125), uma glicoproteina normalmente
expressa em tecidos fetais, foi encontrada em adultos, em células epiteliais
endometriais e de cistos ovarianos e células mesoteliais na pleura, pericardio e
peritdnio, particularmente relacionado com areas de inflamacéo e aderéncia (62).
O CA-125 é um marcador periférico que apresenta niveis elevados em pacientes
com endometriose, principalmente durante o periodo menstrual (63). A dosagem
sérica desse marcador apresenta melhor acuracia diagnéstica em pacientes com
doenca moderada a grave, porém ainda € um teste que apresenta baixa
sensibilidade para o diagndéstico de endometriose (64-67). Observa-se também
maior concentracdo de CA-125 em fluido peritoneal de pacientes com
endometriose, porém deve ser realizado procedimento semi-invasivo para a
dosagem do marcador (68). Apesar de o CA-125 nao ter sido validado como
teste diagndstico para endometriose, ainda € considerado o marcador com maior
repercussao na pratica clinica, pois apresenta alta especificidade e aceitavel
sensibilidade, entretanto o teste tem maior utilidade na avaliacdo de doenca

recorrente ou no prognaéstico apds tratamento cirargico (64, 69).

A interleucina-6 apresenta niveis aumentados em mulheres com
endometriose (34,70). A avaliacdo de nove citocinas inflamatérias séricas
mostrou niveis estatisticamente mais elevados de IL-6, MCP-1 (proteina
guimiotatica do mondcito-1) e INF-y, nas pacientes com endometriose. No
entanto, os trés marcadores em conjunto ndo mostrou maior discriminacao entre
os doentes e o controle, do que a dosagem de IL-6 apenas (33). A IL-6 também
apresentou niveis aumentados em fluido peritoneal de mulheres com
endometriose (70), com alta acuracia para diagnéstico de endometriose
moderada a grave (34). Esse marcador sérico apresentou sensibilidade de 71 -
90% e especificidade de 66 - 67% (33, 70).
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Alguns painéis de marcadores plasmaticos tém sido estudados para
melhorar a sensibilidade e especificidade do diagndstico de endometriose. As
dosagens de IL-6, IL-8, CA-125, CA-19-9, proteina C reativa de alta sensibilidade
(hsCRP) e TNF-a avaliadas em conjunto para o diagnostico de endometriose,
demonstraram alta sensibilidade (87-92%) e especificidade aceitavel (60—71%),
guando dosados durante a fase secretora do ciclo menstrual (71). Outro painel
de marcadores, anexina V, CA-125, fator de crescimento endotelial (VEGF) e
glicodelina, avaliados durante a fase menstrual do ciclo, mostrou sensibilidade
90% e especificidade 81% para o diagnostico de endometriose ndo detectavel a

ultrassonografia (72).

A ativina A é um peptideo presente no tecido endometriético (73, 74)
pertencente a familia do fator de transformacéo do crescimento B (TGF-B), que
esta relacionado com a decidualizacdo do endométrio e implantacdo do embrido
(75). A folistatina regula a atividade da ativina, agindo como antagonista da sua
acdo. A expressdo da folistatina foi identificada em endométrio e lesdes
endometridticas em todas as fases do ciclo (76, 77). A concentracdo de ativina
A e folistatina foi dosada em amostras séricas de pacientes com endometriose e
controles saudaveis. A ativina A mostrou niveis mais elevados no grupo com
endometrioma, quando comparados com controles sem a doencga (77). Os niveis
da folistatina nao apresentaram diferencas significativas entre 0s grupos
estudados. A acuracia dos marcadores foi modesta para diagndstico de
endometriose com especificidade 90%, mas sensibilidade de 41% para os dois

marcadores dosados em conjunto (78).

A urocortina ja foi demonstrada em estudos prévios como um potencial
marcador de diagndstico diferencial entre endometrioma ovariano e outros cistos
ovarianos benignos. A urocortina apresentou niveis plasmaticos mais elevados
em mulheres com endometrioma e possibilitou o diagnéstico com alta

sensibilidade e especificidade, 89% e 90%, respectivamente (79).

Apesar de véarios estudos demostrarem alteracdes em citocinas
inflamatdrias, fatores de crescimento e moléculas de adeséo, ainda néo foi
validado um teste ndo-invasivo para o diagnostico de endometriose. A

endometriose possui localizacdo e evolucdo variadas, assim como sintomas
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inespecificos, o que pode dificultar a identificacdo de um marcador Unico da
doenca (60).

A identificacdo de um marcador ndo-invasivo para a endometriose seria util
para a deteccdo e instituicdo de tratamento precoce de endometriose em
mulheres sintomaticas que tém dor pélvica e / ou infertilidade sem alteracdes aos
exames de imagem. Assim como a exclusdo do diagndstico nessas pacientes,

as pouparia de intervencgdes cirlrgicas desnecessarias.

Videolaparoscopia

A laparoscopia video-assistida oferece ampla visualizacdo da regido pélvica
e identifica lesdes presentes em peritdnio e demais 6rgéos. Tornou-se o padrao
ouro para o diagndstico e tratamento de endometriose (80). Atualmente, tem sido
usada também a laparoscopia robotica-assistida, com visao tridimensional da
pelve, oferecendo visdo unidirecional. Possui maior beneficio na identificacéo de
implantes suspeitos em detrimento da identificagdo de fibrose da doencga
infiltrativa profunda (81, 82).

As lesbes sugestivas de endometriose precisam ser confirmadas por exame
histopatoldgico (83), devido a diversidade na morfologia, coloragfes e texturas
das lesbes, assim como significativa variabilidade inter-observadores quando
comparando resultados visuais cirargicos com resultados de bidpsia para o

diagndstico de endometriose (84).

Apesar de taxas de complicacbes menos comuns em cirurgias
laparoscopicas, quando comparadas a laparotomia (85), e a associacao dessas
complicacdes a experiéncia do cirurgido, pode-se observar morbidades graves
durante o procedimento, como lesGes vasculares, pneumotérax, embolia
gasosa, lesbes de trato urinario ou intestinais e queimaduras por corrente elétrica

utilizada em cautérios (86).

1.5 — Urocortina

Urocortina (UCN) é um péptido de 40 aminiacidos, que pertence a familia do

horménio liberador de corticotrofina (CRH). Foi identificado, em 2002, nas
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células epiteliais e estromais do endométrio através de transcricdo reversa por

PCR (reacéo em cadeia da polimerase) (87).

