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RESUMO

A endometriose é uma doenca inflamatéria cronica, muito prevalente, de dificil
diagnostico e sem biomarcadores diagndésticos ou progndsticos validados e
disponiveis para uso clinico, o que caracteriza uma prioridade de pesquisa. Objetivo:
selecionar biomarcadores imunolégicos para o diagndstico e monitoramento da
endometriose. Metodologia: analise dos dados clinicos, a histopatologia do
endométrio eutdpico e ectopico e a detec¢do de biomarcadores no sangue periférico
de 61 mulheres atendidas na Unidade de Saude da Mulher do Hospital Felicio Rocho
qgue foram divididas em 3 grupos, Controle (n=20), Endometriose Nao Grave (n = 20)
e Endometriose Grave (n = 21). Resultados: a presenca de sintomas como
dismenorreia, dispareunia e dor pélvica cronica foi significativamente mais prevalente
em participantes com endometriose quando comparado com grupo controle (p 0,002;
p 0,004; p 0,03, respectivamente). Na comparacdo dos resultados do endométrio
eutopico versus endometrio ectdpico, as presencas de células linféides e macrofagos
foram significativamente superiores no endométrio ectopico (p 0,027 e p 0,000,
respectivamente). A andlise das citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento
permitiu a selecdo dos biomarcadores imunoldgicos CCL11, CXCLS8, IL-9, CCL3 e IL-
7 e a construcdo de modelos multivariados com variaveis histopatologicas para
discriminagéo dos grupos: mulheres ndo portadoras de endometriose e mulheres
portadoras de endometriose ndo grave (acuracia de 65,6% e area sob curva ROC de
63%); mulheres portadoras de endometriose ndo grave e mulheres portadoras de
endometriose grave (acuracia de 80,5% e area sob curva ROC de 84%). Concluséo:
0os biomarcadores imunoldgicos selecionados neste estudo tém potenciais usos
diagnaostico e prognaostico. Estudos complementares e multicéntricos sdo necessarios

para validag&o e uso clinico desses biomarcadores imunoldgicos na endometriose.

Palavras-chave: Endometriose; biomarcadores; imunologia.



ABSTRACT

Endometriosis is a very prevalent, chronic inflammatory disease. Due to a lack of
validated diagnostic or prognostic biomarkers available for clinical use, It is particularly
difficult to diagnose, which characterizes a research priority. Objective: This study aims
to select immunological biomarkers for the diagnosis and monitoring of endometriosis.
Methodology: The analysis of clinical data, histopathology of eutopic and ectopic
endometrium, and detection of biomarkers in peripheral blood of 61 women treated at
the Women's Health Unit of Hospital Felicio Rocho. These female patients were
divided into 3 groups, Control (n=20), Non-Severe Endometriosis (n = 20) and Severe
Endometriosis (n = 21). Results: The presence of symptoms such as dysmenorrhea,
dyspareunia, and chronic pelvic pain were significantly more prevalent in participants
with endometriosis when compared to the control group (p 0.002; p 0.004; p 0.03,
respectively). Comparing the results of the eutopic endometrium with the ectopic
endometrium, we noticed that the presence of lymphoid cells and macrophages was
significantly higher in the ectopic endometrium (p 0.027 and p 0.000, respectively). The
analysis of cytokines, chemokines, and growth factors enabled the selection of
immunological biomarkers CCL11, CXCLS8, IL-9, CCL3, and IL-7, as well as the
development of multivariate models with histopathological variables to differentiate the
following groups: women without endometriosis and women with non-severe
endometriosis (accuracy of 65.6% and area under ROC curve of 63%); women with
non-severe endometriosis and women with severe endometriosis (accuracy of 80.5%
and area under ROC curve of 84%). Conclusion: The immunological biomarkers
selected in this study have potential diagnostic and prognostic uses. Complementary
and multicenter studies are necessary for the validation and clinical use of these

immunological biomarkers in endometriosis.

Keywords: Endometriosis; biomarkers; immunology.
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1. INTRODUCAO

A endometriose € uma doenca inflamatdria crénica, sem cura, estrogénio
dependente definida pela presenca de tecido endometrial fora da cavidade uterina. E
uma doenca de prevaléncia significativa, acometendo cerca de 10% da populacéo
feminina no menacme. Possui uma gama de sintomas possiveis, sendo 0s mais
comuns a dismenorreia e a dispareunia, além de dor, por vezes incapacitante, e de
infertilidade (European Society of Human Reproduction and Embryology, ESHRE),
2022). E uma patologia de dificil diagnostico, que tem como padrdo-ouro atual a
deteccdo histopatoldégica de endométrio ectdépico em amostragem de lesbes
endometridticas por meio da laparoscopia, um procedimento invasivo, de alto custo e
de baixa disponibilidade para a populacdo geral (DORIEN et al., 2018; REIS et al.,
2012). Por possuir repercussfes negativas ndo s6 na vida da paciente, mas também
na de seus parceiros, familiares e sociedade em geral, além de ter elevado custo
envolvido em seu tratamento e manejo, a endometriose é considerada um problema
de saude publica (ESHRE, 2022). Por isso, a descoberta e validacdo de
biomarcadores para a endometriose sao prioridades na area da pesquisa (DORIEN et
al., 2018).

A patogénese da endometriose ainda é desconhecida. As principais hipoteses
que tentam explicar a origem da glandula e/ou estroma endometriais ectdpicos sao:
menstruacao retrograda, metaplasia do celoma, disseminacao vascular e linfatica e o
sangramento uterino neonatal; sendo a hipétese da menstruacao retrégrada a mais
antiga e relevante. Nos ultimos anos, a partir do desenvolvimento do sequenciamento
do acido desoxirribonucleico (DNA), a identificacéo de fatores de risco genéticos para
a endometriose se tornou possivel (TAKEBAYASHI et al.,2015; SYMONS et al., 2018;
WU et al., 2005; IZUMI et al., 2017; WU et al., 2000; LAGANA et al., 2016).

Os implantes endometriais ectopicos sofrem importantes modificacbes
epigenéticas e na expressdo génica em mulheres suscetiveis, com ativacao
diferenciada de genes relacionados a adeséo, proliferacéo e invaséo celulares, além
de genes relacionados a resposta inflamatéria e biossintese esteréides. Este novo
microambiente tecidual peritoneal criado favorece a sobrevivéncia celular,

especialmente das células da imunidade inata (macréfagos, neutroéfilos, células


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=O+DF&cauthor_id=29778458
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=O+DF&cauthor_id=29778458
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dendriticas, células natural killer (NK) e mastocitos) e de seus biomarcadores
(TAKEBAYASHI et al.,2015; SYMONS et al., 2018; WU et al., 2005; IZUMI et al., 2017;
WU et al., 2000; LAGANA et al., 2016).

Macréfagos classicamente ativados (M1) apresentam aumento da expressao
do fator de transcricdo nuclear pro-inflamatorio-kB (NF-kB) e de citocinas proé-
inflamatorias quando comparados aos macréfagos alternativamente ativados (M2),
tendo assim papel fundamental no recrutamento de neutréfilos, perpetuando o
microambiente ideal para o desenvolvimento de endometriose. Evidéncias recentes
sugerem a possibilidade de células T ndo convencionais (células T da imunidade
inata), especialmente células natural killer T (NKT), desempenharem papel protetor
na endometriose. I1sso porgue é sabido que a quantidade de NKT, interferon- gama
(IFN- y) e interleucina (IL) 4 correlaciona-se inversamente com o estagio da doenca.
Entretanto, nas pacientes acometidas por essa patologia, ha reducdo de NKT e dos
niveis de IFN-y e IL-4, o que possibilita 0 agravamento da afeccdo. A expressao
aumentada de células T gama delta e moléculas de adesdo em tecido endometriético
também tem sido descrita (TAKEBAYASHI et al.,2015; SYMONS et al., 2018; WU et
al., 2005; 1ZUMI et al., 2017; WU et al., 2000; LAGANA et al., 2016).

Em relacdo aos biomarcadores circulantes, ha evidéncias crescentes de
elevacdo acentuada de diferentes fatores sollveis (como autoanticorpos, citocinas
pro-inflamatérias, citocinas angiogénicas, quimiocinas seletivas para linhagem
macrofagica, fatores de crescimento angiogénico e teciduais, enzimas, hormdnios,
espécies reativas do oxigénio e prostaglandinas), refletindo inflamacéo intensa e
imunomodula¢éo desregulada na endometriose (SYMONS et al., 2018: PATEL et al.,
2018; KOBAYASHI et al., 2009). Esse aumento pode ser detectado no sangue, no
liguido peritoneal e nas proprias lesoes.

Um exemplo para melhor compreensao de como esses biomarcadores sao
fundamentais para o desenvolvimento de focos de endometriose é o fator de
crescimento do endotélio vascular (VEGF). A expresséo do VEGF ocorre no estroma,
epitélio glandular e macréfagos locais e exerce efeito sobre o recrutamento de células
imunes para a lesdo endometridtica, sugerindo regulacdo imune da angiogénese
(GOTERI et al., 2004). Outro biomarcador que estad potencialmente envolvido na
patogénese da endometriose € a CXCL-8, uma citocina angiogénica que estimula o

crescimento de células endometriais tOpicas e ectopicas, provavelmente através da
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inducdo da producdo de fator de necrose tumoral (TNF) - alfa (a), e também
correlaciona-se com a gravidade da doenca (MALHOTRA et al., 2012). Os
biomarcadores da imunidade inata estdo presentes também no liquido peritoneal.
Neste local, é possivel detectar TNF-a e IL-1B, substancias que podem contribuir para
a adesdo das células endometriais e sdo capazes ativar c-Jun N-terminal quinase
(JNK), que regulam positivamente a expressao de citocinas inflamatorias (UZ et al.,
2011).

Considerando-se também as necessérias habilidades de evasao da apoptose
para a sobrevivéncia do tecido endometrial ectépico, os biomarcadores cluster of
differentiation (CD) CD95/FAS, inibidor da apoptose, apresentaram resultados
propicios na endometriose, quando comparados aos grupos controles de participantes
saudaveis (DORIEN et al., 2018).

Além de promoverem acdes necessarias para o desenvolvimento dos focos de
endométrio ectdpicos, os biomarcadores promovem a modulacdo de resposta imune
inflamatoria. Niveis elevados da expressao de IL-10, um potente modulador das
respostas inflamatérias e da funcdo das células imunes, foram observados na
endometriose (PODGAEC et al., 2010). Complementarmente, niveis elevados da
expressado de fator de transformacéo do crescimento (TGF) - beta (B) 1 induziram a
secrecdo de IL-6 nas células do estroma endometrial e a fibrogénese pélvica. A IL-6
€ uma das principais citocinas na cascata inflamatéria na endometriose e sua
elevacao na cavidade peritoneal e no sangue periférico das pacientes correlaciona-se
com a atividade da doenca (SAITO et al., 2011). Mais recentemente, concentracdes
elevadas de IL-33 foram observadas no soro e liquido peritoneal de mulheres com
endometriose de infiltracdo profunda, indicando influéncia na tolerancia dos
macrofagos (MILLER et al., 2017).

O sangue periférico é considerado uma importante fonte para identificacdo de
biomarcadores. Entre as diversas citocinas previamente investigadas, a IL-6 tem sido
a mais amplamente estudada. Além dela, algumas proteinas inflamatorias e
biomarcadores do estresse oxidativo sdo, também, promissores, em especial o Fator
de Necrose Tumoral | (STNFR-I) e o marcador do estresse oxidativo superéxido
dismutase (SOD). Outros biomarcadores associados a imunopatogénese da
endometriose tém grande potencial diagndstico. Dentre eles, estdo anormalidades

qualitativas e/ou quantitativas nos niveis das citocinas IL-27 e TGF-b, na funcdo de
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subconjuntos de células T e na concentracdo de auto-anticorpos circulantes e
galectina-9. Todas essas possibilidades, quando comparadas com CA-125 e CA-19.9,
sdo promissoras para o diagndstico ndo invasivo da endometriose porque
apresentaram maior sensibilidade nos estagios I-Il da doenca (CHANG et al., 2017).

Além do sangue periférico, o endométrio tem sido investigado como uma fonte
de biomarcadores. Entre diversos biomarcadores estudados, o Produto de Gene de
Proteina 9.5 (PGP9.5) e a Aromatase Citocromo P450 (CYP19) apresentaram
resultados promissores e metodologicamente reprodutiveis. A andlise da densidade
das fibras nervosas usando PGP9.5 como marcador imuno-histoquimico pan-neural
apresentou sensibilidade média de 96% (IC 95% de 91 a 100%) e especificidade
média de 86% (IC 95% de 70 a 100%), enquanto o CYP19, uma isoforma do citocromo
P450, mostrou uma sensibilidade média de 77% (IC 95% de 70 a 85%) e
especificidade média de 74% (IC 95% de 65 a 84%) (GUPTA et al., 2016).

Apesar da ampla pesquisa de biomarcadores, particularmente no sangue
periférico e endométrio, nenhum deles esta consolidado e liberado para aplicagéo no
diagnostico da endometriose atualmente. Este fato abre importante janela de
oportunidade para selecdo de novos biomarcadores relacionados a imunopatogénese
da endometriose por meio de estudos inicialmente experimentais e de validacdo de
testes diagnosticos (AHN; SINGH; TAYADE, 2017; REIS; MONTEIRO; CARNEIRO,
2017). Assim, o desenvolvimento de biomarcadores, preferencialmente integrados, na
forma de painel de biomarcadores, possibilitara a translacao do conhecimento atual e
uso clinico de novos biomarcadores no diagnéstico ndo invasivo, monitoramento e

tratamento da endometriose.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Defini¢céo de endometriose e suas classificagdes

A definicdo classica de endometriose, estabelecida em 1927 por John A.
Sampson e mantida até os dias atuais, € a presenca de tecido endometrial (glandula
e/ou estroma) fora do utero (CHAPRON et al., 2019). Este tecido ectopico induz uma
reacao inflamatoria crénica (DUNSELMAN et al., 2013) causando uma doenca
benigna, sem cura, heterogénea, sistémica, crbnica, inflamatoria, estrogénio-
dependente e imune (CHAPRON et al., 2019).

E uma patologia heterogénea, com inimeros aspectos macroscopicos
possiveis e 3 fendtipos tradicionalmente reconhecidos: (i) leséo peritoneal superficial,
forma menos severa da doenca e consiste em lesGes no peritdbnio com profundidade
menor que 3-5 mm; (ii) endometrioma ovariano, sdo as leses cisticas de tecido
endometrial ectépico que crescem e se desenvolvem dentro do ovario e € fator
prognéstico, sendo indicador de doenca severa; (iii) endometriose profunda, forma
mais severa composta por lesfes que penetram os tecidos por mais de 5 mm e
raramente apresenta-se de forma isolada, sendo considerada uma doenca
abdominopélvica multifocal (CHAPRON et al., 2019). A Figura 1 ilustra alguns dos
aspectos macroscopicos da endometriose.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Dunselman+GA&cauthor_id=24435778
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Figura 1. Aspectos macroscopicos das lesdes endometrioticas

Nota: A) Setas brancas indicam 4 focos de lesdo endometrittica peritoneal superficial na parede pélvica
lateral direita. B) Aderéncias firmes entre parede anterior do intestino e parede posterior do (tero,
causando obliteracdo do fundo de saco posterior. C) Lesdo endometridtica peritoneal superficial
vermelha com hiperemia local. D) Endometrioma em ovério direito, com saida de secrecgéo
achocolatada caracteristica. E) Setas pretas apontam uma lesao de endometriose profunda em bexiga
e as setas brancas mostram lesdes peritoneais preta e marrom. Fonte: Adaptado de Zondervan et al.,
(2020).

As lesdes endometridticas usualmente acometem Orgdos pélvicos, mas
possuem o potencial de afetar qualquer 6rgéao do corpo. Os locais de desenvolvimento
mais comuns pertencem ao aparelho genital, sendo, os ovarios e os ligamentos
uterossacros os sitios mais envolvidos. Dentre as manifestacdes extragenitais, a leséo
intestinal € a mais comum e sua presenca no aparelho urinario é rara (ARAFAH;
RASHID; AKHTAR, 2021). A endometriose pode acometer locais extrapélvicos, como
diafragma, pleura, umbigo, cicatrizes, parede abdominal, pleura, pericardio, dentre
outros (CHAPRON et al.,, 2019; ARAFAH; RASHID; AKHTAR, 2021). A real
porcentagem de acometimento de cada 6rgdo ou estrutura € incerta, variando
amplamente entre os estudos (ARAFAH; RASHID; AKHTAR, 2021).
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Figura 2. Localizacdo das lesGes endometritticas

a. b.
Nota: desenho da anatomia da pelve feminina no plano axial (a) e sagital (b) mostrando a possivel

localizagéo das les6es endometriéticas na pelve. O circulo preto em “a” representa um endometrioma.
Fonte: Adaptado de Chamié et al., (2011).

A endometriose possui diferentes formas de estratificacédo.Vinte e dois sistemas
ja foram publicados entre 1973 e 2021 e ainda ndo ha acordo internacional sobre como
descrever nem como classificar esta patologia, especialmente por causa da pobre
correlacdo entre as classificagbes com sintomas, desfechos de fertilidade e/ou
prognostico (VERMEULEN et al.,, 2021). Dentre todas as sistematiza¢des, a mais
utilizada em estudos e de maior validacao cientifica € a feita pela American Society
for Reproductive Medicine (ASRM) que reconhece esta patologia em quatro estagios,
sendo eles: | ou minima, Il ou leve, Il ou moderada e IV ou severa. A graduagéo &
feita de acordo com os achados cirlrgicos e considera o tamanho, profundidade e
localizacdo das lesfes, além da existéncia e intensidade de aderéncias entre os
orgdos acometidos (CHAPRON et al., 2019). A Tabela 1 expbe a classificacdo

proposta pela ASRM.
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Tabela 1.Classificacdo da endometriose proposta pela ASRM

Nome da paciente: Data: _ / [/
Estagio | (Minima): 1-5 Estagio Il (Leve): 6-15 Estéagio Ill (Moderada): 16-40 Estagio IV (Severa). > 40
PONTUACAO TOTAL:
Endometriose <1cm 1-3cm >3 cm
Periténio Superficial 1 2 4
Profunda 2 4 6
Ovario D Superficial 1 2
Profunda 4 16 20
Ovario E Superficial 1 2 4
Profunda 4 16 20
OBSTRUCAO DO Parcial Completa
FUNDO DE SACO
POST 4 40
Aderéncias Envolvendo < 1/3 Envolvendo 1/3 - 2/3 | Envolvendo > 2/3
Ovario D Finas 1 2 4
Densas 4 8 16
Ovario E Finas 1 2 4
Densas 4 8 16
Trompa D Finas 1 2 4
Densas 4 8 16
Trompa E Finas 1 2 4
Densas 4 8 16

Fonte: Adaptado de Hoffman et al. (2013).

As limitacbes das classificagcbes existentes, como ja mencionado, tem
impulsionado grupos de trabalho e sociedades médicas no esforco de criar uma
classificacdo com maior aplicabilidade clinica. O mais novo projeto neste sentido foi
lancado pela American Association of Gynecologic Laparoscopists (AAGL), em 2021,
gue propds uma classificacdo baseada em um sistema de pontuacéo categorizando a
endometriose em quatro estadios (1 a 4). A iniciativa tem como objetivo apresentar
um sistema que, baseado em caracteristicas anatbmicas dos achados patolégicos,
faca uma melhor predicédo da complexidade cirdrgica de cada caso (ABRAO et al.,
2021). Os resultados deste estudo multicéntrico abrem novas perspectivas para a
aplicabilidade destes instrumentos de classificagéo e apontam para a necessidade de
mais esfor¢cos na busca de instrumentos que possam ter maior capacidade preditiva

dos desfechos clinicos e reprodutivos.

2.2 Sinais e sintomas da endometriose

A endometriose € uma doenca multifacetada, podendo variar de quadros

floridos a assintomaticos. As manifestacfes mais marcantes séo dor pélvica crénica e
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infertilidade (CHAPRON et al., 2019; ESHRE, 2022). Os sintomas pélvicos como dor
pélvica ciclica, dismenorreia e dispareunia profunda sdo as manifestacdes classicas
desta patologia. Além deles, as pacientes podem apresentar dor pélvica crbnica, dor
abdominal, queixas intestinais ciclicas como disquesia e/ou alteracdo do habito
intestinal, fadiga, cansaco, infertilidade, inchaco abdominal, dor ciclica no ombro,
hematuria, sangramento retal, hematuria, disuria, inchaco ciclico de cicatrizes,
pneumotérax catamenial, dentre outros .O quadro clinico causado pela endometriose
esta relacionado com a localizacdo das les6es endometridticas (DUNSELMAN et al.,
2013; ESHRE, 2022).

Estudos apontam uma longa lista de sintomas relacionados a endometriose,
porém nao foi demonstrado um valor preditivo destes sintomas para a presenca da
doenca. A presenca de mdultiplos sintomas relacionados a endometriose aumenta a
chance de confirmacéo da patologia (DUNSELMAN et al., 2013; ESHRE, 2022).

2.3 Incidéncia, prevaléncia e diagnostico da endometriose

A incidéncia da endometriose é desconhecida e a sua prevaléncia € estimada
entre 6 a 10% da populagao feminina no menacme (CHAPRON et al., 2019), assim, a
estimativa atual € que aproximadamente 190 milh6es de mulheres ao redor do mundo
sdo acometidas por esta doenca (ESHRE, 2022).

O diagnéstico padrédo-ouro da endometriose € feito através da combinacéo da
realizacao de laparoscopia com identificacdo macroscépica de lesbes endometribticas
e verificacdo histopatoldgica de glandulas e/ou estroma endometrial ectépico nos
tecidos ressecados. A laparoscopia deve ser realizada por uma equipe treinada e de
forma sistematizada, com a checagem dos locais de maior probabilidade de
desenvolvimento de lesGes endometridticas (DUNSELMAN et al, 2013). O
diagnostico histologico € baseado na presenca dos achados microscopicos de
glandulas e/ou estroma endometriais e/ou macrofagos carregados de hemossiderina.
A presenca de variantes morfologicas, como a endometriose estromal, a endometriose
polipdide e a endometriose atipica, podem dificultar o diagnéstico (ARAFAH;
AKAHTAR, 2021). A Figura 3 mostra como é um foco de endometriose ao

microscopio.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Dunselman+GA&cauthor_id=24435778
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Dunselman+GA&cauthor_id=24435778
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Figura 3. Diagnastico histolégico da endometriose

4

Nota: foco de endometriose composto por glandulas endometriais e estroma envolvidos por tecido
subcutaneo e pele (hematoxilina e eosina (HE)
Fonte: Adaptado de ARAFAH; RASHID; AKHTAR, 2021.

Na maioria dos casos, o diagndstico da endometriose € realizado no final da
terceira ou inicio da quarta década de vida da mulher, sendo 28 anos a idade média
mundial ao diagndstico, oscilando entre 26,8 a 34,1 anos (BERNUIT et al., 2011).

Estudos demonstram um grande atraso para realizar o diagnéstico de
endometriose (DUNSELMAN et al., 2013). O tempo médio global estimado entre o
inicio dos sintomas e o estabelecimento do diagndstico desta doenca é entre 6 a 10
anos, sendo o do Brasil de cerca de 7,5 anos (BERNUIT et al., 2011). Dentre as
justificativas para este retardo estdo: diagndstico padréo-ouro de elevado custo e
invasivo, a auséncia de suspeicdo pelos proprios profissionais da area da saude na
assisténcia primaria, normalizacéo da dor pélvica como uma caracteristica inerente a
mulher; pluralidade quanto as manifestacdes clinicas; inexisténcia de exames
laboratoriais (sangue ou urina) capazes de auxiliar e/ou direcionar a detecgdo da
doenca; uso frequente de anticoncepcionais combinados oral (ACOs) como método
contraceptivo ocasionando supressao dos sintomas e a dificuldade de acesso aos
exames de imagem utilizados na investigagdo da doengca (DUNSELMAN et al., 2013;
BERNUIT et al., 2011).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Dunselman+GA&cauthor_id=24435778
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Dunselman+GA&cauthor_id=24435778
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Como resposta a todas as adversidades elencadas acima, advoga-se cada vez
mais a favor daquilo que Charles Chapron et al. (2019) chamou de diagnéstico clinico
da endometriose. Neste modelo, a base do diagnéstico é a histéria clinica da paciente,
corroborada pelo exame fisico e exames de imagem, sendo finalmente confirmado
pela histologia da lesdo endometridtica coletada durante uma laparoscopia, apenas
guando necessario (CHAPRON et al., 2019; DUNSELMAN et al., 2013). O relato
obtido com a anamnese € essencial para a suspeicao e a natureza ciclica do quadro
algico € uma caracteristica chave, apesar de ndo ser obrigatéria nem patognomaénica
(CHAPRON et al., 2019). O exame fisico consiste em inspecao e palpacao abdominal,
exame especular da vagina e palpacéo bimanual retovaginal e deve ser realizado em
todas as mulheres, apesar da acurdcia diagnéstica ser baixa e examinador
dependente (ESHRE, 2022; BERNUIT et al., 2011). Ele deve ser direcionado na
tentativa de identificar sinais indiretos e sugestivos da endometriose, como lesdes
azuladas na vagina e/ou férnice vaginal, presenca de nodulacdes e/ou areas de
espessamento envolvendo qualquer localizagdo pélvica, massas anexiais, reducéo da
mobilidade uterina e dor a mobilizacdo das estruturas pélvicas. O achado de uma ou
mais alteracdes ndo determina o diagndstico de endometriose da mesma forma que
um exame fisico normal ndo exclui a possibilidade de a doenca estar presente.
(CHAPRON et al., 2019; DUNSELMAN et al., 2013). Exames de imagem levaram a
significativa melhora no diagnostico da endometriose, principalmente o Ultrassom
Transvaginal (USTV) e a Ressonancia Magnética (RM) da pelve (CHAPRON et al.,
2019; DUNSELMAN et al., 2013), principalmente se forem realizados apos preparo
intestinal e aplicacdo de protocolos para potencializar o mapeamento das lesdes.

Nenhum teste biolégico ou biomarcador foi identificado como possibilidade de
auxiliar no diagnostico da endometriose até hoje, apesar das inUmeras pesquisas que
existem neste sentido. (CHAPRON et al., 2019; DUNSELMAN et al., 2013; ESHRE,
2022). A descoberta de novos biomarcadores permanece como prioridade nas
pesquisas relacionadas a endometriose, uma vez que o uso de metodos laboratoriais
nao-invasivos sao primordiais para otimizar o diagnostico desta doenca, além de evitar

a realizacdo de laparoscopias desnecessarias (REIS et al., 2012).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Dunselman+GA&cauthor_id=24435778
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2.4 Tratamentos e seguimento da endometriose

Existem trés principais opgdes terapéuticas para a Endometriose: tratamento
medicamentoso, cirurgia e reproducao assistida (CHAPRON et al., 2019).

O tratamento medicamentoso fundamenta-se em adequada analgesia e
blogueio hormonal ovariano, deve ser iniciado sem confirmacao histoldégica e os
sintomas &lgicos devem ser tratados sem morosidade com intuito de evitar a
sensibilizacdo central da dor (CHAPRON et al., 2019; DUNSELMAN et al., 2013).
Antes de iniciar o tratamento empirico, outras causas de dor pélvica devem ser
excluidas (DUNSELMAN et al., 2013).

Como a Endometriose € uma doenca estrogénio-dependente, a supressao
hormonal € uma abordagem atrativa no tratamento, sendo o bloqueio ovariano a
primeira opcao terapéutica (CHAPRON et al., 2019). Ele age suprimindo as flutuacdes
hormonais, tanto das gonadotropinas quanto dos hormonios ovarianos, resultando na
inibicdo da ovulagdo e da menstruacdo, com consequente reducdo da inflamac&o. E
um tratamento efetivo para controle dos sintomas, porém nao é curativo e néo elimina
ou reduz as lesBes preexistentes, além de n&o ser indicado para mulheres que
desejam engravidar de imediato. Dentre as opg¢Oes, tem-se 0 ACO, anel vaginal, patch
transdérmico, progestagenos orais, progestageno subdérmico, analogos de hormonio
liberador de gonadotrofina (GnRH), antiprogestagenos e inibidores da aromatase
(DUNSELMAN et al., 2013; ESHRE, 2022). O tratamento hormonal deve ser realizado
também apOs o tratamento cirdrgico, em pacientes sem desejo reprodutivo, para
prevenir o quadro de dor e a recorréncia de les6es endometridticas, especialmente os
endometriomas ovarianos. Os melhores resultados sdo observados quando o
intervalo entre a realizacdo da cirurgia e o uso de horménios é o menor possivel
(CHAPRON et al., 2019).

O tratamento cirdrgico da endometriose é caracterizado pela realizacdo da
exérese das lesbes endometridticas, e ndo mais na cauterizagdo das mesmas,
associado com a lise de aderéncias e restabelecimento da anatomia, deve ser
realizado por videolaparoscopia, assistida ou ndo por robd, e por equipe que tenha
expertise nesta patologia (CHAPRON et al., 2019; DUNSELMAN et al., 2013). E
indicada em quatro situacdes: (i) existéncia de comprometimento da funcéo do 6rgao
acometido; (i) infertilidade, apds avaliacdo individualizada; (iii) crescimento
significativo das lesdes; (iv) persisténcia do quadro &lgico em vigéncia do tratamento
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medicamentoso. A cirurgia pode ser completa, quando ha resseccao de todas as
lesGes macroscopicas, ou incompleta, quando ha persisténcia de lesdes apds a
cirurgia, e ndo pode ser considerada curativa porque néo trata a causa base da
doenca (CHAPRON et al., 2019; DUNSELMAN et al., 2013). E uma parte importante
do manejo das pacientes com endometriose, pois a remocdo das lesbes esta
associada a alivio do quadro algico e melhora da qualidade de vida das mulheres
acometidas (DUNSELMAN et al., 2013). Entretanto, complicacbes graves poés
operatdrias podem ocorrer, especialmente em quadros complexos, e a cirurgia tem
potencial efeito negativo sobre a reserva ovariana apos abordagem cirargica do(s)
ovario(s) (CHAPRON et al., 2019). O real efeito da cirurgia sobre a fertilidade ainda &
incerto e acredita-se que a remocao cirirgica das lesées possa favorecer o desfecho
das técnicas de reproducéo assistida por reduzir o carater inflamatorio pré existente
na pelve, favorecendo assim a implantacdo e desenvolvimento do embrido na
cavidade uterina.