O horménio liberador de corticotropina atua como regulador do eixo
hipotalamo-hipdéfise-adrenal, produzido por neurdnios do hipotalamo para o
sistema porta-hipofisario. Estimula, juntamente com a vasopressina, 0 hormonio
adrenocorticotréfico hipofisario (ACTH) e, consequentemente, a secrecao de
glicocorticéides pelo cortex da adrenal. Esta relacionado com a resposta ao
estresse e, em ligacdo com o receptor, pode ser encontrado em outros sitios do
sistema nervoso central (88). Foram identificados trés receptores, porém
somente 0s receptores tipo 1 e 2 estdo presentes em mamiferos. O efeito
biolégico do CRH é modulado pela proteina ligante do CRH (CRH-BP), que

controla a biodisponibilidade deste horménio (89).

A urocortina possui homologia biolégica com o CRH e afinidade pelos
mesmos receptores (CRH-R1 e CRH-R2) e por sua proteina ligadora (CRH-BP).
Essa proteina ligadora ao se ligar ao CRH ou a UCN bloqueia a secrecao de
ACTH, conforme demonstrado in vitro (90). A resposta do eixo CRH mediada
pelo estresse possui efeitos distintos dependentes da ligagdo nos receptores,
CRH-R1, acéo inicial ao estresse, e ao CRH-R2, relacionado com a fase de

recuperacédo do estresse (91).

A UCN parece exercer importante papel na reproducdo humana e esta
envolvida em importantes funcdes, como esteroidogénese ovariana, crescimento
de células endometriais, decidualizacdo do endométrio, manutencéo da funcéo

placentaria e inicio do trabalho de parto (92).

A deteccdo de UCN, por imunohistoquimica, em células do corpo lateo
sugere sua acao na esteroidogénese ovariana. Os resultados permitiram concluir
gue a concentracdo da UCN €é maior nas células tecais do corpo luteo em
regressao, diferindo dos niveis detectados no meio da fase lutea e no corpo luteo
gravidico (93). Parece ter um papel importante na regresséo lutea, e ndo no
funcionamento e manutencdo do corpo luteo gravidico. As dosagens foram

confirmadas por PCR e identificado a presenca do CRH e CRH-R (93).
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Durante o ciclo menstrual, a concentracdo e a expressao da urocortina, no
endométrio, sdo maiores na fase secretora do que na fase proliferativa e mais
elevado na fase secretora tardia em comparacao com a fase secretora precoce.

A urocortina € capaz de induzir a decidualizacdo endometrial in vitro (94).

O CRH, UCN, urocortina 2 (UCN2) e wurocortina 3 (UCN3) sao
neuropeptideos, originalmente descritos no sistema nervoso central, exercendo
efeitos enddcrinos, imunoldgicos e vasoativos (89, 95). UCN2 e UCN3 foram
identificadas no endométrio humano e decidua materna e localizadas em células
epiteliais, estromais e endoteliais, através de expressdo do mRNA e producéo
do peptideo. Demonstrou-se que a expressdo do mRNA da UCN2 foi mais
elevada no endométrio da fase proliferativa precoce e da UCN3 foi maior na

decidua gravidica (96).

UCN2 e UCNB3 se ligam especificamente ao CRH-R2 (96). A ligacdo a cada
receptor, CRH-R1 e/ou CRH-R2, ativa diferentes cascatas de sinalizacao
intracelular, que medeiam efeitos diferentes do CRH e UCN, sugerindo a
existéncia de redes distintas de ativacdo no endométrio humano envolvendo as
UCN2 e UCN3 e 0 CRH-R2 e 0 CRF e UCN com o CRH-R1. A expressao do
MRNA dos peptideos da familia CRH e seus receptores, no endométrio, em
diferentes fases no ciclo menstrual, permite concluir gue o endométrio humano

também possui capacidade para sintetizar esses neuropeptideos (96).

As UCN2 e UCN3 estdo expressas nos tecidos endometrioticos. No
endométrio eutopico de pacientes com endometriose, estes peptideos néo
apresentam mudancas ciclicas e estdo em menor quantidade do que em
mulheres sem a doenca (97). UCN 2 e UCN 3 modulam a secrecao do fator de
necrose tumoral (TNF-a), citocina pré-inflamatéria, e da interleucina 4 (IL-4), anti-
inflamatdria, em cultura de células endometriais, sugerindo um possivel papel

desses peptideos no mecanismo da endometriose (97).

Mulheres com endometriose podem apresentar alteracdo na expressao e
funcdo de CRH e UCN no endométrio eutépico. Em mulheres sem endometriose,
a expressdo de CRH e UCN ¢ significativamente maior na fase secretora que na
proliferativa, diferenca ndo observada em mulheres com a doenca. Na presenca

da endometriose, a expressao de CRH e UCN se reduz, e esses peptideos nédo
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mais modulam a decidualizacdo endometrial em culturas de células estromais
(98).

Em estudo prévio, demonstrou-se que a urocortina pode ser um novo
marcador do endometrioma com alta sensibilidade e especificidade. Quando
comparada ao CA-125, a urocortina demonstrou maior sensibilidade e a mesma
especificidade. Os niveis plasméaticos e do liquido intra-cistico de urocortina
foram mais elevados em mulheres com endometrioma do que naquelas com

cistos ovarianos benignos, sendo util no diagnéstico diferencial (79).
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2. Objetivos

- Avaliar a concentracao plasmatica de urocortina como marcador diagnoéstico de
endometriose em pacientes submetidas a videolaparoscopia por dor pélvica,

infertilidade e/ou massa anexial sugestiva de endometrioma;

- Investigar se a urocortina plasmatica varia em funcdo de outras caracteristicas

clinicas e achados patolégicos na mesma coorte de pacientes.
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3. Pacientes e Métodos

3.1- Populagéo estudada

Trata-se de estudo do tipo coorte prospectiva, que avaliou 77 mulheres com
idade entre 17 e 52 anos, atendidas no servico de Video-endoscopia
Ginecoldgica do Hospital das Clinicas da UFMG e submetidas a laparoscopia
por dor pélvica aguda ou cronica, infertilidade, massa anexial ou cisto ovariano

sugestivo de endometrioma a ultrassonografia pélvica ou transvaginal.