Como a infertilidade é um sintoma prevalente nas mulheres portadoras de
endometriose, uma proporcao significativa das pacientes necessitam de técnicas de
reproducdo assistida para engravidar (DUNSELMAN et al., 2013). A fertilizacao in vitro
(FIV) é uma opcdo adequada, por oferecer uma forma de contornar a inflamacéo
pélvica existente. O uso da técnica de inseminacao intrauterina na endometriose é
controverso e sua indicacdo parece ser minima. Os resultados da reproducéo
assistida sdo satisfatorios, independentemente do fendtipo da endometriose
(CHAPRON et al., 2019).

A crescente pratica de tratamentos ndo-medicamentosos pelas mulheres
portadoras de endometriose pode refletir a insatisfacdo das mesmas com a
assisténcia a saude recebida (DUNSELMAN et al., 2013; ESHRE, 2022). Na literatura,
existem apenas evidéncias limitadas para o uso de da medicina complementar ou
alternativa, como neuromoduladores, anestesia, terapia comportamental, reflexologia,
drogas recreativas, homeopatia, psicoterapia, exercicio fisico, acupuntura,
neuroestimulacao elétrica transcutanea (TENS), suplementacé&o nutricional, medicina
chinesa, fisioterapia, psicoterapia, para o manejo do quadro algico na endometriose
(DUNSELMAN et al., 2013). Sendo assim, a adocdo de estratégias que visam o

controle dos sintomas, o aumento da qualidade de vida e melhoria do bem estar
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psicolégico das pacientes com endometriose pode ser estimulada, sem, entretanto,
haver a recomendacado para nenhuma pratica especifica (ESHRE, 2022).

Existem terapias emergentes promissoras surgindo, mas ainda necessitam de
maiores avaliagdes. Entre as substancias, estdo antagonistas de GnRH, moduladores
seletivos de receptores de estrogénio ou progesterona, drogas anti-angiogénicas,
imunomoduladores antioxidantes e agentes epigenéticos (CHAPRON et al., 2019).

A Endometriose é uma doenca cronica, inflamatoéria e sem cura que exige
acompanhamento continuo e sua estratégia terapéutica precisa ter perspectiva de
longo prazo. No manejo contemporaneo, a paciente precisa estar no centro das
decisfes terapéuticas e os profissionais da saude devem focar mais na mulher do que
na patologia em si, sendo o tratamento individualizado e ajustado de acordo com a
intencéo e prioridades da paciente. As estratégias podem variar de acordo com o pais,
com sistema de salde, com a percepcao dos sintomas e com o recurso disponivel.
Idealmente, a geréncia das mulheres portadoras de endometriose deve ser realizada
em centros de referéncia que oferecam inimeras abordagens terapéuticas em um
contexto multidisciplinar e em diferentes frentes, atuando com a medicina tradicional
e incentivando préaticas como exercicio fisico regular, dieta anti-inflamatdria, dentre
outras (CHAPRON et al., 2019). Mesmo sem evidéncias de beneficios do
acompanhamento a longo prazo, o seguimento das mulheres portadoras de
endometriose € desejavel, especialmente naquelas que possuem endometrioma
ovariano e lesdes infiltrativas profundas. Contudo, a frequéncia apropriada de
consultas para esta supervisao, assim como quais exames Sao necessarios e em qual
periodicidade, ndo esta definido sendo, portanto, primordial a individualizacédo destas
decisdes (ESHRE, 2022).

2.5 Repercusséao da Endometriose na vida da mulher e da sociedade

A endometriose tem efeito importante na qualidade de vida das mulheres
portadoras, com consequéncias negativas em suas atividades diarias, sexualidade,
funcdo reprodutiva, relacdes pessoais, trabalho e estudo (CHAPRON et al., 2019;
DUNSELMAN et al., 2013; ARAFAH; RASHID; AKHTAR, 2021). A endometriose esta
associada a depresséo e fadiga, levando a menor capacitacao profissional e perda de
produtividade laboral, com consequéncias monetérias (CHAPRON et al., 2019).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Dunselman+GA&cauthor_id=24435778

29

O custo oriundo do tratamento da endometriose em centros de referéncia é
vultoso, com valor anual presumido apenas na Europa de até E$12,5 bi e de mais de
U$20 bi nos Estados Unidos. Esta estimativa evidencia que o fardo econémico desta
doenca é comparavel ao de outras doencas crbnicas, como a diabetes por exemplo
(DUNSELMAN et al., 2013; LE NXH, et al., 2021).

Devido a todos estes aspectos, a endometriose deve ser considerada uma

questao de saude publica.

2.6 Patogénese

E sabido que a endometriose cursa com inflamacdo crénica e com
concentracfes elevadas de estrogénio, porém a etiologia precisa da doenca
permanece incerta. Possivelmente, isso pode ser atribuido a natureza complexa e
multifatorial da doenca, que envolve aspectos locais, genéticos, enddcrinos e
imunologicos (SYMONS et al., 2018).

O curso natural da endometriose € indefinido em parte pelas incertezas sobre
a patogénese e sobre a evolucdo das lesdes endometridticas. Durante cada ciclo
menstrual, as les6es endometriéticas sdo responsaveis por repetir as injurias teciduais
e realizar seu reparo, 0 que ocasiona inflamacéao local, angiogénese e neurogénese.
A cascata de eventos subsequente envolvidas na transicdo epitelial-mesenquimal e
na transdiferenciacdo fibroblasto-mioblasto podem contribuir para aumentar a
contratilidade do mioblasto, a producdo de colageno pelas células endometriais
ectdpicas, a progressiva metaplasia de musculos lisos e a fibrogénese uterina,
culminando na transformacdo de tecido endometrial ectopico em fibrose. Esta
progressédo tecidual ndo esta relacionada com aumento de severidade da doenca
(CHAPRON et al., 2019).

Infelizmente, permanece pouco compreendido como e por que a endometriose
progride e se torna uma doenca agressiva e capaz de destruir tecidos sadios. A
literatura sugere que o stress oxidativo é um fator potencial e importante envolvido no
estabelecimento e progresséao das lesdes (CARVALHO et al., 2012). Apesar de ainda
nao estar claro quais sao os eventos moleculares que estdo envolvidos no progresso
da doencga, estudos demonstram que elevadas taxas no dano do DNA e reduzidas
taxas no reparo do DNA estdo presentes nos estagios mais avancados da
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endometriose e que este fato indica instabilidade nas células com maior oxidacdo. Os
resultados relacionam maior quantidade de stress oxidativo em fluido peritoneal,
plasma e tecido endometriético de mulheres portadoras desta doenca (CARVALHO et
al., 2012)

Com intuito de explicar a patogénese da endometriose, inUmeras teorias foram
criadas. Entretanto, nenhuma delas isoladamente é capaz de fundamentar todas as
possiveis lesdes causadas por esta doenca. Particularmente, o conceito de disfuncéo
imunoldgica tem ganhado atengao apds a descoberta dos “caminhos imunes inatos-
adaptativos” que facilitam o estabelecimento e persisténcia do tecido endometrial
ectdpico na cavidade peritoneal (SYMONS et al., 2018).

E plausivel que varios mecanismos, como fatores inflamatérios, imunidade
desregulada, horménios, fatores genéticos e epigenéticos, assim como fatores locais
devam agir simultaneamente para causar a endometriose. Anormalidades
endometriais pré existentes também devem favorecer a implantacdo e crescimento de
células endometriais fora do Utero, como biossintese de esteroide anormal
(hiperestrogenismo, resisténcia a progesterona, superexpressdo de aromatase) e o
aumento do potencial invasivo do endométrio (associado a neoangiogénese,
neurogénese e perfil pré-inflamatério tecidual) (CHAPRON et al., 2019). A Figura 4 é

uma representacao simplificada da patogénese da endometriose.

Figura 4. Patogénese da endometriose
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Nota: tecidos endometridticos viaveis encontram-se na cavidade peritoneal. A habilidade deste tecido
de se implantar, proliferar, estabelecer suprimento vascular e se estabelecer ocasionando o surgimento
de uma lesdo endometridtica é facilitado pela disfuncao imune que envolve tanto defeitos na
imunovigilancia contra células autélogas quanto da sobrecarga do sistema imune causada pela
presenca persistente de células endometriais no peritbénio. Fonte: adaptado de Symons et al., (2018).
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2.6.1 Teorias do aparecimento do endométrio ectopico

Dentre as varias teorias que tentam explicar o aparecimento de células
endometriais na cavidade peritoneal, pode-se citar:

A. Menstruacdo retrograda: teoria mais bem aceita; postula que, durante a
menstruacdo, células endometriais viaveis refluem pelas trompas até a
cavidade abdominopélvica. As células endometriais, entdo, encontram o
peritbnio e estdo aptas a implantar-se e desenvolver-se, invadindo outros
tecidos. Para a doenca se desenvolver, estes fragmentos endometriais sao
patolégicos e devem resultar de uma perturbacédo da programacao endometrial
ontogenética. A distribuicdo anatdbmica das lesdes de endometriose é a
principal evidéncia a favor da hipétese da menstruacéo retrograda, juntamente
com a observagdo de debris menstruais na cavidade peritoneal durante a
menstruacdo. E relevante a presenca de tecido endometrial vidavel no
estabelecimento da lesdo endometridtica, porém, esta teoria ndo explica os
mecanismos responsaveis pela implantacdo do tecido endometrial ectépico ou
pelo seu crescimento e desenvolvimento (CHAPRON et al., 2019; SYMONS et
al., 2018);

B. Metaplasia celdmica: descrita em 1942 por Gruenwald; baseia-se no fato de o
mesotélio celdmico ser totipotencial e estar envolvido no desenvolvimento
embrioldgico de varias estruturas do organismo. Aventa-se a possibilidade de
gue células mesoteliais possam sofrer metaplasia, espontanea ou induzida,
tornando-se células endometriais, independentemente de sua localizac&o.
Estudos sugerem o provavel papel da presenca de disruptores endécrinos
nesta transformacédo das células mesoteliais em endometriais (ARAFAH;
RASHID; AKHTAR, 2021);

C. Disseminagdo angiolinfatica: esta teoria sugere que células endometriais
podem cair nos vasos uterinos, sejam eles linfaticos e/ou sanguineos, durante
o periodo menstrual e serem transportadas para outros sitios, de forma similar
ao que ocorre com os tumores. Ela explicaria a presenca de endometriose em
alguns lugares extrapélvicos, como linfonodos, pulmao, figado e cérebro.
Devido a raridade da incidéncia desta patologia nestes 6rgaos, é até possivel
qgue esta transacdo de células ocorra, mas certamente ndo € 0 mecanismo

primério de propagacdo da doenca e também explica 0os mecanismos
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responsaveis pela implantacdo, crescimento e desenvolvimento do tecido
endometrial ectopico (SYMONS et al., 2018; CHAPRON et al., 2019; ARAFAH;
RASHID; AKHTAR, 2021).

2.6.2 Alteracdes genéticas e epigenéticas na patogénese da endometriose

A possibilidade de relacionar a etiologia da endometriose a alteracdes
genéticas origina-se no fato, ja a muito tempo conhecido, que familiares de mulheres
acometidas tém maior risco de desenvolver esta patologia do que a populacao geral.
Estudos sugerem que a hereditariedade da endometriose seja de 50% e que o
aumento no risco de desenvolver endometriose pode chegar a seis vezes para
parentes de primeiro grau. Existe, portanto, uma base de suscetibilidade genética na
ocorréncia da endometriose (CHAPRON et al., 2019; ARAFAH; RASHID; AKHTAR,
2021).

Algumas regides genOGmicas ja foram estatisticamente associadas a
endometriose e mutacdes somaticas foram reportadas em grande parte das lesfes. A
partir de estudos de associacdo genémica ampla (GWAS - Genome-wide Association
Study) e da realizacdo de meta-analises, foram identificadas e publicadas, até o
presente momento, quatorze regides gendémicas (loci) associadas ao risco elevado de
endometriose. Os loci identificados encontram-se, em sua maioria, localizados em
introns, regides intergenes ou regides de controle da expressdo génica, e exercem
seus efeitos regulando e influenciando a atividade transcricional dos seus proprios
genes. Por isso, ndo ha efeitos diretos dessas alteracdes génicas na composi¢cao das
proteinas, o que restringe a contribuicdo dessas variantes proteicas comuns na
avaliacdo do risco de endometriose (ZONDERVAN et al., 2018; FUNG,;
MONTGOMERY, 2018). Esses fatores genéticos de maior risco explicam somente
cerca de 2% das variacdes observadas em todos os casos de endometriose e cerca
de 5% das variacdes observadas nos casos de endometriose grave. Assim, presume-
se que esses fatores ou mecanismos genéticos resultem de grande namero de
variacdes genéticas.

Por todos os motivos apresentados, os maiores desafios da atualidade
relacionam-se a identificacéo ou entendimento dessas varia¢des ou polimorfismos de

nucleotideos dentro das sequéncias regulatérias, em cada regido gendémica,
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associados a endometriose, bem como a identificacdo precisa de quais genes sao
afetados por esses polimorfismos.

Epigenética consiste no estudo das mudancas hereditarias na expressao
génica que independem de mudancgas na sequéncia primaria do DNA. Os principais
mecanismos epigenéticos incluem metilacdo do DNA, modificacdes pos-traducionais
em histonas, posicionamento de nucleossomos e pequenos segmentos de acido
ribonucleico (microRNAs). Diversos estudos investigaram, em comparacao ao tecido
endometrial eutopico, mudancas epigenéticas presentes nas lesdes endometriéticas,
tanto em pacientes com endometriose, quanto em pacientes clinicamente higidas. A
maioria desses estudos priorizou pesquisas de hipermetilacdo do DNA e o
silenciamento de genes endometriais que normalmente sdo expressos durante a fase
secretora do ciclo menstrual, como os genes das proteinas Hox-A10 e E-caderina e
do receptor de progesterona. Poucos estudos investigaram 0Ss mecanismos
epigenéticos de modificacbes da histona e dos microRNAs na endometriose. Os
resultados preliminares, apesar das limitacdes dos referidos estudos, indicam
influéncia epigenética na endometriose (FUNG; MONTGOMERY, 2018).

O progresso acerca da identificacao de genes e vias biolégicas que contribuem
para a patogénese da endometriose € inegavel e os avancos continuam, a fim de
auxiliar no diagnostico e tratamento desta nosologia. Mas, além da susceptibilidade
genética, outros fatores presentes no microambiente peritoneal, como as respostas
imunes inata e adaptativa, influenciam diretamente o desenvolvimento da

endometriose.

2.6.3 Sistema imune na patogénese da endometriose

O microambiente no qual a lesdo endometridtica se desenvolve é dindmico e
dominado por sinais inflamatorios, angiogénicos e endocrinos. Estas lesdes sao
heterogéneas, possuindo componentes epiteliais, estromais, endoteliais e glandulares
e células imunes, e exibem perfis imunoinflamatérios alterados quando comparadas
com endométrio normal (SYMONS et al., 2018).