As pacientes atendidas neste servico sdo encaminhadas do setor primario
de atendimento ginecoldgico, para realizagdo de cirurgia por via laparoscopica.
Todas as pacientes foram avaliadas pela mesma equipe previamente a cirurgia
guanto presenca de sintomatologia clinica (dor, infertilidade, tempo de sintomas
e intensidade da dor através da escala visual analdgica) e resultados de exames
de imagem (ultrassonografia pélvica ou transvaginal). Todas as pacientes que
concordaram em participar do estudo foram incluidas, no periodo de Julho de
2008 a Novembro de 2010.

As informacdes clinicas necessarias a analise dos dados foram obtidas de
modo prospectivo, por fontes primarias, diretamente pelos pesquisadores e
foram coletadas amostras de sangue, para dosagem de urocortina plasmaética,

de todas as pacientes incluidas no estudo.

As cirurgias foram realizadas no Hospital das Clinicas da UFMG com
identificacdo de lesbes sugestivas de endometriose e descricdo dos achados
cirargicos em prontuario quanto a localizacdo e tamanho das lesdes, assim como

presenca e tipo de aderéncias em regido pélvica.

O estadiamento da endometriose foi realizado baseado nos achados a
laparoscopia, segundo o sistema de classificagdo da Sociedade Americana de
Medicina Reprodutiva (ASRM), revisto em 1996. As pacientes foram
classificadas como endometriose minima, leve, moderada ou grave (I, Il, lll ou
IV).(99)
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Todos os casos de endometriose foram confirmados por exame
anatomopatoldgico, diante da identificacdo de glandulas e/ou estroma

endometrial no material avaliado.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG (Parecer
namero ETIC 183/07) e pela Diretoria de Ensino, Pesquisa e Extensdo do
Hospital das Clinicas. Todas as pacientes assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido.

3.1.1 - Critérios de inclusao

e Mulheres submetidas a videolaparoscopia por sintomas clinicos como dor
e infertilidade e/ou diagndstico ultrassonogréfico de massa anexial ou cisto
ovariano sugestivo de endometrioma a ultrassonografia.

e Mulheres em qualquer fase do ciclo menstrual.

e Assinatura da paciente no termo de consentimento livre e esclarecido.

3.1.2 - Critérios de excluséao

e Presenca de massa anexial ou cistos ovarianos sugestivos de
malignidade a ultrassonografia.

e Pacientes que tiveram a indicacao de videolaparoscopia suspensa ou que
foram submetidas a cirurgia em outro servico.

¢ Na&o aceitacao, pela paciente, da coleta de sangue periférico ou do uso de

seus dados para pesquisa.

3.2 - Coleta das amostras

As amostras de sangue foram obtidas de veia periférica durante o pré-
operatorio, por ocasido de consulta ambulatorial ou na internagéo para cirurgia,

em qualquer fase do ciclo menstrual.

Todas as amostras de sangue foram coletadas em tubos com

anticoagulante, EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético), e levemente agitadas
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imediatamente ap0s a coleta para homogeneizacdo, mantidas em gelo até
centrifugacéo a 3000 xg durante 15 minutos a 4 °C para separacéo do plasma.
As amostras de plasma foram congeladas a -80 °C para serem usadas

posteriormente na dosagem plasmatica do peptideo, a urocortina.

3.3 — Dosagem de urocortina

As dosagens de urocortina plasmatica foram realizadas pelo Kit de ensaio
imunoenzimatico (EIA), produzido pela Phoenix Pharmaceuticals, Inc.
(Burlingame, CA, Estados Unidos), conforme protocolo do fabricante e

metodologia descrita em estudos publicados anteriormente (100, 101).

A realizacdo do ensaio ocorre pela ligacdo do anticorpo secundario, que
reveste a microplaca, ao fragmento Fc do anticorpo primario (anticorpo anti-
urocortina humana). O fragmento Fab do anticorpo primario se liga ao peptideo
biotinilado e ao peptideo padrdo ou ao peptideo da amostra. O peptideo
biotinilado interage com a estreptovidina-peroxidase (SA-HRP), que catalisa a
reacdo do substrato. A intensidade da luz amarela que é produzida pela reacdo
€ diretamente proporcional a quantidade do complexo estreptovidina-peroxidase
e ao peptideo biotinilado, mas inversamente proporcional a quantidade do
peptideo padrdo ou peptideo das amostras. A curva padrao para leitura das
dosagens é construida através das concentracdes conhecidas do peptideo
padrdo em escala logaritmica (eixo X) e a absorbancia, também em escala
logaritmica (eixo Y). A faixa de concentracfes para a UCN detectavel é 0,01-100
ng/ml (10-100.000 pg/ml).

Peptideo (Solucdo Padrdo)

Placa revestida
com anticorpo / \ SA-HRP = Substrato =—

o = Anticorpo Primdrio
secunddrio

N

Peptideo Biotinilado

Esquema do ensaio imunoenzimatico (EIA)
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3.3.1 — Extracéo do peptideo do plasma

As amostras de plasma foram retiradas do freezer a -80 °C e mantidas a 4
°C. Para obter o peptideo do plasma utilizou-se a coluna Bond Elut, que foi
ativada previamente com 8ml de acetonitrila e 8ml da solugcéo de acetato de
amobnia a 0,2% e pH 4, aplicados a coluna, com uma seringa, sem pressao. Em
seguida, a amostra foi aplicada na coluna e lavada levemente com 5ml de
acetato de amonia a 0,2% (pH 4). A eluicdo do peptideo foi realizada com 3ml
da solucao contendo 60% acetonitrila e 40% de acetato de amonio a 0,2%, em
tubos de polietileno. As amostras foram secas em centrifuga evaporadora por

10-12 horas e, em seguida, congeladas a -20 °C para realizacdo do EIA.

3.3.2 — Realizac&o do ensaio imunoenzimatico (EIA) para urocortina

O peptideo extraido manteve-se a -20°C, liofilizado, para realizacao do EIA.
Todas as amostras foram reconstituidas no mesmo volume de solugédo tampéao
do kit, 0,125 mL, conforme recomendacéo do fabricante do kit. Para preparo da
solucdo, o tampdo concentrado 20x (50ml) foi diluido em 950ml de &gua

destilada.

As diluicdes de UCN para a curva padrdo foram preparadas a partir do
peptideo padréo reconstituido em 1ml da solucdo tampé&o e deixado em repouso
por 10 minutos em temperatura de bancada. Para diluicdo seriada da
concentracdo padréao (1000ng/ml) foram acrescentados 100 microlitros de cada

novo padrao a 900 microlitros da solu¢ao tampéao, por cinco vezes (Figura 2).

Branco (B) (B)
Totalmente ligado (7)(T)
0.01 ng/t (5) (5) . ) . ) 100
0.1 e/l @j G_} b i 4 i k
e/l (3D EI
10 mgzfml @ @ \‘_\_u_'_#l' N A
1 2 3 5

100 mgsml C_i:) lf_:l:) Estoque
Controle Positive (0 (5O

Figura 2: Diluicbes seriadas do padréo de urocortina para obtengéo da curva-padrao do

ensaio
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O anticorpo primario e a urocortina biotinilada foram diluidos em 5ml da
solucéo tampéao e o controle positivo para urocortina foi centrifugado e diluido em
200microL da solucdo tampéo. Todos os componntes ficaram em repouso por 5

minutos apads preparo.

As placas de EIA para urocortina foram preparadas apos 30 minutos de
repouso em temperatura ambiente. Cada placa possui 96 pocos pré-revestidos
com anticorpo secundario, numerados por colunas de 1-12 e linhas A-H.
Inicialmente o preparo da placa ocorre nas colunas 1 e 2, seguidos por cada
linha, de amostras duplicadas: vazios, 50 microL da solucéo tampao, 50microL
de cada concentracédo da curva padrdo em ordem crescente e 50 microL do

controle positivo para urocortina.

Em seguida, 50 microL de cada amostra a ser testada € pipetada e
acrescentada a placa. Todos 0s pogos, exceto 0s vazios ou brancos, receberam
25microL do anticorpo primério e 25microL da urocortina biotinilada,
rehidratados. A placa é selada e incubada por 2 horas em movimento orbital a
300-400rpm.

A estreptovidina-peroxidase € centrifugada a 3.000-5.000rpm por 5
segundos e 12microlL acrescentado a 12ml da solucédo tampao. Apdés incubacéo
da placa, a mesma foi lavada 4x com 350microL da solucdo tamp&o em cada
poco, em lavadora automatica. Com a utilizagdo da pipeta multicanal, 100microL
da solugdo de SA-HRP foi adicionado em cada poco. Novamente a placa foi
incubada por 1 hora em orbital shaking 300-400rpm e lavada 4x com solucéo

tampéo (350microL em cada poco).

O substrato de tetrametilbenzidina (TMB) foi acrescentado, 100 microL, em
cada poco e a placa foi incubada no orbital shaking coberta e protegida da luz.
Apb6s 1 hora de incubacéo foi acrescentado 100microL de solucéo acida (HCI)
para interromper a reacdo quimioluminescente e entdo, fez-se a leitura da

densidade 6ptica em 450nm.

Apoés leitura da absorbancia da luz, foi calculada a concentracdo da UCN no
ensaio através da equacdo de regressao linear gerada pela curva-padrao
(Figura3).
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Log Absorbance

y =-0,5038x - 0,29
R2 = 0,9958

Log Urocortina

Figura 3: Parte central da curva-padréo (pontos azuis, correspondentes aos padrdes 2,
3 e 4) e localizacdo das leituras de absorbéncia das amostras de plasma (pontos
vermelhos) no ensaio de urocortina. As amostras ficaram situadas, predominantemente,

entre os padrdes 4 (0,1 ng/ml) e 3 (1 ng/ml).

3.3.3 — Célculo final da concentracdo de UCN plasmética

Como as amostras de plasma submetidas a extracdo em coluna de
cromatografia tinham volumes variados e todos os produtos da extracdo foram
reconstituidos no mesmo volume (0,125 ml), a concentragcdo de UCN no plasma
foi calculada apds multiplicar o valor obtido no ensaio pelo fator de diluicdo da
amostra. Por exemplo, nos casos em que se partiu de 1 ml de plasma extraido,
o fator de diluicédo foi 0,125 ml/1 ml = 0,125. Portanto, a concentracdo da UCN
calculada apds leitura da placa foi multiplicada por 0,125 para se obter a

concentracdo real de UCN plasmética.
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3.4 - Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada no programa SPSS para Mac, versao 21.0.
As variaveis analisadas pelo estudo apresentaram distribuicdo ndo- parameétrica,
sendo entdo descritas em medianas, intervalos inter-quartis, com percentis entre
25 e 75 e representadas por graficos de Boxplot. Foi realizado teste de Mann-
Whitney para comparacdo entre os grupos. Em todos os testes a significancia

estatistica foi estabelecida em 95%, com valor de p<0,05.

As possiveis correlages entre a concentracdo de UCN e algumas variaveis

clinicas foram analisadas pelo coeficiente de correlacéo linear de Spearman.

Para analise da acuracia e preditividade da urocortina plasmatica no
diagnostico da endometriose, foi construida a curva ROC (receiving operator
characteristics) e definido um ponto de corte para calculo da especificidade,
sensibilidade, valor preditivo e razdo de verossimilhanca para resultados

positivos e negativos, com os respectivos intervalos de confianca de 95%.
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4. Resultados

4.1- Caracteristicas clinicas das pacientes incluidas no estudo

As variaveis demogréaficas no grupo de estudo, apdés andlise da curva,
apresentaram distribuicdo ndo-paramétrica e portanto calculados a mediana e
intervalo interquartil de cada uma delas. A mediana de idade foi 34 anos e da

paridade foi zero.

A principal indicagdo de videolaparoscopia foi dor pélvica (dispareunia,
dismenorreia e dor aciclica), presente em 81,8% das pacientes, seguida de
infertilidade, 35,1% e cisto ovariano sugestivo de endometrioma a
ultrassonografia, 22,1%. Foram avaliados o tempo de sintomatologia e
intensidade da dor pélvica, através da escala visual analdgica de dor (EVA),
conforme dados da Tabela 1. Observou-se dosagem de CA-125 com mediana e
intervalo interquartil dentro dos limites da normalidade, nas pacientes estudadas,
entretanto somente 42 pacientes tinham dosagem prévia deste marcador
(Tabela 1).

O diagnostico anatomopatoldgico das lesdes biopsiadas foi positivo para
endometriose em 26 mulheres (Tabela2). Entre essas pacientes, conforme os
critérios de estadiamento da ASRM, revisados em 1996, 34,6% foram
diagnosticadas com endometriose grave, 42,3% endometriose moderada e 7,7%
endometriose leve. Ndo houve diagnostico de endometriose minima e houve 4

casos com adenomiose (15,4%) (Tabela 3).