Mulheres com endometriose possuem respostas imunes desreguladas, tanto
inata quanto adaptativa, que resulta em um ambiente peritoneal inflamatério
caracterizado por elevados niveis de componentes pro-inflamatérios, como

macrofagos, neutrofilos, células NK, células dendriticas, linfocitos T e linfécitos B. Este
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ambiente € caracterizado pela ativagcdo das células da resposta imune inata e
desregulacédo das células Treg (LE NXH et al., 2021).

O perfil transcriptdmico (conjunto completo de todo o RNA presente - RNAs
mensageiros, RNAs ribossémicos, RNAs transportadores e os microRNAs-) das
alteracdes inflamatdrias associadas nas lesbes endometridticas revelam expressao
elevada de genes relacionados a recrutamento de células imunes, interacdo entre
citocina-receptor de citocina, adesdo celular e apoptose. Além disso, as lesdes
endometridticas possuem um microambiente imune distinto, se assemelhando ao
perfil inflamatério de tumores (SYMONS et al., 2018).

2.6.3.1 Mecanismos do sistema imune inato e a endometriose

As populacdes celulares do sistema imune inato que estdo predominantemente
envolvidas na fisiopatologia da endometriose séo neutréfilos, macrofagos, células NK
e células dendriticas (SYMONS et al., 2018).

A. Neutréfilos: elevado infiltrado neutrofilico é observado no fluido peritoneal de
mulheres com endometriose. Este aumento é, provavelmente, resultado de
elevadas concentracdes de substancias quimiotaticas neutrofilicas presentes
no plasma e fluido peritoneal, como a IL-8. Os neutréfilos podem ter um papel
importante nos estagios iniciais de desenvolvimento das lesfes
endometridticas (SYMONS et al., 2018);

B. Macrofagos: nas mulheres portadoras de endometriose, eles estdo
classicamente ativados (M1) e significativamente elevados no fluido peritoneal,
no endométrio eutopico e nas proprias lesdées. Funcionalmente, os macréfagos
desempenham um papel crucial no desenvolvimento das lesdes de
endometriose e inflamacdo, pois possuem reduzida capacidade fagocitéria,
que estd associada a reduzida expressdao CD36, além de exibir ativacao
elevada da transcricdo do fator pro-inflamatorio fator nuclear-kB, junto com
aumento de expressao das citocinas pro-inflamatorias TNF-a , IL-6 e IL-1b. A
superexpressao de prostaglandina E2 (PGE2), achado comum nas mulheres
com endometriose, pode também suprimir a atividade fagocitica dos
macofagos. Além disso, ja foi documentado o aumento do numero de

macrégafos colocalizados com fibras nervosas nas lesdes endometridticas, o
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gue sugere que esta interacdo entre macréfagos e fibras nervosas, mediadas
por estradiol, pode promover os sintomas algicos associados a endometriose.
Finalmente, em locais onde ha inflamacé&o, os macréfagos possuem um papel
chave no recrutamento de neutréfilos através da liberagdo de quimiocinas
(TAKEBAYASHI et al.,2015; SYMONS et al., 2018; WU et al., 2005);

. Células NK: ja estad bem estabelecido que, na endometriose, 0 microambiente
peritoneal local suprime as atividades das células NK e que estas mesmas
células exibem expressdes aberrantes de varios receptores de superficie,
prejudicando sua funcionalidade. No fluido peritoneal, a IL-6 reduz os
componentes citoliticos das células NK ao modular a regido 2 do Scr que
contém a fosfatase tirosina 2 (SYMONS et al., 2018) e o TGF-£1 reduz a sua
atividade citolitica. No tecido endometrial ectopico, as células estromais
expressam intensamente a IL-15, que, por sua vez, inibe a atividade citolitica
das células NK. A interacdo das células endometriais estromais com
macrofagos produzem uma reducdo na citotoxicidade das células NK,
possivelmente através do aumento da emissao de IL-10 e TGF-B (SYMONS et
al., 2018). Outro fato que também contribui para a tolerancia imunologica do
endométrio ectdpico € o fato de as células NK de mulheres portadoras de
endometriose apresentarem aumento da expresséo de killer immunoglobulin-
like receptors KIR e consequente diminui¢cdo da atividade citotéxica. Com isso,
especula-se que as disfunces das células NK na endometriose contribuem
para que as células endometriais ectopicas escapem do sistema imune
(SYMONS et al., 2018; WU et al., 2000);

. Células Dendriticas (DC): o fluido peritoneal de pacientes portadoras de
endometriose contém elevada quantidade de células dendriticas miel6ides
BDCA1+ expressando receptores de manose. Estas células dendriticas s&o
capazes de fagocitar debris de endométrio ectdpico as custas de secrecao de
IL-6 e IL-1b, contribuindo para o perfil inflamatério observado na doenca.
Adicionalmente, a densidade entre as popula¢des de DC imaturas (CD1la+) e
maduras (CD83+) est4 alterada nos tecidos endometriais topico e ectopico nas
pacientes com endometriose (SYMONS et al., 2018).
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Em relacdo aos biomarcadores circulantes sintetizados por essas células, ha
evidéncias crescentes de elevacdo acentuada de diferentes fatores solluveis, como
citocinas pro-inflamatorias (IL-18 e TNF-a), citocinas angiogénicas (leptina e CXCL-
8), quimiocinas seletivas para linhagem macrofagica (CCL2 e CCL5), fatores de
crescimento angiogénico (VEGF e proteina quinase 2 - CK2), enzimas, hormonios,
espécies reativas do oxigénio e prostaglandinas, desencadeando inflamacéo intensa
e imunomodulacao desregulada na endometriose (SYMONS et al., 2018; PATEL et
al., 2018; KOBAYASHI et al., 2009). A expressao do VEGF ocorre no estroma, epitélio
glandular e macréfagos locais e exerce efeito sobre o recrutamento de células imunes
para a lesdo endometridtica, sugerindo regulacdo imune da angiogénese (GOTERI et
al., 2004). Também a leptina e a CXCL-8 estdo potencialmente envolvidas na
patogénese da endometriose. A CXCL-8 estimula o crescimento de células
endometriais topicas e ectopicas, provavelmente através da inducéo da producéo de
TNF-a e também correlaciona-se com a gravidade da doenca (MALHOTRA et al.,
2012). No liquido peritoneal, TNF-a e IL-13 podem contribuir para a adesao das
células endometriais e sdo capazes ativar c-Jun N-terminal quinase (JNK), que
regulam positivamente a expressao de citocinas inflamatérias (UZ et al., 2011).

Biomarcadores associados a modulacdo de resposta imune inflamatéria
também estdo associados a endometriose. Niveis elevados da expressao de IL-10,
um potente modulador das respostas inflamatérias e da funcéo das células imunes,
foram observados na endometriose (PODGAEC et al., 2010). Complementarmente,
niveis elevados da expresséo de TGF-f1 induziram a secrecgao de IL-6 nas células do
estroma endometrial e a fibrogénese pélvica. A IL-6 € uma das principais citocinas na
cascata inflamatoria na endometriose e sua elevagédo na cavidade peritoneal e no
sangue periférico das pacientes correlaciona-se com a atividade da doenca (SAITO et
al., 2011). Mais recentemente, concentracdes elevadas de IL-33 foram observadas no
soro e liquido peritoneal de mulheres com endometriose de infiltracdo profunda,
indicando influéncia na tolerédncia dos macrofagos (MILLER et al., 2017).

Por dltimo, no contexto da imunidade inata, a proliferacdo celular esta
associada as alteracbes nos niveis de expressdo de algumas proteinas anti-
apoptéticas, como o fator BCL-6, e ao estresse oxidativo mediado por radicais livres
altamente toxicos, como o ferro livre. O ferro livre € um mediador proeminente e

precoce da inflamacdo na endometriose, por meio da producéo de espécies reativas
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de oxigénio (ROS). As ROS induzem danos celulares e no DNA e aumentam a
expressdo de genes pro-inflamatoérios através da ativacdo do NF-kB, induzindo, por
exemplo, a ativacdo permanente do inflamassoma, com liberagéo continuada de IL-
1B, e em conjunto com as células e biomarcadores descritos acima, a ativagdo da
imunidade adaptativa na endometriose (KOBAYASHI et al., 2009; LU et al., 2011,
YEOL et al., 2015).

2.6.3.2 Mecanismos do sistema imune adaptativo e a endometriose

A endometriose é caracterizada pela atividade reduzida de células T
citotdxicas, pela modulacdo da secrecdo de citocinas por células T auxiliares e pela
producdo de autoanticorpos pelos linfocitos B. Portanto, ambos 0os componentes da
imunidade adaptativa (celular e humoral) estdo envolvidos na fisiopatologia da
endometriose (SYMONS et al., 2018).

A. Imunidade celular, resposta regulada pelos linfocitos T

A imunidade celular pode ser categorizada em 7 subconjuntos, TH1, Th2, TH9
Tul7, Tu22, Tregs e Tru. Por causa da presenca elevada de citocinas do tipo 2 no
plasma e no fluido peritoneal das pacientes com endometriose, esta doenga €
caracterizada por possuir uma resposta imune predominantemente tipo TH2
(SYMONS et al., 2018).

Na endometriose, os linfocitos T CD4+ (conhecidos como auxiliares ou helper),
tanto Thl que promovem a diferenciacdo das células CD8, quanto Th2 que induzem
sintese de anticorpos, e os linfocitos T CD8 (conhecidos como citotoxicos) apresentam
alteracOes na secregao das suas citocinas de perfil Thl: IL-2, IL-12, IFN-y,, TNF-a e
TNF-B; e Th2: IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13 (KRALICKOVA; VETVICKA, 2015;
RICCIO et al., 2018).

Estudos que avaliaram linfécitos T em pacientes com endometriose mostraram
razao maior de CD4/CD8 e aumento da concentracdo de cada subpopulagdo no
liguido peritoneal dos pacientes, mas com redugéo relativa em células Thl. As lesdes
endometridticas apresentaram maior concentracdo de linfocitos T, quando
comparadas com o endométrio eutdpico, mas com uma relacdo CD4/CD8
semelhante. Ndo houve alteracdes no sangue periférico. Lesdes endometridticas

também mostraram maior fracdo de linfécitos quando comparadas ao endométrio
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eutdpico. O mecanismo de implantacdo das células endometriais ectdpicas na
cavidade peritoneal depende de macréfagos alterados. Essas células também
produzem citocinas inflamatoérias que recrutam e ativam células Thl e Th2 (HO; WU;
YANG, 1997; DMOWSKI; BRAUN, 2004; TAKAMURA et al., 2015).

Células Th17 séao linfécitos T que secretam IL-17, IL-21, IL-22 e que expressam
o fator RORyt, sendo decisivas no desenvolvimento de reacfes autoimunes e
alérgicas (LE NXH et al., 2021). Foi demonstrado que a IL-17, citocina mais produzida
pelas células Th17, esté elevada no plasma e no fluido peritoneal das pacientes com
endometriose e que ela pode contribuir para a progressao da doenca, estimulando a
producdo de citocinas que induzem a angiogénese e a inflamacéo (SYMONS et al.,
2018; LE NXH et al.,, 2021). O aumento das células Th17 no fluido peritoneal é
proporcional a severidade da doenca (SYMONS et al., 2018).

Células Tregs sao células imunossupressoras potentes que expressam o fator
FOXP3 e exercem sua modulacdo no sistema imune através da producao de citocinas
anti-inflamatérias, IL-10 e TGF-3, as quais inibem a ativagao das células Th. Essas
células estdo naturalmente salientes no trato reprodutivo (LE NXH et al., 2021). O
papel dos Treg na fisiopatologia da endometriose continua impreciso e controverso,
mas possivelmente possui atribuicdes na inflamacédo, angiogénese, proliferacao
tecidual e na invaséo da lesdo. Associacfes gerais tém sido feitas entre polimorfismo
de FOXP3 (proteina com a funcdo de ser a reguladora principal da via imune
regulatéria) e a endometriose. Em mulheres portadoras de endometriose, observa-se
também reduzidos niveis de mediadores anti-inflamatérios das Tregs no plasma e
elevada quantidade de células Treg no fluido peritoneal, além da presenca destas
mesmas ceélulas na lesdo endometridtica. Esta evidéncia sugere uma funcao
supressora local das Tregs no sitio de desenvolvimento da doenca. In vitro, as células
Tregs sdo capazes de promover, junto com a acédo de IL-10 e TGF-#, um
aprimoramento da proliferacéo e invasdo das células estromais endometriais. E cada
vez mais evidente que um efeito sinérgico de varios tipos celulares, incluindo
macroéfagos, células endometriais, células endoteliais e células Tregs com fatores
sollveis, como citocinas e quimiocinas, sdo facilitadores deste estado invasivo,
proliferativo e pré-inflamatério, onde a lesdo pode aderir e crescer. Até o momento,

mesmo com todos estes indicios, ndo se demonstrou relagdo de causa e efeito na
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doenca e estabelecer se a resposta imune Treg esta envolvida, e como ela esta
vinculada, é puramente especulativo (SYMONS et al., 2018; LE NXH et al., 2021).

O balanco entre Treg/Th1l7 € crucial para a manutencdo da homeostase do
sistema imune e o seu desequilibrio ja foi caracterizado em inumeras doencgas,
entretanto o desenho das populacdes de células Tregs e Thl7 nas pacientes

acometidas com endometriose ainda néao foi estabelecido (LE NXH et al., 2021).

B. Imunidade Humoral, resposta regulada pelos linfécitos B

A confirmacédo da presenca de anticorpo anti-endometrial no plasma e no fluido
peritoneal das pacientes com endometriose permite a caracterizacdo desta doenca
como autoimune e intensa investigagdo vem sendo realizada para entender melhor o
papel dos linfécitos B neste contexto. Dados prévios avaliando pacientes com
endometriose demonstraram depoésitos de IgG e complemento no endométrio,
diminuicdo do complemento sérico e presenca de anticorpos anti-endometrial no soro,
sugerindo uma resposta autoimune com o consumo de complemento pelo complexo
antigeno-anticorpo (WEED; ARQUEMBOURG, 1980; WILD; SHIVERS,1985;
ODUKOYA; BANSAL; COOKE, 1996). Além de produzir anticorpos, outras funcdes
do linfécito B incluem a producéo de diferentes citocinas, como IL-6, IL-17 e fator
estimulador de macréfagos granulécitos (GM-CSF), sendo estas capazes de modular
células imunes (como os linfécitos T) e perpetuar a inflamacéo crénica. A literatura até
o momento é discordante sobre o incremento de linfcitos B e sua ativacao e sobre o
aumento de BCL-6 (proteina necessaria para o desenvolvimento do linfécito B
associada a resisténcia & progesterona e infertilidade) nas lesées endometridticas. E
necessario entender completamente o papel dos linfécitos B no microambiente da
lesdo endometridtica e sua interagdo com demais células imunes (SYMONS et al.,
2018).

2.6.3.3 Mediadores inflamatérios na endometriose

Fatores solUveis aumentados, como autoanticorpos, citocinas, fatores de
crescimento, moléculas de adeséo, enzimas, hormoénios, prostaglandinas e ROS tém
sido descritos no sangue, liquido peritoneal e lesdes de pacientes com endometriose
(RICCIO et al., 2018). Adicionalmente, varias citocinas: IL-1, IL-4, IL-6, IL-10, IL-33, e
TNF-a, quimiocina como CXCL-8 e fatores de crescimento: fator de crescimento
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transformador (TGF)-beta, fator de crescimento semelhante a insulina (IGF)-1, fator
de crescimento de hepatocitos (HGF), fator de crescimento epidérmico (EGF), fator
de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e fator de crescimento do endotelial
vascular (VEGF) estéo significativamente aumentados na endometriose (RICCIO et
al., 2018; KAYISLI; MAHUTTE; ARICI, 2002).

2.6.3.4 Eixo imunoangiogénico na endometriose

A angiogénese é um processo integrante da fisiopatologia da endometriose
necessario para permitir a sobrevivéncia e crescimento do tecido endometrial
ectdpico. A presenca de lesdes no peritdnio possui profundo efeito no microambiente,
contribuindo diretamente com a secrecdo de VEGF no fluido peritoneal ou
indiretamente, ao impulsionar uma reacdo imune que promove um ambiente
inflamatdrio e pré-angiogénico. Nas lesdes endometriéticas humanas, a expresséo de
VEGF esta localizada no estroma endometrial, no epitélio glandular e no infiltrado de
macrofagos. Os achados em modelos animais sugerem que as células imunes
envolvidas na implantagdo e desenvolvimento das les6es endometriéticas criam um

microambiente pré-angiogénico na endometriose (SYMONS et al., 2018).

2.6.3.5 Interacdo imunoenddcrina na endometriose

A biossintese local de estradiol pela lesdo endometriética em conjunto com a
acentuada inflamacdo na cavidade peritoneal promovem um microambiente
imunoenddcrino aberrante, ideal para a sobrevivéncia do tecido endometrial ectdpico
e seu crescimento (SYMONS et al., 2018).

A biodisponibilidade de estradiol € maior por causa da aromatizacao local dos
androgenos circulantes pelas células estromais que compdem a lesao.

O estrogénio exerce suas acdes nos receptores de estrogénio (RE) nuclear,
ERa e ERDb. Na endometriose, tanto a expressdo quanto a sinalizacdo destes
receptores estao alteradas. O ERb promove o crescimento da leséo ectopica através
do reforco das atividades proliferativas e reducdo dos sinais de apoptose, além de
atuar na ativacao do receptor NOD-like inflammasome inato, perpetuando a producao

de IL-1b e crescimento da lesao.
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A resisténcia a progesterona apresentada pelo endométrio de mulheres
portadoras de endometriose potencializa a sobrevivéncia do tecido ectopico e a
manutenc¢ao da inflamacao crénica, sendo explicada por 2 fatores: (i) pela reducéao do
namero de receptores de progesterona; (i) pela metilagdo anémala das células
estromais, causando deficiéncia e supressdo nos receptores de progesterona
(ARAFAH; RASHID; AKHTAR, 2021).

A Figura 5 ilustra, de maneira esquematica, o microambiente de uma lesédo
endometriética, com as interacdes entre os mais variados tipos celulares e

mediadores do sistema imune.

Figura 5. Microambiente da lesdo endometridtica
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Representagdo esquemética do microambiente imune de uma lesdo endometritica. Les&o
endometritica consiste em células epiteliais, estromais e endometriais interagindo com indmeras
populagbes de células imunes No fluido peritoneal, células imunes como macréfagos, neutrofilos,
células NK, DC e linfécitos T e B estdo presentes com inimeras citocinas, quimiocinas, fator
angiogénico e alarminas. Fonte: adaptado de Symons et al., (2018).

Considerando o desafio do entendimento de todos esses processos resumidos
na Figura 6, neste trabalho foram estudadas as correlagbes entre as manifestagoes
clinicas, os exames imaginoldgicos, os achados cirargicos, a expressdo de

biomarcadores imunoldgicos e o acompanhamento ambulatorial em uma amostra
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representativa da populacdo de mulheres portadora de doenca ginecolégica benigna
com o proposito de fornecer subsidios para a identificacdo de biomarcadores
relacionados a deteccdo de endometriose assim como sua progressao e seu fator

prognastico.

Figura 6. O curso da endometriose
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O desenvolvimento de endometriose pode ocorrer em qualquer fase da vida. Na vida intrauterina e
periodo neonatal, a exposicdo a caracteristicas maternas, fatores ginecolégicos e padrBes de
alimentac@o podem contribuir para deficiéncias no padrao ontogenético endometrial, o que resultaria
em um endomeétrio patoldgico. A partir da puberdade, a presenca de endométrio anormal na cavidade
peritoneal pode gerar lesfes ectépicas. Estas lesfes séo sensiveis a variagdes hormonais relacionadas
tanto a funcdo ovariana quanto a gravidez e tratamentos. A menopausa geralmente cursa com
quiescéncia da doenca. No curso da endometriose, processos como inflamacdo, angiogenese,
neurogenese e fibrogenese estéo envolvidos na origem e manutencdo das lesfes. Todo este processo
é controlado e influenciado por fatores genéticos, epigenéticos e imune. Fonte: adaptado de Chapron
etal., (2019).
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3. JUSTIFICATIVA

A endometriose é uma doenca de extrema relevancia e importancia para a
salide publica mundial. E uma patologia da mulher moderna, cuja prevaléncia é
significativa e crescente, com estimativa de acometimento de 10% da populacdo
feminina no menacme, o0 que representa mais de 200 milh6es de individuos com
endometriose ao redor do mundo, sendo aproximadamente 7 milhdes de brasileiras
(ZONDERVAN et al., 2020).

A endometriose tem efeito importante na qualidade de vida das mulheres
portadoras, com consequéncias negativas em suas atividades diarias, sexualidade,
funcdo reprodutiva, relagcbes pessoais, trabalho e estudo, levando a menor
capacitacao profissional e perda de produtividade laboral (CHAPRON et al., 2019;
DUNSELMAN et al., 2013; ARAFAH; RASHID; AKHTAR, 2021). Além do prejuizo
individual, a endometriose é considerada um fardo econémico devido aos elevados
custos oriundos de seu diagnéstico, tratamento e impacto na produtividade das
pacientes acometidas. Este somatdrio atinge cifras de dezenas de bilhdes de ddlares
anualmente.

A endometriose € uma doenca desafiadora tanto para estabelecer diagnostico
guanto no seu manejo (CHAPRON et al., 2019). O diagndstico padrao-ouro € obtido
com a combinacao da realizacdo de laparoscopia com identificacdo macroscopica de
lesbes endometridticas e verificacdo histopatolégica de glandulas e/ou estroma
endometrial ectopico nos tecidos ressecados, o que exige um método invasivo, de
alto-custo e pouco acessivel para seu estabelecimento. Além disso, estudos
demonstram um grande atraso para realizar o diagndstico de endometriose,
demorando, em média, de 6 a 10 anos (DUNSELMAN et al., 2013).

E evidente a complexidade da patogénese da endometriose e ainda existem
pontos cruciais desconhecidos para melhor entendimento de seu desenvolvimento. A
existéncia de disfuncdes imunologicas associadas a esta doenca € inegavel e sua
melhor compreenséo podera contribuir para o desenvolvimento de modalidades de
diagnéstico e instrumentos de acompanhamento progndstico ndo invasivos.

Apesar da existéncia de pesquisas em biomarcadores para diagnostico e

acompanhamento da doenca, nenhum foi consolidado e liberado para aplicacéo


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Dunselman+GA&cauthor_id=24435778
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Dunselman+GA&cauthor_id=24435778
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clinica. Devido a este fato, h4 uma importante janela de oportunidade atualmente
aberta para selecdo de novos biomarcadores relacionados a imunopatogénese da

endometriose.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Selecionar biomarcadores imunolégicos para o diagnostico e monitoramento

da endometriose.

4.2 Objetivos especificos

1. Determinar o estadiamento da endometriose de acordo com a localizacao, extensao
e profundidade da doenga;

2. Comparar os aspectos histopatolégicos dos endométrios eutopico e ectdpico;

3. Identificar marcadores no sangue periférico que estejam associados com a resposta
inflamatdria em diferentes estagios da endometriose;

4.Correlacionar os biomarcadores imunolégicos com o0s aspectos clinicos e

radioldgicos.
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5. POPULACAO E METODOLOGIA

5.1 Delineamento metodolégico e aspectos éticos do estudo

Trata-se do Projeto Piloto ou Fase 1 do Estudo Longitudinal de Biomarcadores
em Endometriose (ELBE), que é um estudo primario, unicéntrico, observacional e de
carater longitudinal, realizado no Instituto René Rachou / FIOCRUZ Minas e no
Hospital Felicio Rocho. A Figura 7 ilustra o delineamento metodolégico do estudo, que
foi aprovado pelos Comités de Etica em Pesquisa do Instituto René Rachou /
FIOCRUZ Minas e Hospital Felicio Rocho, sob registro C.AA.E.
13936619.7.0000.5091. Todas as participantes do estudo, apos convite e aceite em
participar da pesquisa, assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE).

Figura 7. Delineamento metodoldgico do Projeto piloto dentro do ELBE
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\ Projeto piloto

Delineamento inicial completo do ELBE, no qual 12 etapa ou Fase 1 corresponde ao primeiro ano do
estudo, dedicado a padronizagdo dos protocolos clinico e laboratoriais, com coletas de amostras
previstas para as datas de 0 (zero), trés e seis meses. A 22 etapa ou Fase 2 que condiz com os quatro
anos seguintes, dedicados ao acompanhamento anual das participantes, obedecendo os protocolos
clinico e laboratoriais definidos na Fase 1. B) Delineamento detalhado da Fase 1 do ELBE, com

reajustes necessarios como consequéncia da pandemia. Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.2 Populacéo do estudo

Foram incluidas 61 participantes no estudo, provenientes do Nucleo Integrado
de Pesquisa e Tratamento da Endometriose (NIPTE) do Hospital Felicio Rocho (HFR),

segundo os seguintes critérios de inclusédo e exclusao:

5.2.1 Critérios de inclusao

1. Foram incluidas no grupo “Endometriose Nao Grave (ENG)” do ELBE os casos
das participantes selecionadas com diagndstico de endometriose nos estagios
I (minimo), Il (leve) ou lll (moderada) de acordo com a classificacdo da ASMR.

2. Foram incluidas no grupo “Endometriose Grave (EG)” as participantes com
diagnéstico de endometriose no estagio IV (severo) de acordo com a
classificacdo da ASMR ou com lesBes endometridticas extragenital.

3. Foram incluidas no grupo “Controle” do ELBE as participantes com diagnostico
de massa anexial benigna, leiomioma uterino, sangramento uterino anormal ou

esterilizacao cirdrgica.

5.2.2 Critérios de exclusao

Foram excluidas do ELBE as participantes que se enquadraram nos seguintes
critérios de exclusao:
a) Gravidez;
b) Amamentacéo;
c) Suspeitas clinicas de inflamacao, infeccdo ou malignidade em qualquer sitio

anatomico do organismo.

5.3 Coleta dos dados clinicos

Durante a consulta médica ginecoldgica na Unidade de Saude da Mulher do
HFR, os dados clinicos das participantes foram registrados em uma ficha clinica com
detalhamento de tépicos relevantes para avaliacédo global e especifica da mulher. Os
parametros pormenorizados foram: dor pélvica, infertilidade, dor ao coito, dor
menstrual, realizacdo de tratamento (cirargico ou clinico) prévio, disfuncdo sexual,

histdria pregressa, histéria familiar, histéria gineco obstétrica, achados imaginolégicos
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do monitoramento (US especializado para endometriose e/ou RM da pelve) e
alteracdes no exame fisico, como a presenca de pontos de gatilho, mobilidade uterina,

sensibilidade uterina e identificagdo de massa ou nodulacdo pélvica.

5.4 Andlise histopatologica do endométrio

As biopsias de endométrio foram mantidas em formaldeido 10% (Exodo
cientifica, Nova Veneza, SP, Brasil) por 24 horas a 72 horas e foram entdo submetidas
ao processamento histologico utilizando o Processador Automatico de Tecidos
Modelo PTO5 (Lupetec, Sado Carlos, SP, Brasil). Na etapa de desidratacdo, as
amostras foram imersas em formaldeido 10% por uma hora, seguido de incubacéo
em alcool etilico (Synth, Diadema, SP, Brasil) em diferentes concentracdes — 70% por
uma hora, 95% por uma hora e 99,5% por uma hora. A etapa de diafanizacao foi
realizada mantendo as amostras imersas em acetato de N-butila P.A. (Synth,
Diadema, SP, Brasil) por uma hora, e xileno P.A. (NEON, Suzano, SP, Brasil) por trés
horas. A infiltracdo por parafina liquida (Grupo Erviegas/Easypath, Sdo Paulo, SP,
Brasil) foi realizada a 56° C, por duas horas.

As amostras foram inseridas em bloco de parafina, seccionadas em cortes de
espessura de quatro micrébmetros, com o auxilio de um micrétomo modelo Leica
RM2125RT (Leica Biosystem, Wetzlar, He, Alemanha), e montadas em laminas
histolégicas para realizacdo da andlise microscépica histopatolégica

A analise histopatologica abordou caracteristicas da fase do ciclo, do epitélio e
do estroma. A fase do ciclo foi classificada em proliferativa ou secretora. As
caracteristicas analisadas no epitélio das glandulas foram presenca ou auséncia de
epitélio colunar, mitose epitelial, hemorragia epitelial (presenca de sangue no limen
da glandula) e foco inflamatorio (presenca de polimorfonucleares na glandula). As
caracteristicas analisadas no estroma das glandulas foram presenca ou auséncia de
mitose no estroma, hemorragia no estroma (presenca de sangue no estroma), foco
inflamatério (presenca de polimorfonucleares no estroma periglandular) e
decidualizacdo do estroma. Adicionalmente, foram analisadas as presencas de
células linféides e de macrofagos nas seguintes respostas: 0 ou ausente, 1 ou focal
(+), 2 ou multifocal (++) e 3 ou difuso (+++). A categorizacdo possibilitou ordenacéao

das variaveis de acordo com a presenca ou quantidade da caracteristica semi-
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quantificada, variando de 1 ou leve ou uma cruz (+) até 3 ou acentuado ou trés cruzes

(++4).

5.5 Deteccao de biomarcadores imunoldgicos no sangue periférico

Para determinar os niveis de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento,
foram utilizadas amostras de sangue periférico previamente coletadas e armazenadas
em temperatura ambiente por 24 a 96 horas. A quantificacdo dos biomarcadores foi
realizada por meio do kit “Bio-Plex Pro Human Cytokine 27-Plex” (Bio-Rad
Laboratories), que emprega uma mistura de 27 esferas magnéticas, de intensidades
de fluorescéncia discretas e distintas, recobertas com anticorpos especificos para
citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento humano. Essa metodologia permitiu a
avaliacao simultanea de 27 biomarcadores no mesmo ensaio (Tabela 1), empregando
pequenos volumes de amostra. Resumidamente, amostras de plasma foram
transferidas, em volume de 300 pL, para microtubos, seguido de centrifugacéo a 1.400
rpm a 18°C por 5 min. Na sequéncia, houve transferéncia de 90 uL do sobrenadante
para placas de fundo chato que continham 50 pL dos padrbes de citocinas,
quimiocinas e fatores de crescimento humano diluidos seriadamente com diluente
“Assay Buffer” (reagente presente no Bio-Plex Pro Human Cytokine 27-Plex), além de
50 uL dos “Quality Controls” 1 e 2 e 50 yL de diluente “Assay Buffer “(“Background”).
Em seguida, a cada poco, foram adicionados 25 pL da mistura de esferas magnéticas

conjugadas aos anticorpos monoclonais.