Em relacdo a localizacdo das lesbes de endometriose identificadas a
cirurgia, observou-se uma predominancia de lesdes ovarianas, sendo 38,5%
(10/26) das lesdes confirmadas ao exame anatomopatolégico. A identificacdo de
endometriose em implantes peritoneais foi confirmada em apenas 50% das
lesBes que forma biopsiadas. Devido a descri¢do das lesdes, pode-se considerar

a possibilidade de escassez do material examinado (Tabela 4).

Apenas 4 pacientes ndo apresentaram alteracdes detectadas a cirurgia, em

outras 16 pacientes, o material para realizacdo de exame anatomopatoldgico
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nao foi colhido. As demais pacientes tiveram diagndstico final de cisto ovariano

benigno, doenca inflamatoria pélvica, hidrossalpinge, mioma e gestacao ectopica

(Tabela 5).

Tabela 1: Caracteristicas demogréficas e clinicas da coorte de 77 pacientes incluidas

no estudo

Idade (anos)
Paridade
Dor Pélvica

Prevaléncia

Intensidade (EVA)

Dor aciclica
Prevaléncia
Duracéo (anos)

Dismenorréia
Prevaléncia
Duracéo (anos)

Dispareunia
Prevaléncia
Duracéo (anos)

Sintomas intestinais
Prevaléncia
Duracéo (anos)

Sintomas urinarios
Prevaléncia
Duracéo (anos)

Infertilidade
Prevaléncia
Duracéo (anos)

Endometrioma ao US
Prevaléncia

CA-125 sérico (Ul/ml)

34 [31-41]
0[0-2]

63/77 (81,8%)
7 [6-8]

47177 (61,0%)
5 [4-6]

50/77 (64,9%)
5 [4-6]

35/77 (45,5%)
5 [4-7]

A77 (5,2%)
3 [2-4]

1/77 (1,3%)
3[3-3]

27/77 (35,1%)
6 [4-8]

17177 (22,1%)
22 [12-32]

Os dados quantitativos s&o expressos como mediana e intervalo inter-quartil.
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Tabela 2: Diagnéstico final apds videolaparoscopia e exame anatomopatol6gico

Diagnéstico Frequéncia Percentual (%)
anatomopatolégico

Endometriose 26 33.8
Outros 51 66.2
Total 77 100.0

Tabela 3: Estadiamento de endometriose pélvica nos 26 casos confirmados

Estadiamento (ASRM, 1996) Frequéncia Percentual (%)
2 2 7,7
3 11 42,3
4 9 34,6
Adenomiose 4 15,4
Total 26 100

Tabela 4: Localizacdo predominante das lesGes supostamente endometridticas vistas

a laparoscopia e propor¢éo de casos confirmados ao exame anatomopatoldgico

Identificacéo e localizacao de Endometriose (anatomopatologico)
Endometriose a laparoscopia
nao sim

Ausente 43 0
peritoneal 4 4
Ovariana 3 10
profunda infiltrativa 1 6
adenomiose 0 4
Parede 0 2

Total 51 26

Total

43

13

77
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Tabela 5: Diagnésticos finais nos 51 casos sem endometriose

Casos nédo

Videolaparoscopia / Anatomopatologico confirmados

Endometriose
Sem alteragbes 4
Sem anatomopatolégico 16
Doenca Inflamatéria Pélvica 3
Cistos Ovarianos Benignos 12
Fragmento peritoneal ou ovariano sem alteracbes 8
Hidrossalpinge 1
Gestac&o ectopica 2
Miomas 2
Outros 4
Total 51

4.2 - Urocortina plasmética e diagnoéstico de endometriose

A urocortina foi detectada em todas as amostras de plasma avaliadas e

apresentou padrao linear conforme a curva padrao do teste de EIA utilizado.

As concentracfes plasmaticas da urocortina foram significativamente mais
altas nas mulheres com diagnéstico final de endometriose (mediana 62 pg/ml
[intervalo interquartil 51-108 pg/ml], n=26) em compara¢éo com aquelas em que
se excluiu o diagnéstico de endometriose em exame anatomopatolégico (47
pg/ml [33-66 pg/ml], n=51) (p = 0,029, teste de Mann-Whitney, Figura 4).

Apoés avaliacdo das concentracdes de Urocortina do grupo de pacientes
submetidas a laparoscopia por dor pélvica ou infertilidade, excluida a indicacéo
por cistos ovarianos sugestivos de endometrioma a ultrassonografia, observou-
se também niveis de urocortina significativamente mais altas nas mulheres com
diagnostico final de endometriose (92 pg/ml [56-109 pg/ml], n=15) em
comparacao com aquelas em que se excluiu o diagndstico anatomopatolégico
de endometriose (47 pg/ml [31-67 pg/ml], n=45) (p = 0,026), teste de Mann-
Whitney, Figura 5).
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Com relacdo aos diferentes sintomas de dor pélvica, foram identificados
niveis de urocortina significativamente mais altos em pacientes com dor pélvica
aciclica (59pg/ml [42-100 pg/ml], n=47 vs. 43pg/ml [26-61 pg/ml], n=30)
(p=0,006, Figura 6) e dispareunia (63 pg/ml [53-102 pg/ml], n=35 vs. 46 pg/ml
[29-61 pg/ml], n=42) (p=0,003, Figura 7), quando comparadas a pacientes sem

0 sintoma.

Entretanto, ndo houve correlagéo linear entre a dosagem de urocortina e o
tempo ou intensidade dos sintomas algicos. Os coeficientes de correlacao linear
de Spearmann entre a urocortina plasmatica e os sintomas foram: r = 0,111
(p=0,438) para tempo de dor pélvica aciclica; r = -0,013 (p=0,941) para tempo
de dispareunia; e r = 0,167 (p=0,181) para intensidade da dor (Figuras 8 e 9).