Tabela 2. Citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento no sangue periférico

Citocinas IL-1ra, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13, IL-1B, IL-6, TNF-q, IL-
12p70, IFN-y, IL-15 e IL-17
Quimiocinas CCL11, CXCL8, CCL3, CCL4, CCL2, CCL5, CXCL10
Fatores de FGF-basic, PDGF-BB, VEGF, G-CSF, GM-CSF, IL-2, IL-7
crescimento

Fonte: Elaborado pelo autor.

As placas foram seladas e incubadas por 18 h, a 4°C sob agitacdo (500150
rom). Apos, as placas foram lavadas com 200 yL de Wash buffer 1x empregando o

suporte magnético. Em seguida, foram adicionados 25 uL de anticorpo de detecgéo e
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depois de 1 h de incubagdo foram adicionados 25 uL de reagente de revelacéo
(estreptavidina conjugada ao fluorocromo ficoeritrina-PE), a cada poco. Seguindo
incubacao de 30 minutos, as placas foram novamente lavadas com 200 uL de Wash
buffer 1x, foram adicionados 150 yL do reagente Sheath fluid e seguiu-se leitura das
amostras no equipamento Bio Plex 200, conforme recomendacdes do fabricante. A
analise dos dados foi realizada no programa Bio-Plex Manager Software (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, EUA). A aquisi¢cédo e andlise dos dados foram realizados
na Plataforma de Citometria de Fluxo do IRR — FIOCRUZ/Minas.

5.6 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram armazenados em planilhas eletronicas usando o
programa EXCEL. Para comparar a expressao dos biomarcadores nos diferentes
grupos de diagnéstico e analisar a relacdo entre as variaveis qualitativas e
quantitativas, foram utilizados os testes Z, Qui-quadrado, correlacdo linear de
Spearman (dados ndo paramétricos) ou de Pearson (dados paramétricos) nos
softwares PRISM 8, MINITAB 17 e MATLAB. As diferencas estatisticamente
significativas foram consideradas quando p < 0,05. Para estabelecer modelos
estatisticos preditivos da relacao entre os biomarcadores imunoldgicos e os estagios
da endometriose, foi utilizada a andalise de regressao logistica multinomial. Esta
analise foi conduzida com o programa VGAM do software estatistico R (Versao 2.15.3;

http://www.r-project.org).


http://www.r-project.org/
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6. RESULTADOS

A apresentacéao dos resultados desse estudo, que avaliou 61 participantes com
idade média de 35,7 anos, variando de 23 a 50 anos, encontra-se organizada em trés
partes. A primeira é destinada as descricdbes das caracteristicas clinicas das
participantes. A segunda é dirigida aos aspectos histopatolégicos do endométrio. J& a
terceira, é reservada aos resultados da quantificacdo de quimiocinas, citocinas
inflamatorias, citocinas reguladoras e fatores de crescimento presentes no sangue

periférico e as andlises estatisticas multivariadas.

6.1 Caracteristicas clinicas

A escolaridade das participantes foi avaliada e fracionada em “ensino
fundamental”, “ensino médio” e “ensino superior’. Foi visto que 8,2% (n= 5) das
participantes possuiam apenas o ensino fundamental, 29,51% (n=18) cursaram o
ensino médio e que 62,3% (n=38) detinham ensino superior. Em relacdo ao estado
civil, 68,85% (n= 42) das participantes eram casadas, 3,28% (n=2) eram divorciadas,
26,23% (n=16) eram solteiras e apenas 1,64% (n=1) eram vilvas. A andlise estatistica
comparando o0s grupos nao detectou diferenca significativa entre eles nestes
parametros.

A idade, peso, altura e indice de massa corporal (IMC) das participantes

encontram-se representados na Figura 8.
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Figura 8. Idade, peso, altura e indice de massa corporal (IMC) das participantes nos

subgrupos do ELBE
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O eixo X corresponde aos subgrupos do estudo (Controle, Endometriose Grave (EG) e Endometriose
N&o Grave (ENG), enquanto o eixo Y relaciona-se, respectivamente, com a idade (A), peso (B), altura
(C) e IMC (D) das participantes. Ao comparar a idade do grupo Controle com o grupo ENG, encontrou-
se diferenca estatisticamente significativa (p = 0,007). Ao comparar o IMC do Controle com ENG,
encontrou-se diferenca estatisticamente significativa (p = 0,03). As diferencas estatisticamente
significativas estdo representadas pelas linhas conectoras em vermelho. N&o ha diferenga
estatisticamente significativa entre 0s grupos para peso e altura. O * indica a presenca de outlier . Fonte:
Elaborado pelo autor.

A avaliacdo da idade das participantes por subgrupos demonstrou que as
participantes do grupo Controle tinham idade média maior do que as participantes
portadoras de endometriose, alocadas tanto no grupo ENG, quanto EG. As
participantes do grupo Controle tinham entre 27 e 50 anos, com mediana de 39 anos.
Ja as participantes portadoras de endometriose tinham entre 23 e 49 anos com
mediana de 33,5 no ENG e 23 a 48 anos no EG, com mediana de 35 anos.

O indice de massa corporal (IMC) foi explorado, assim como seus parametros
individualmente. O peso minimo apresentado pelas participantes foi de 49 quilos (kg)
e 0 maximo foi 112 kg, com mediana de 68,5 Kg. A altura minima foi de 1,47 metro

(m) e a maxima de 1,80 m, com mediana de 1,64 m. A andlise estratificada pelos
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subgrupos do peso e da altura encontrou valores semelhantes, sem diferencas
estatisticamente significativas entre eles. O menor valor de IMC apresentado pelas
participantes foi de 18,29 e o maior foi de 41,64. O estudo pormenorizado deste dado
revela que: (i) no grupo Controle, o valor minimo foi 19,81, o valor maximo foi 41,64 e
a mediana foi 27,99; (ii) no grupo ENG, o valor minimo foi 19,47, o valor maximo foi
41,15 e a mediana foi 23,73; (iii) no grupo EG, o valor minimo foi 18,29, o valor maximo
foi 32,6 e a mediana foi 26,09.

A investigacao dos sinais e sintomas apresentados pelas participantes ocorreu
com perguntas amplas seguidas de questionamentos direcionados. As manifestacfes
investigadas foram: dismenorreia, dispareunia, dor pélvica cronica, infertilidade,
sintomas intestinais, sintomas urinarios, dor apds a relacdo sexual, distenséo
abdominal, dor abdominal e dor ciclica.

A dismenorreia é recorrente e esta presente em 38 (63,3%) participantes deste
estudo, sendo 32 delas portadoras de endometriose (16 participantes do grupo ENG
e 16 do grupo EG). Como observado na Tabela 3, a prevaléncia deste sintoma é
superior nas mulheres acometidas pela endometriose, independentemente de sua

severidade.

Tabela 3. Prevaléncia de dismenorreia no ELBE

Ausente Presente Total
GRUPO
n % n % n %
CONTROL

E 13 68,42 6 31,58 19 100,00

EG 5 23,81 16 76,19 21 100,00
ENG 4 20,00 16 80,00 20 100,00
Total 22 36,67 38 63,33 60 100,00

Fonte: Elaborado pelo autor.

A intensidade da dismenorreia foi pormenorizada em ausente, leve, moderada,
forte e incapacitante. A maioria das mulheres portadoras de endometriose classificou
este sintoma como forte ou incapacitante, enquanto a maior parte das mulheres do
grupo controle o classificou como ausente ou leve. Estes resultados estao

representados na Figura 8.
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Figura 9. Intensidade da dismenorreia nas participantes do ELBE
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O eixo X corresponde aos subgrupos do estudo (Controle, Endometriose Grave (EG) e Endometriose
N&o Grave (ENG)) enquanto o eixo Y relaciona-se com o percentual (%) de cada categoria da
intensidade da dismenorreia. Ao comparar as categorias de intensidade forte e incapacitante dos
grupos EG e ENG com o grupo Controle, foram observadas diferencas estatisticamente significativas
(p = 0,002). Fonte: Elaborado pelo autor.

A dispareunia profunda foi uma manifestacdo vigente em 61,9% (n=13) das
participantes do grupo EG, 63,16% (n=12) do grupo ENG e em apenas 15,79% (n=3)
do grupo Controle. Ao estratificar o sintoma por sua intensidade, observou-se que a
maioria das mulheres (62,07%) a classificava como intensa e houve a deteccéo de
disfuncdo sexual, caracterizada como alteracdo de orgasmo e/ou libido, em
aproximadamente 40% das participantes. A Tabela 4 representa os resultados

encontrados sobre a dispareunia.

Tabela 4.Prevaléncia de dispareunia no ELBE

Ausente Presente Total
GRUPO % 0 % N %
CONTROL
E 16 84,21 3 15,79 19 100,00
EG 8 38,10 13 61,90 21 100,00
ENG 7 36,84 12 63,16 19 100,00
Total 31 52,54 28 47,46 59 100,00

Nesta andlise encontrou-se diferencga estatisticamente significativa (p = 0,004). Fonte: Elaborado pelo autor.
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A dor pélvica crénica (DPC), dor localizada na regido pélvica com mais de 6
meses de duracdo que pode ter ou ndo relacdo com o periodo menstrual, também
manifesta-se mais comumente entre as mulheres portadoras de endometriose. Dentre
as participantes do ELBE, a DPC estava presente em 31 (50,82%) mulheres, sendo
15 delas do grupo EG, 10 do grupo ENG e apenas 6 do grupo Controle, conforme

apresentado na Tabela 5.

Tabela 5. Manifestacédo de DPC no ELBE

Ausente Presente Total
GRUPO
n % n % n %
CONTROL

E 14 70,00 6 30,00 20 100,00

EG 6 28,57 15 71,43 21 100,00
ENG 10 50,00 10 50,00 20 100,00
Total 30 49,18 31 50,82 61 100,00

Nesta andlise encontrou-se diferenca estatisticamente significativa (p = 0,03). Fonte: Elaborado pelo autor.

A infertilidade esta presente em 20% (n=12) das participantes, acometendo 1
participante do grupo Controle (5%), 6 participantes do grupo EG (28,57%) e 5
participantes do grupo ENG (26,32%).

Dentre os sintomas intestinais, foram avaliadas a presenca de dor ao evacuar,
sangue nas fezes, sensacdo de evacuacdo incompleta e tenesmo. Ja nos sintomas
urinérios, foram aferidas a existéncia de disuria, dificuldade em iniciar a miccéo,
hematuria, incontinéncia urinaria e sensac¢éo de diurese incompleta. Para todas essas
manifestacbes intestinais e urinarias, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os subgrupos.

A distensdo abdominal foi relatada por poucas participantes, acometendo
apenas 13,11% (n=8) das participantes, sendo todas elas portadoras de
endometriose, com 5 participantes do grupo EG e 3 do grupo ENG. Esta diferenca
também nao foi estatisticamente significativa.

Este estudo identificou a manifestagdo de dor abdominal em 21,31% (n = 13)
das participantes, com distribuicdo semelhante pelos grupos. Tanto a dor apés a

relacdo sexual quanto a presenca de dor ciclica foram relatadas apenas por mulheres
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portadoras de endometriose. Nenhuma participante do estudo acusou a existéncia de
dor no ombro.

Os resultados da aplicacdo da escala subjetiva de dor nas participantes do
ELBE encontram-se na Tabela 6. Foram observadas pontua¢cdes médias de 7,55 e
7,40 nas escalas das participantes dos grupos ENG e EG, respectivamente. Essas
meédias foram distantes e significativamente diferentes (p = 0,001) da pontuacao media

de 2,20 das participantes do grupo Controle.

Tabela 6. Escala subjetiva de dor nas participantes do ELBE

GRUPO Média Desvio padrdao Escore mediano (variacdo de 1 a 10)
CONTROLE 2,20 3,25 0
ENG 7,55 2,0 8
EG 7,40 3,0 8

Nesta analise encontrou-se diferencga estatisticamente significativa (p = 0,001).

A histéria ginecologica e obstétrica das participantes também foi investigada. A
idade da menarca das participantes variou de 8 a 17 anos, com mediana de 12, com
distribuicdo semelhante nos grupos, e o ciclo menstrual é regular na maioria das
participantes. Ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre
0S grupos em relacdo a numero de gestacdes, numero e via de partos, bem como a
ocorréncia de aborto, com ou sem a necessidade de curetagem. Mais da metade das
participantes deste estudo possuem desejo reprodutivo, sendo. A histéria familiar de
endometriose foi investigada e apenas 5 participantes relataram possuir parentes com
esta patologia, sendo 2 do grupo EG e 3 do grupo ENG.

O histoérico de tratamentos considerado pelo estudo foi o blogueio ovariano
hormonal e o tratamento cirdrgico prévio das lesdes de endometriose. O bloqueio
ovariano foi realizado por 49,18% (n = 30) das participantes em momento anterior ao
estudo, presente em 40% (n=8) do grupo controle, 52,38% (n=11) do grupo EG e 55%
(n=11) do grupo ENG. Verificou-se que, dentre as participantes que néo realizaram o
bloqueio ovariano hormonal, 1 participante fez uso de dispositivo intrauterino (DIU)

hormonal. O bloqueio ovariano esta sendo realizado por 18 mulheres (29,51%), sendo
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apenas 4 do grupo Controle e 7 do grupo EG (33%) e 7 do grupo ENG (35%). Dentre
as 43 mulheres que nao estao realizando o bloqueio hormonal, 8 estdo em uso de DIU
hormonal. J& o tratamento cirargico prévio nas mulheres portadoras de endometriose
foi realizado em quase 15% das participantes e o procedimento mais realizado foi a
resseccao de lesdes peritoneais.

O exame fisico foi realizado em todas as participantes do estudo. O exame
fisico abdominal foi efetuado, avaliando principalmente a existéncia de dor e
distensdo, seguido de exame ginecolégico, no qual verificou-se especialmente a
amplitude e sensibilidade da mobilizacdo uterina, a existéncia de pontos de gatilho de
dor e a presenca de ndodulos pélvicos. A dor a palpacdo abdominal existiu em 7
participantes (12, 07%) com distribuicdo semelhante entre os grupos, sendo 3 do
grupo Controle, 2 do grupo EG e 2 do grupo ENG. A distensdo abdominal foi
identificada em apenas 2 participantes (3,45%), sendo ambas do grupo EG. Pontos
de gatilho de dor foram identificados em 1 participante do grupo Controle, 14 do grupo
EG e 12 do grupo ENG. Nédulos pélvicos foram identificados a palpagdo em 17
participantes, com distribuicdo semelhante pelos grupos. A andlise estatistica
comparando os grupos nao detectou diferencas significativas entre eles em nenhum
dos itens mencionados acima.

Além da anamnese e exame fisico, a investigacdo das participantes contou
com a realizacdo de exames de imagem para auxiliar no estabelecimento mais preciso
do diagnéstico e definicdo do tratamento adequado (Figura 9). Um total de 33
participantes (56,9%) possuiam RM da pelve, 1 tinha tomografia computadorizada
(TC) da pelve, 4 apresentaram US especializado para endometriose e 20 portavam
USTV. De todos estes exames, praticamente a metade deles (48,21%) foi realizada
pela equipe de radiologistas do HFR.
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Figura 10. Grafico de setor dos exames de imagem realizados no ELBE
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O Grafico representa a distribuicdo da frequéncia dos tipos de exames de imagens realizados pelas
participantes do ELBE durante a investigacdo de sua patologia. RM: ressonéncia magnética; TC:
tomografia computadorizada; US: ultrassonografia; e USTV: ultrassonografia transvaginal. Fonte:
Elaborado pelo autor.

Neste estudo, 7 participantes do grupo EG e 2 do grupo ENG apresentaram
acometimento do compartimento anterior da pelve; 10 do grupo EG e 2 do grupo ENG
tém comprometimento dos compartimentos laterais da pelve e 18 do grupo EG e 11
do grupo ENG carregam lesdes endometridticas no compartimento posterior da pelve.

Todas as participantes do ELBE foram submetidas a tratamento cirargico de
sua patologia ginecoldgica. A individualizacdo dos locais acometidos pelas lesdes de
endometriose foi realizada e, desta maneira, identificou-se que os locais acometidos
foram:peritbnio parietal, ligamento uterossacro, ovério, septo retovaginal, fossa
ovérica, Utero, trompa, reto, ligamento redondo, sigméide, bexiga, apéndice,
retossigmoide, ceco, parede abdominal, cicatriz de cesarea e paramétrio. A Tabela 7
abaixo indica o numero de achados em cada estrutura anatdomica.
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Tabela 7.Localizacdo das lesdes endometridticas

Localizacdo da leséo Numero de achados %
endometrittica

Peritdnio 35 87,5
Ligamento uterossacro 31 77,5
Ovario 22 55
Septo retovaginal 20 50
Fossa ovarica 19 47,5
Trompa 10 25
Reto 10 25
Utero 10 25
Ligamento redondo 6 15
Fornice vaginal 3 7,5
Sigmaéde 3 7,5
Apéndice 2 5
Bexiga 2 5
Retossigmadide 1 2,5
Ceco 1 2,5
Paramétrio 1 2,5
Parede abdominal 1 2,5
Cicatriz de ceséarea 1 2,5

Fonte: Elaborado pelo autor.

A presenca de intercorréncias per operatérias ocorreu em 3 cirurgias e 0s

acontecimentos foram: 1 episédio de sangramento aumentado sem necessidade de



60

transfusdo de concentrado de heméacias, a realizacdo de 1 conversdo de cirurgia
laparoscopica para laparotdémica e 1 ocorréncia de extravasamento de solucao de azul
de metileno pela sutura intestinal no momento de avaliacdo desta sutura. O pés-
operatorio hospitalar de todas as participantes do estudo ocorreu sem intercorréncias
graves ou necessidade de reabordagem e o acompanhamento ambulatorial foi
realizado de forma individualizada, incluindo retornos programados com 15 e 45 dias

de pos operatério.

6.2 Aspectos histopatolégicos do endométrio

6.2.1 Endometrio eutopico

Para o estudo do endométrio eutdpico, foram realizadas bidpsias do tecido da
cavidade uterina com auxilio de pinca sacabocado ou de histeroscopia. Este
procedimento foi padronizado como o primeiro passo do tratamento cirdrgico e foi
realizado ap6s anestesia e adequada assepsia da participante.

Dentre todas as amostras endometriais, 48 estavam na fase proliferativa
(81,36%) e 11 na fase secretora (18,64%). O epitélio colunar estava presente em
apenas 25,42% (n = 15). Ao analisar o epitélio das amostras, ndo foi identificada a
presenca de mitoses epiteliais. A hemorragia epitelial, caracterizada como presenca
de sangue no limen da glandula, foi identificada em apenas 1 espécime e a presenca
de polimorfonucleares ou foco inflamatério epitelial ndo foi detectada em nenhuma
amostra. A avaliacdo do estroma do endométrio eutdpico identificou a presenca de
mitose em 1 exemplar, a ocorréncia de hemorragia em 25 amostras, sendo elas 10 no
grupo controle, 9 no EG e 6 no ENG, e a existéncia de foco inflamatorio em 10% do
material. A decidualizacdo do estroma foi investigada e sua detecgao ocorreu em
apenas em participantes portadoras de endometriose, sendo 1 no grupo EG e 4 no
grupo ENG, totalizando 5 amostras. A analise estatistica de todos estes parametros
comparando 0s grupos entre si ndo detectou diferenca significativa.

A presenca de células linféides no endométrio eutdpico ocorreu de forma focal
45% (n = 27) das amostras, sendo 10 no grupo Controle, 10 no grupo EG e 7 no grupo
ENG. A ocorréncia de células linféides de maneira multifocal ou difusa nédo foi
identificada. A Figura 11 ilustra estes achados assim como evidencia a propor¢cao de

amostras com a presenca das células linféides em cada grupo.
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Figura 11. Células linféides no endométrio eutopico
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Grafico de barras mostrando a proporcdo entre amostras com células linféides e sem a presenca destas
células em cada grupo do estudo. No grupo controle, 52,63% das amostras possuiam células linféides
focais; no grupo EG este valor foi de 47,62% e no ENG de 35%. Fonte: Elaborado pelo autor.

Dentre todas as amostras analisadas, em apenas uma houve a identificacao
de macréfagos e este exemplar pertencia ao grupo Controle. A representagao grafica

deste achado encontra-se na Figura 12.
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Figura 12. Macrofagos no endometrio eutdpico
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A identificacdo de macrofagos ocorreu em apenas uma das amostras analisadas, representando 5,26%
do grupo Controle. Fonte: Elaborado pelo autor.

Em conjunto, esses foram os principais resultados obtidos a partir da analise

histopatolégica convencional do endométrio eutopico.

6.2.2 Endometrio ectépico

Para o estudo do endométrio ectopico, foram selecionados fragmentos de
lesdes endometritticas ressecadas no tratamento cirargico das participantes.

Todas as amostras de endométrio ectopico encontravam-se na fase
proliferativa endometrial. Nessas amostras ndo foram identificados: (i) epitélio colunar;
(i) mitose epitelial; (iii) hemorragia epitelial; (iv) foco inflamatdrio epitelial; e (v) mitose
no estroma.

A presenca de sangue no limen da glandula do estroma, definindo a presenca
de hemorragia no estroma, estd presente em 10 amostras (26,32%), sendo 2
amostras do grupo EG e 8 do grupo ENG, o que representa 10,53% e 42,11% de cada
grupo, respectivamente, com diferenca estatistica significativa (P-Value = 0,027). O

foco inflamatério no estroma foi identificado em 2 exemplares, sendo 1 do grupo EG
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e 1 do grupo ENG, e a decidualizacéo do estroma identificado em apenas 1 amostra,
sendo esta pertencente ao grupo EG.

A presenca de células linféides no endométrio ectdpico foi identificada em 22
amostras, sendo em 21 delas de forma focal e em 1 de forma difusa. A Figura 11

demonstra esses achados.

Figura 13. Células linféides no endométrio ectdpico
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Gréfico de barras mostrando a proporcao entre amostras com células linféides e sem a presenca destas
células em cada grupo do estudo. No grupo EG 52,63% das amostras ndo possuiam células linféides
(n=10), 42,11% apresentaram distribuicdo focal destas células (n=8) e 5,26% apresentaram distribuicdo
difusa das células linféides. J& no grupo ENG 31,58% (n = 6) das amostras ndo possuiam células
linféides e 68,42% (n=13) apresentaram distribuicao focal destas células. Fonte: Elaborado pelo autor.

Os macrofagos foram identificados em 14 amostras de endométrio ectépico
deste estudo. De forma focal, eles estavam presentes em 11 amostras e, de forma
difusa, em 3 amostras. A Figura 14 ilustra estes achados assim como evidencia a

proporcao de amostras com a distribuicdo dos macrofagos em cada grupo.
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Figura 14. Macrofagos no endométrio ectopico
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Gréfico de barras mostrando a distribuicdo dos macréfagos e a propor¢do entre amostras em cada
grupo. No grupo EG, em 89,47% das amostras (n = 17) ndo houve a identificagdo de macréfagos e em
10,53% (n= 2) a distribuicdo destes era focal. No grupo ENG, em 36,84 % das amostras (n = 7) ndo
houve a identificacdo de macréfagos, em 47,37% (n= 9) a distribuicdo destes era focal e em 15,79%
(n=3) a distribuicdo era multifocal. Fonte: Elaborado pelo autor.

Complementando a analise histopatolégica, foram comparados os resultados
do endométrio eutdpico versus endométrio ectopico nos grupos ENG e EG. Em
seguida, foram comparados os resultados das analises do endométrio eutdpico e
ectopico entre os grupos ENG e EG.

Na comparacdo dos resultados do endométrio eutdpico versus endometrio
ectopico nos grupos ENG e EG, as presencgas de células linféides e macréfagos foram
significativamente superiores (P-Values = 0,027 e 0,000, respectivamente) no
endométrio ectopico do grupo ENG, em relacdo ao endométrio eutdpico. No grupo
EG, ndo foram observadas diferencas nas quantidades de células linfoides e de
macrofagos entre essas duas sedes de endométrio.

Considerando-se agora a comparagédo do endométrio eutdpico e ectopico entre
0os grupos ENG e EG, a Unica caracteristica histopatolégica com significancia
estatistica (P-Value = 0,000) foi a quantidade de macréfagos no endométrio ectopico

do grupo EG. Foram observados focos mais frequentes de macrofagos no endomeétrio
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ectépico do grupo EG, quando comparados com os focos das amostras do grupo
ENG.

Para ilustrar os resultados da andlise histopatoldgica, a Figura 15 apresenta
fotomicrografias representativas dos endométrios eutdpico e ectdpico dos grupos EG

e ENG, além de aspectos do endométrio normal do grupo Controle.

Figura 15. Aspectos morfologicos dos endométrios eutdpico e ectdpico

Endométrio Endométrio
eutopico ectopico

Endometriose nao
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Endometriose
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Endométrios eutépicos e ectdpicos de participantes dos Grupos Endometriose ndo grave (ENG) e grave
(EG). A e C —Fragmentos de endométrio na fase proliferativa apresentando focos com células linféides
periglandulares (HE x 40). B e D — Glandulas e estroma com padrdo endometrial em meio a tecido
conjuntivo apresentando macrofagos esparsos e agrupados (hemossideréfagos), respectivamente (HE
x 40). Fonte: Elaborado pelo autor.

6.3 Aspectos imunoldgicos no sangue periférico

Com o objetivo de mostrar o comportamento estatistico dos dados de
biomarcadores imunoldgicos dos grupos Controle, EG e ENG, primeiramente
apresentaremos o0s valores de média, desvio-padrdo da média e mediana, que
representam as principais medidas de tendéncia central dos valores das
concentracbes dos biomarcadores avaliados no estudo. Em seguida, serao
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apresentados os resultados de comparacdo entre 0s grupos para cada segmento de
biomarcadores avaliados (quimiocinas, citocinas pro-inflamatorias, citocinas
reguladoras e fatores de crescimento).

A Tabela 8 abaixo apresenta os dados da estatistica média, desvio-padrao da
meédia e mediana, que representam as principais medidas de tendéncia central dos

valores das concentracfes das quimiocinas.

Tabela 8. Quimiocinas no sangue periférico.

Unidade de medida

Quimiocina Grupo o Desvio- )
Media . Mediana
padréo
Controle 4,406 0,806 4 570
CCL11/
EG 6,345 0,929 6,560
EOTAXIN

ENG 4,429 0,628 3,675

Controle 225,2 459 148,0

CXCLS8 EG 178,8 48,7 92,0
ENG 307,0 82,4 134,8

Controle 401 1,19 2,11

MIP-1a/ CCL3 EG 2,43 0,65 1,22
ENG 13,25 6,56 4,16

Controle 17,37 4 54 13,89

MIP-1B/ CCL4 EG 14,21 2,66 9,92
ENG 36,4 17,0 14,4

Controle 28,50 5,89 17,43

MCP-1/ CCL2 EG 24,08 6,52 11,71
ENG 24,26 4.89 9,31
Controle 197,9 41.6 116,4

RANTES/
EG 176,5 21,8 155,6
CCL5

ENG 143,4 24,6 120,6

Controle 49,77 7,87 39,48

IP-10/ CXCL10 EG 34,65 410 31,51
ENG 47,60 6,59 43,88

Estatisticas da concentracdo em pg/mL de quimiocinas em amostras de sangue periférico. Fonte:
Elaborado pelo autor.
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As concentracdes de quimiocinas apresentaram elevada variabilidade entre os
grupos. O grupo Controle apresentou as maiores medianas para CXCL8 e CCL2. O
grupo EG apresentou as maiores medianas para CCL11 e CCL5. E o grupo ENG
apresentou as maiores medianas para CCL3, CCL4 e CXCL10.

Essas observacdes gerais sobre os resultados das concentracdes médias das
guimiocinas foram confirmadas pela aplicacéo de testes estatisticos, que compararam
0S grupos entre si. Foram encontradas diferencas estatisticamente significativas nas
seguintes comparacdes: (i) CCL11, entre EG e Controle, (i) CXCL10, entre EG e ENG;
(iif) CXCLS, entre EG e ENG,; (iv) CXCLS8, entre EG e Controle; (v) CCL3, entre ENG

e Controle. A Figura 16 ilustra esses achados supracitados.

Figura 16. Perfil de quimiocinas no sangue periférico
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Diagramas de caixa (boxplot) do perfil de quimiocinas circulantes nas participantes do ELBE. O eixo X
corresponde aos grupos do estudo enquanto o eixo Y relaciona-se com a concentragédo, em Log pg/mL,
dos biomarcadores indicados nos retangulos. Ao comparar a concentracdo média de CCL11 do grupo
Endometriose grave (EG) com o grupo Controle, encontrou-se diferenca estatisticamente significativa
(a). Ao comparar a concentracdo média de CXCL8 do grupo EG com os grupos ENG e Controle,
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encontraram-se diferencas estatisticamente significativas (a,b), nesta ordem. Ao comparar a
concentracdo média de CCL3 do grupo ENG com o grupo Controle, encontrou-se diferenca
estatisticamente significativa (c). Ao comparar a concentracdo média de CXCL10 do grupo EG com o
grupo ENG, encontrou-se diferencga estatisticamente significativa (b). As diferencas estatisticamente
significativas estao representadas por letras: “a” em relagdo ao grupo Controle, “b” em relagdo ao grupo
ENG e “c” em relagéo ao grupo EG. Fonte: Elaborado pelo autor.

A Tabela 9 apresenta as estatisticas média, desvio-padrao da média e mediana
das concentracdes das citocinas pro-inflamatorias de acordo com os grupos do
estudo.