1607 P=0,029

140+

120

1007

80

60

Urocortina (pg/ml)

40

207 .

| |
Endometriose Outros

Diagndstico Anatomopatologico

Figura 4: Concentragdes plasmaticas de urocortina na coorte completa de 77 pacientes
dividida segundo o diagnéstico conclusivo de endometriose (n=26) ou outros (n=51). Os
graficos representam medianas, quartis e percentis 10 e 90. Os grupos foram
comparados pelo teste de Mann-Whitney (p=0,029).
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Figura 5: Concentracdes plasmaticas de urocortina nas 60 pacientes com indicacéo de
videolaparoscopia por dor pélvica e/ou infertilidade (ou seja, excluidas as 17 pacientes
gue tinham imagem ecografica sugestiva de endometrioma), divididas segundo o
diagnéstico conclusivo de endometriose (n=15) ou outros (n=45). Os gréficos
representam medianas, quartis e percentis 10 e 90. Os grupos foram comparados pelo
teste de Mann-Whitney (p=0,026).
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Figura 6: Concentracfes plasmaticas de urocortina no grupo de pacientes com (n=47)
e sem (n=30) dor pélvica crbnica aciclica (p=0,006)
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Figura 7: Concentragfes plasméaticas de urocortina no grupo de pacientes com (n=35)
e sem (n=42) dispareunia (p=0,003).
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Figura 8: Correlacdo entre a concentragdo plasmatica de urocortina e intensidade da
dor, aferida pela Escala Visual Analdgica (EVA) no grupo de pacientes com e sem dor
pélvica crénica (r = 0,167, p=0,181)
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Figura 9: Correlagdo entre a concentracdo plasméatica de urocortina e tempo de dor
aciclica (r = 0,111, p=0,438) e tempo de dispareunia (r = -0,013, p=0,941)
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4.3 - Acuracia e valor preditivo da urocortina plasméatica no diagndstico de

endometriose

Analisamos a curva ROC (Figura 10) para determinar o valor de corte da
dosagem de urocortina com melhor acuracia no diagnéstico de endometriose. A
area soba curva foi 0,638. Para determinar o ponto de corte que discriminaria
pacientes com endometriose, foi escolhido um valor com alta especificidade
(90%), correspondente a 101pg/ml. Esse valor resultou em sensibilidade de 31%
(15-50%), valor preditivo positivo 62% (36-82%) e negativo 72% (60-81%), raz&o
de verosimilhanca positiva 3,14 (1,14-8,64) e negativa 0,77 (0,59-1,01).

.

Sensibilidade

0.0 T 1 T I
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

1 - Especificidade

Figura 10: Curva ROC para concentragdes de Urocortina
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5. Discussao

Dor pélvica e infertilidade sao sintomas pouco especificos para o diagnéstico
de endometriose e, apesar dos avancos nos exames de imagem, muitas lesdes
de endometriose ainda ndo séo identificadas, atrasando o diagndstico da doenca
e interferindo na qualidade de vida das pacientes. O padrédo-ouro para
diagnéstico de endometriose, atualmente, é a bidpsia dirigida por
videolaparoscopia e anatomopatolégico das lesbes. Entretanto, por ser um
procedimento invasivo, muitas pacientes ndo sao diagnosticadas, contribuindo

para a demora no inicio do tratamento e progressao da doenca.

O marcador ideal para endometriose deve ser capaz de detectar a doenca
através de métodos nao invasivos, permitir o inicio do tratamento e alivio dos
sintomas, assim como excluir outros diagnosticos diferenciais para os sintomas

de dor pélvica e infertilidade.

Nenhum dos marcadores plasméaticos ou séricos ja estudados mostrou-se
satisfatério no diagnostico definitivo de endometriose. O CA-125, esta
frequentemente elevado em pacientes com endometriose, particularmente, nos
estagios Ill e IV da doenca e na presenca de endometriomas, no entanto, a
correlacdo com o diagnostico da doenca por laparoscopia ainda € limitada (55).
Outros biomarcadores estdo sendo estudados, tanto isoladamente quanto em
testes combinados. Porém, ainda néo foi identificado o teste diagndstico que
assuma a mesma acuracia diagndéstica da videolaparoscopia com biopsia das

lesbes (80).

No presente estudo, nés avaliamos 77 pacientes que foram submetidas a
videolaparocscopia por sinais e sintomas sugestivos de endometriose pélvica
(dor pélvica crénica, infertilidade e/ou presenca de imagem sugestiva de
endometrioma a ultrassonografia) e comparamos a dosagem de urocortina
plasmatica prévia a cirurgia com o diagnadstico final, por anatomopatoldgico, de
endometriose. Foram diagnosticadas 26 pacientes (33,8%) com endometriose,

prevaléncia concordante com estudos anteriores (102-104).
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A urocortina se mostrou um marcador para endometriose pélvica, com
concentracOes plasmaticas mais elevadas, estatisticamente significativas, em
pacientes com diagnéstico de endometriose por anatomopatolégico, quando
comparadas com outros diagndsticos. Além disso, para o ponto de corte de
101pg/ml de urocortina, a especificidade foi 90% e o valor preditivo positivo para
o diagnostico de 62%, na populacdo de estudada, com sintomas e sinais
sugestivos de endometriose. Este marcador também apresentou niveis
plasmaticos significativamente mais elevados nas pacientes com dor aciclica e

dispareunia em comparagao com as que nao apresentavam esses sintomas.

A endometriose esta relacionada com processo de inflamacdo, adeséao
celular e sobrevivéncia de tecidos ectopicos. A presenca de células produtoras
de neuropeptideos foi identificada em maior quantidade no endométrio eutopico
de mulheres com endometriose quando comparadas a controles saudaveis
(105). A UCN é um neuropeptideo produzido pelas células endometriais
humanas (79) e sua regulacédo esta alterada no endométrio de pacientes com
endometriose (98), 0 que também sugere que esse neuropeptideo possa
participar na patogénese da endometriose.

A urocortina foi o peptideo escolhido para diagnéstico de endometriose, pois
ja foi identificada em endométrio ectopico e eutopico de mulheres com
endometriose (98, 106), assim como apresentou niveis mais elevados em cistos
de endometriomas, quando comparados a outros cistos ovarianos (79). No
endométrio saudavel, a expresséo de urocortina encontra-se aumentada na fase
secretora do ciclo menstrual e age na regulacdo da prolactina (94). A urocortina
aumenta a expressao de metalloproteinases de matriz (MMPs), estimula a
secrecdo de MMP-9 em células do trofoblasto, e est4 associada a producéo de
de prostaglandinas pelo endométrio (98). Portanto, parece estar relacionada com
a sobrevivéncia e adesdo das células ectopicas devido a acdes no processo de
decidualizacdo endometrial e resisténcia a progesterona no endométrio de

mulheres com endometriose.

A urocortina também esté associada com o processo de inflamacao e fibrose
nas pacientes com endometriose devido a ativagdo de mastécitos no endomeétrio

ectdpico (106). Implantes  endometriéticos  apresentam namero
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significativamente maior de mastécitos que os tecidos saudaveis e lesbes da
endometriose profunda infiltrativa apresentam maior niumero de mastocitos

degranulados quando comparadas com lesdes peritoneaissuperficiais (107).

Os peptideos da familia CRH estdo relacionados com respostas
neuroendocrinas e comportamentais as situacdes de estresse (108). Observa-
se que o CRH e a UCN desempenham papéis diferentes na resposta ao
estresse, devido a ligagbes em receptores distintos. A UCN foi relacionada com
a ativacao de neurdnios envolvidos na fase tardia ou adaptativa do estresse, em
ratos que foram induzidos a dor aguda (109). A exposicéo cronica ao estresse
também aumenta a expressdo de UCN em neurbnios de roedores, porém

sugere-se uma ativacéo prolongada dos neurénios (110).

A populacdo estudada apresenta como principal sintoma a dor pélvica,
presente em 81,8% das pacientes avaliadas. Nao foi possivel estabelecer uma
correlacdo linear entre o tempo e intensidade da dor e a concentracdo de
urocortina plasmatica, embora as pacientes que relataram dor pélvica aciclica ou
dispareunia tenham apresentado niveis de urocortina significativamente mais
altos que os do grupo de pacientes sem o respectivo sintoma. Portanto, n0ssos
dados ndo permitem esclarecer definitivamente se a elevacdo da urocortina
associada a endometriose decorre da presenca dos implantes, dos sintomas

algicos, ou de ambos os fatores.

A dor pélvica cronica deve ser investigada para melhor elucida¢do da doenca
especifica e orientacdo do tratamento. Entretanto, a causa especifica da dor
pode ndo ser encontrada e as pacientes devem ser atendidas por equipe
multidisciplinar com foco no tratamento primario do sintoma, que € tdo importante
guanto o diagnéstico da doenca. Em estudo que avaliou pacientes submetidas a
videolaparoscopia por dor pélvica crénica, ndo se observou diferenca em relacao
a idade, paridade, duracédo da dor e frequéncia de dismenorreia, dispareunia,
sintomas urinarios e gastrointestinais entre as pacientes com causa identificada
para dor pélvica e aquelas sem alteracbes a cirurgia (111). Recomenda-se
realizacdo de exame clinico, que inclui avaliacdo de parede vaginal e fundo de
saco posterior da vagina para identificacdo de lesdes em mucosa e/ou nodulos

ou regifes dolorosas em ligamentos ou Orgdos pélvicos, para aumentar a
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acuracia do diagnéstico. Porém, nao foi demostrado uma relagcdo entre o
estadiamento de endometriose (ASRM) e intensidade e frequéncia sintomas
(112).

A realizacdo de videolaparoscopia apenas para o diagnostico de
endometriose nao tem beneficio para as pacientes. Estudos de meta-analise
recentes demonstraram que o tratamento cirargico, com remocao de lesdes
visiveis de endometriose e restauracdo da anatomia da pelve, através de lise de
aderéncias, tem melhor resultado no alivio de sintomas dolorosos e no

tratamento da infertilidade, quando comparado a cirurgia diagndstica (113, 114).

Nos casos em que a dor € a principal indicacdo de tratamento, a avaliacédo
clinica associada a exames de imagem objetiva a escolha do melhor tratamento
e evita procedimentos cirargicos repetidos ou desnecessérios. Outras causas de
dor pélvica devem ser excluidas antes do inicio da terapia para endometriose.
Ambos os tratamentos, clinico e cirargico, sdo eficazes para a melhora da dor
em endometriose. Entretanto, a videolaparoscopia cirdrgica em pacientes com
endometriose infiltrativa profunda, diagnosticada em exames de imagem, e/ou
resistentes ao tratamento clinico da dor, deve ser oferecida como terapia radical
para ablacdo de todos os focos da doenca. Tal procedimento ndo demostrou
maior beneficio no alivio da dor nas pacientes com endometriose minima e leve.
(115).

N&o existe consenso sobre a indicacédo de videolaparoscopia no tratamento
de todos os casos de endometriose, portanto, mais estudos devem ser
realizados para identificacdo de estratégias ndo invasivas e selecdo de
marcadores, que estabelecam o diagndstico mais preciso de endometriose

pélvica.

A utilizacdo de métodos néo invasivos e acessiveis na pratica clinica para o
diagndstico de endometriose deve considerar, principalmente, pacientes com
sinais e sintomas inespecificos ou assintomaticas e auséncia de alteracdes nos
exames de imagem. Para essas pacientes, deve-se realizar a videolaparoscopia
apenas se houver necessidade de tratamento cirargico e ndo para o diagnéstico

da doenca.
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Portanto, um teste diagndstico que possa discriminar as mulheres sem
endometriose precisa ter uma elevada especificidade. Mas, também é
necessario uma sensibilidade alta, para identificar a maioria das pacientes com
a doenca. Como o valor preditivo positivo inclui informacdes sobre a populacéo
testada (prevaléncia da doenca) e a acuracia do teste diagnostico, o valor
encontrado para essa coorte estudada (62%) comparado a prevaléncia
(probabiliade pré-teste) de 33,8% sugere que niveis altos de urocortina reforcam
a probabilidade de endometriose em mulheres com sinais e sintomas sugestivos

da doenca.

No presente estudo, a dosagem de urocortina aplicada ao diagnéstico de
endometriose em geral (incluindo diversos estagios e localiza¢des) apresentou
sensibilidade muito inferior a verificada no estudo anterior, que comparou
endometrioma de ovario com outros cistos ovarianos benignos (79). A diferenca
encontrada entre os dois estudos com relagdo a sensibilidade (31% no presente
estudo vs 89% no estudo anterior) do teste diagndstico pode ser explicada
devido a populagdes distintas nos estudos, assim como a inclusdo, no presente
estudo, de uma casuistica mais heterogénea, refletindo as diversas formas e
localizagbes dos implantes endometrioticos. Acreditamos que um estudo
multicéntrico deva ser realizado para validar esses achados em uma populacao
maior e para investigar se a urocortina plasmatica € efetivamente atil, quando

associada a outros marcadores, no diagndstico nao invasivo da endometriose.
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6. Conclusdes

- A urocortina plasmatica € um potencial marcador diagnéstico de endometriose.
Apesar da sensibilidade limitada, o encontro de niveis altos de urocortina
plasmatica refor¢a a probabilidade de endometriose em mulheres com sinais e
sintomas sugestivos da doenca, como dor pélvica crbnica, infertilidade e massa

anexial sugestiva de endometrioma.

- A concentracgao de urocortina plasmatica € maior nas mulheres com dor pélvica
cronica aciclica e dispareunia, mas nao se correlaciona com a intensidade nem
a duracdo desses sintomas. Mesmo com a demonstracdo prévia de que 0s
endometriomas produzem urocortina, 0S mecanismos responsaveis pelo
aumento da urocortina nas mulheres com endometriose ainda precisam ser mais

amplamente investigados.
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Avaliacdo prospectiva da folistatina, urocortina e metastina como potenciais marcadores
séricos de endometriose pélvica

Prezada Senhora,
Gostaria de convida-la a participar de um estudo cientifico que tem a finalidade de gerar novos
conhecimentos sobre a endometriose e outras doengas do ovario.

. INFORMAQ@ES SOBRE A PESQUISA

Esta pesquisa visa ao estudo de novos testes para detectar alteragbes hormonais no sangue de
mulheres com endometriose, na tentativa de se descobrirem novos testes para o diagnéstico da
doenca. Como a endometriose pode acometer pessoas sem sintomas, e também pode ser
confundida com outras doencgas, estudaremos também pessoas sadias que pretendem fazer
ligadura de trompas, assim como pessoas que serdo operadas de cisto de ovario (de qualquer
tipo).

II. SIGILO DOS DADOS
Todos os seus dados serdo confidenciais, sua identidade ndo seréa revelada publicamente em
hipotese alguma e somente os pesquisadores envolvidos neste projeto terdo acesso a essas
informag0des, que serdo utilizadas somente para fins de pesquisa.

lll. BENEFICIOS DA PESQUISA
Este estudo trard informacdes que poderdo beneficiar muitas mulheres no futuro. O
conhecimento de algumas alteracBes hormonais associadas a endometriose podera ajudar no
desenvolvimento de novos métodos para diagnosticar e monitorar a doenca.

IV. RISCOS
A coleta de amostras de sangue periférico (10 ml, volume equivalente a duas colheres de sopa)
pode causar pequeno desconforto no local da coleta e, eventualmente, uma pequena mancha
(hematoma) que desaparece naturalmente. O sangue serd colhido em material inteiramente
estéril e descartavel, que nédo oferece risco para a sua saude.

V. RESSARCIMENTO DAS DESPESAS
N&o esta prevista qualquer forma de remuneracéo para as voluntarias, nem ressarcimento de
despesas. Entretanto, as despesas especificas relacionadas com o estudo sdo de
responsabilidade dos pesquisadores.

VI. DEMAIS ESCLARECIMENTOS
Vocé dispde de total liberdade para esclarecer qualquer divida que possa surgir durante a

pesquisa. Vocé podera recusar-se a participar deste estudo e/ou abandona-lo a qualquer
momento, sem precisar se justificar. A aceitacdo ou ndo da participacdo neste estudo nao
influenciara no seu tratamento.

VIl. TERMO DE CONSENTIMENTO

Eu, voluntariamente,
concordo em participar desta pesquisa no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Minas Gerais. Estou ciente do exposto acima e ainda de que esta pesquisa nao trara qualquer
prejuizo a minha saude.

Belo Horizonte,............... Lo [T de.iiii,

Assinatura da voluntaria

Telefone do pesquisador: Telefone do COEP:
(31) 3248-9484 - Prof. Fernando M. Reis (31) 3499-4592
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UF/V\G Universidade Federal de Minas Gerais
Comité de Etica em Pesquisa da UFMG - COEP

Parecer n2. ETIC 455/07

Interessado(a): Prof. Fernando Marcos dos Reis
Departamento de Ginecologia e Obstetricia
Faculdade de Medicina-UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 20 de dezembro de 2007, ap6s atendidas as solicitagbes de
diligéncia, o projeto de pesquisa intitulado "Avaliagdo prospectiva da
folistatina, urocortina e metastina como potenciais marcadores
séricos de endometriose pélvica® bem como o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apos o inicio do projeto.

rofa. Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 — Cep31270-901 - BH-MG
Telefone/Fax: (31)3409.4592 - e-mail: coep@prpg.ufmg.br
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FOLHA DE APROVACAO

"Avaliagao prospectiva da urocortina como potencial marcador sérico de
endometriose pélvica"

LAURA MARIA ALMEIDA MAIA

Dissertagéo submetida 2 Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de Pos-
Graduagdo em SAUDE DA MULHER, como requisito para obtengdo do grau de Mestre em
SAUDE DA MULHER, 4rea de concentragdo PATOLOGIA GINECOLOGICA E
REPRODUCAO.

Aprovada em 28 de junho de 2013, pela banca constituida pelos membros:
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UNIFESP
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Belo Horizonte, 28 de junho de 2013.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

UEMG

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM SAUDE DA MULHER

ATA DA DEFESA DA DISSERTACAO DA ALUNA

LAURA MARIA ALMEIDA MAIA - 2011656324

Realizou-se, no dia 28 de junho de 2013, as 09:00 horas, Sala 526 - 5° andar da
Faculdade de Medicina, da Universidade Federal de Minas Gerais, a defesa de
dissertacéo, intitulada "Avaliagdo prosbectiva da urocortina como potencial marcador
sérico de endometriose pélvica", apresentada por LAURA MARIA ALMEIDA MAIA,
graduada no curso de MEDICINA, como requisito parcial para a obtengéo do grau de
Mestre em SAUDE DA MULHER, a seguinte Comissao Examinadora: Prof. Fernando
Marcos dos Reis - Orientador (UFMG), Prof. Eduardo Schor (UNIFESP), Profa. Lavinia
Estrela Borges (HC-UFMG).

A Comiss&o considerou a dissertagao:

}Q/Aprovada

( ) Aprovada condicionalmente, sujeita a alteragdes, conforme folha de
modificagbes, anexa
( ) Reprovada

Finalizados os trabalhos, lavrei a presente ata que, lida e aprovada, vai assinada por
mim e pelos membros da Comissao.
\ Belo Horizonte, 28 de junho de 2013.

Q\\,_a
Prof. Fernando Marcos dos Reis
Doutor - UFRGS
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Profa. Lavinia Estrela Borges
Doutora - Universita degli Studi di Siena
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