Tabela 9. Citocinas pré-inflamatérias no sangue periférico

Estatisticas

Citocina pro- :
inflamatéria Grupo Média pesvio- Mediana
padréao

Controle 4,87 2,01 0,51

IL-18 EG 2,75 1,83 0,13
ENG 3,598 0,998 0,685

Controle 6,85 3,54 0,26

IL-6 EG 2,70 1,46 0,17
ENG 6,54 3,38 0,63

Controle 2,457 0,784 1,1

TNF EG 4,82 2,65 0,75
ENG 2,641 0,961 1,1

Controle 0,1867 0,0503 0,15

IL-12 EG 0,850 0,695 0,18
ENG 0,664 0,345 0,18
Controle 3,270 0,728 1,340
IFN-y EG 2,473 0,716 1,205
ENG 2,629 0,577 1,800
Controle 32,05 3,54 27,14
IL-15 EG 30,56 3,17 25,92
ENG 33,13 2,72 27,77
Controle 1,756 0,685 0,550
IL-17 EG 2,105 0,568 0,960
ENG 7,51 511 1,820

Estatisticas da concentracéo de citocinas pré-inflamatérias em amostras de sangue periférico. Fonte:
Elaborado pelo autor.
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As concentracbes de citocinas pro-inflamatorias apresentaram elevada
variabilidade entre os grupos. O grupo Controle apresentou a maior mediana para
TNF-alfa. O grupo EG apresentou a maior mediana para IL-12. E o grupo ENG
apresentou as maiores medianas para IL-1B, IL-6, TNF-alfa, IL-12, IFN-y, IL-15 e IL-
17.

Essas observacdes gerais sobre os resultados das concentragcdes médias das
citocinas proé-inflamatérias foram confirmadas pela aplicacdo de testes estatisticos,
gue compararam 0s grupos entre si. Foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas nas seguintes comparacoes: (i) IL-1B, entre EG e ENG; (ii) IL-6, entre
EG e ENG,; (iii) IL-17, entre ENG e Controle. A Figura 17 demonstra esses achados

supracitados.
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Figura 17. Perfil de citocinas pro-inflamatorias no sangue periférico
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Diagramas de caixa (boxplot) do perfil de citocinas inflamatérias circulantes nas participantes do ELBE.
O eixo X corresponde aos grupos do estudo enquanto o eixo Y relaciona-se com a concentracdo, em
Log pg/mL, dos biomarcadores indicados nos retangulos. Ao comparar as concentra¢cdes medianas de
IL1B e IL-6 do grupo Endometriose grave (EG) com o grupo Endometriose ndo Grave (ENG),
encontram-se diferencas estatisticamente significativas (b). Ao comparar a concentragdo média de IL-
17 do grupo Controle com grupo ENG, encontrou-se diferenca estatisticamente significativa (a). Fonte:
Elaborado pelo autor.

A Tabela 10 abaixo apresenta os dados da estatistica média, desvio-padrédo da
média e mediana, que representam as principais medidas de tendéncia central dos

valores das concentracfes das citocinas reguladoras.



71

Tabela 10. Citocinas reguladoras no sangue periférico

Estatisticas

Citocina Grupos L Desvio- .
reguladora Média ~ Mediana
padréao

Controle 230,5 24,9 227,4

IL-1ra EG 304,2 95,9 139,3
ENG 185,5 25,4 177,3
Controle 0,3445 0,0583 0,2600
IL-4 EG 0,4043 0,0373 0,4000
ENG 0,4010 0,0316 0,4250

Controle 4,834 0,963 3,135

IL-5 EG 4,157 0,914 2,355
ENG 4,306 0,715 2,590

Controle 4,605 0,475 4,580

IL-9 EG 3,971 0,348 3,760
ENG 6,272 0,815 5,390

Controle 0,745 0,14 0,515

IL-10 EG 2,06 1,31 0,480
ENG 1,565 0,796 0,600

Controle 0,295 0,12 0,16

IL-13 EG 0,2315 0,0621 0,11

ENG 0,3394 0,0825 0,21

Estatisticas da concentracdo em pg/mL de citocinas reguladoras em amostras de sangue periférico.
Fonte: Elaborado pelo autor.

As concentracfes de citocinas reguladoras também apresentaram elevada
variabilidade entre os grupos. O grupo Controle apresentou a maior mediana para IL-
lra e IL-5 e o grupo ENG apresentou a maior mediana para as demais citocinas.

Essas observacdes gerais sobre os resultados das concentracdes médias das
citocinas reguladoras foram confirmadas pela aplicacdo de testes estatisticos, que
compararam 0S grupos entre si. Foram encontradas diferengcas estatisticamente

significativas nas seguintes comparacoes: (i) IL-1ra, entre ENG e Controle; (i) IL-4,
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entre ENG e Controle; (iii) IL-9, entre ENG e EG; (iv) IL-9, entre ENG e Controle. A

Figura 18 expde esses achados supracitados.

Figura 18. Perfil de citocinas reguladoras no sangue periférico
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Diagramas de caixa (boxplot) do perfil de citocinas reguladoras circulantes nas participantes do ELBE.
o0 eixo X corresponde aos grupos do estudo, enquanto o eixo Y relaciona-se com a concentracdo, em
Log pg/mL, dos biomarcadores indicados nos retangulos. Ao comparar as concentracées medianas de
IL1ra, IL-4 E IL-9 do grupo Endometriose ndo grave (ENG) com o grupo Controle, encontram-se
diferencas estatisticamente significativas (a). Ao comparar a concentracdo média de IL-9 do grupo ENG
com grupo Endometriose Grave (EG), encontrou-se diferenca estatisticamente significativa (c). Fonte:

Elaborado pelo autor.
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A Tabela 11 abaixo apresenta os dados da estatistica média, desvio-padréo da
média e mediana, que representam as principais medidas de tendéncia central dos
valores das concentracfes dos fatores de crescimento.

Tabela 11. Fatores de crescimento no sangue periférico

Estatisticas

Quimiocina Grupo Desvio-
Média Mediana

padréo
Controle 2,119 0,334 1,430
FGF basic EG 1,900 0,211 1,360
ENG 1,993 0,175 1,695
Controle 91,2 23,9 57,0
PDGF-bb EG 48,24 7,75 38,64
ENG 60,8 17,5 34,4
Controle 25,48 8,45 9,26
G-CSF EG 110,7 89,7 10,7
ENG 37,8 12,6 14,1
Controle 1,011 0,506 0,320
GM-CSF EG 1,87 1,25 0,370
ENG 0,607 0,283 0,220
Controle 0,808 0,233 0,470
IL-7 EG 1,061 0,226 0,970
ENG 2,572 0,886 1,120
Controle 1,241 0,350 0,560
IL-2 EG 1,366 0,476 0,560
ENG 1,265 0,292 0,740

Estatisticas da concentracdo em pg/mL de quimiocinas em amostras de sangue periférico. Fonte:
Elaborado pelo autor.

As concentracbes dos fatores de crescimento apresentaram elevada
variabilidade entre os grupos. O grupo Controle apresentou a maior mediana para
PDGFbb. O grupo EG apresentou a maior mediana para GM-CSF. E o grupo ENG

apresentou as maiores medianas para FGF, G-CSF, IL-7 e IL-2.
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Essas observacdes gerais sobre os resultados das concentracdes médias das
citocinas reguladoras foram confirmadas pela aplicacdo de testes estatisticos, que
compararam 0S grupos entre si. Foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas nas seguintes comparacoes: (i) PDGF, entre os grupos EG e Controle;
(i) IL-7, entre os grupos ENG e Controle; (iii) GM-CSF, entre EG e ENG; (iv) G-CSF,

entre ENG e EG. A Figura 19 exp0e esses achados supracitados.

Figura 19. Perfil de fatores de crescimento no sangue periférico
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Diagramas de caixa (boxplot) do perfil de fatores de crescimento circulantes nas participantes do ELBE.
O eixo X corresponde aos grupos do estudo enquanto o eixo Y relaciona-se com a concentracéo, em
Log pg/mL, dos biomarcadores indicados nos retangulos. Ao comparar as concentracées medianas de
PDGF do grupo Endometriose grave (EG) com o grupo Controle, encontram-se diferencas
estatisticamente significativas (a). Ao comparar as concentraces medianas de IL-7 do grupo
Endometriose ndo grave (ENG) com o grupo Controle, encontram-se diferencas estatisticamente
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significativas (a). Ao comparar a concentracdo média de GM-CSF do grupo EG com grupo ENG,
encontrou-se diferenga estatisticamente significativa (b). Ao comparar a concentragdo média de G-CSF
do grupo ENG com grupo EG, encontrou-se diferenga estatisticamente significativa (c). Fonte:
Elaborado pelo autor.

6.4 Analises estatisticas multivariadas dos biomarcadores imunoldgicos

Com o objetivo de realizar analises multivariadas para a sele¢éo de variaveis
candidatas ao uso clinico em endometriose, foram indicados, a partir das analises
comparativas prévias e das presentes analises de regressao logistica e discriminante,
as caracteristicas idade e peso, a presenca de dor pélvica crénica, a ocorréncia de
células linféides e macréfagos no exame histopatolégico e os biomarcadores
imunologicos CCL11, CXCLS, IL-9, CCL3 e IL-7.

A Tabela 12 apresenta os resultados da analise de regressao logistica binaria
das principais variaveis que apresentaram diferencas estatisticamente significativas
nas comparacdes entre os grupos EG e ENG ou que podem ser considerados

mediadores promissores.

Tabela 12. Regresséo logistica binaria de variaveis clinicas e laboratoriais distintivas
dos grupos EG e ENG

Variavel b Significancia OR IC 95%
ldade -0,118 0,654 1,32 0,38 ;4,62
IMC -0,486 0,111 2,78 0,77 ; 10,04
Dor pélvica cronica -0,511 0,158 2,50 0,68 ;9,08
Células linféides no -0,167 0,411 1,68 0,48 ; 5,92

endométrio eutdpico

Células linféides no -0,879 0,187 0,41 011;1,55
endométrio ectopico

Macrofagos no -2,679 0,000 0,06 0,01;0,38
endométrio ectopico
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CCL11 -0,832 0,081 1,18 0,96 ;1,45

CXCL8 0,474 0,161 0,99 0,99;1,00

IL-9 -0,462 0,005 0,63 0,41;0,94

CCL3 -0,1586 0,012 0,85 0,70;1,03

IL-7 0,520 0,081 0,59 0,26 ;1,33

Macréfagos no -0,328 0,001 0,08 0,01, 0,53

endométrio ectopico +

IL-9

OR: Odds ratio; IC: Intervalo de confianga. Fonte: Elaborado pelo autor.

Esses resultados da andlise de regressao logistica univariada demonstraram
as influéncias das variaveis: macréfagos no endometrio ectépico; CCL11; IL-9; CCL3;
e IL-7 na reducdo do risco de endometriose grave a partir do diagnostico de
endometriose nao grave. Adicionalmente, apdés combinacdo de todas as variaveis
duas a duas, foi observado modelo bivariado com macréfagos no endométrio ectopico
e IL-9 determinante da redugé&o do risco de endometriose grave.

Por ultimo e finalizando a apresentacdo dos resultados do estudo, foram
constituidos dois modelos multivariados com os biomarcadores imunoldgicos para
discriminagdo dos seguintes grupos: Controle versus Endometriose (EG + ENG); e
EG versus ENG. Esses modelos foram ajustados de acordo com os resultados das
analises comparativas e de regressao logistica prévios.

A Figura 20 apresenta o resultado grafico do modelo preditivo ajustado dos
biomarcadores CCL11, IL-7 e IL-9 para discriminacdo dos grupos Controle versus

Endometriose.
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Figura 20. Modelo multivariado preditivo de classificacdo dos grupos Controle e

Endometriose (ENDO)
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Quadros de classes verdadeiras (True Class) e preditas (Predicted Class) e de propor¢cdes de
verdadeiro positivo (TPR) e falso negativo (FNR) do modelo ajustado de classificacdo geral indicando
6timo resultado para classificagdo do grupo Endometriose (ENDO) e regular para o grupo Controle.
Fonte: Elaborado pelo autor.

O modelo multivariado preditivo de classificagdo geral dos grupos Controle e
Endometriose apresentou acuracia de 65,6%. A classificacdo do grupo Endometriose,
com acerto ou proporcdo de casos verdadeiramente positivos de 90,2%, foi
considerada 6tima pelos critérios estatisticos de homogeneidade. Entretanto, o grupo
Controle apresentou proporgdes elevadas de amostras falso negativas (85%).

Esse modelo multivariado preditivo de classificacdo geral dos grupos Controle
versus Endometriose também foi avaliado pela Curva ROC. A Figura 21 apresenta

essa referida curva.
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Figura 21. Curva ROC do modelo multivariado preditivo de classificacdo geral dos

grupos Controle versus Endometriose
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A curva ROC do modelo de classificacdo geral apresentou area sob a curva de 63% e uma sensibilidade
de 85% e especificidade de 75% no melhor ponto de classificacdo. Fonte: Elaborado pelo autor.

Complementarmente, a Figura 22 apresenta o resultado grafico do modelo

preditivo ajustado de classificacdo dos grupos EG versus ENG.
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Figura 22. Modelo multivariado preditivo de classificacdo dos grupos Endometriose

grave (EG) versus Endometriose ndo grave (ENG)
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Quadros de classes verdadeiras (True Class) e preditas (Predicted Class) e de propor¢cbes de
verdadeiro positivo (TPR) e falso negativo (FNR) do modelo ajustado de classificacdo geral indicando
6timo resultado para classificacdo do grupo Endometriose grave (EG) e bom resultado para o grupo
Endometriose ndo grave (ENG). Fonte: Elaborado pelo autor.

O modelo multivariado preditivo de classificacéo geral dos grupos EG versus
ENG apresentou acuracia de 80,5%. A classificacdo do grupo EG, com acerto ou
proporcao de casos verdadeiramente positivos de 90,5%, foi considerada otima pelos
critérios estatisticos de homogeneidade. O grupo ENG apresentou proporcoes
intermediarias de amostras falso negativas (30%) e a classificacdo foi considerada
boa pelos mesmos critérios.

Esse modelo multivariado preditivo de classificacao geral dos grupos EG versus
ENG também foi avaliado pela Curva ROC. A Figura 23 apresenta essa referida curva.
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Figura 23. Curva ROC do modelo multivariado preditivo de classificacdo geral dos

grupos EG versus ENG
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A curva ROC do modelo de classificagao geral apresentou area sob a curva de 84% e uma sensibilidade
de 70% e especificidade de 90% no melhor ponto de classificacdo. Fonte: Elaborado pelo autor.

A curva ROC do modelo multivariado preditivo de classificagéo geral dos grupos
EG versus ENG apresentou area sob a curva de 84%, sensibilidade de 70% e
especificidade de 90% no melhor ponto de classificacédo, finalizando esse topico dos

resultados.



81

7. DISCUSSAO

Os resultados do projeto piloto do ELBE- Estudo Longitudinal de
Biomarcadores em Endometriose, motivo desta dissertacdo, fortaleceram a hipotese
do uso clinico de biomarcadores imunoldgicos para o diagndstico e monitoramento ou
prognostico da endometriose. Em especial e além das caracteristicas clinicas, este
trabalho selecionou um conjunto de citocinas e quimiocinas presentes no sangue
periférico, como CCL11, CXCL8, IL-9, CCL3 e IL-7, cujas concentracdes
demonstraram influéncia na histéria natural da doenca, particularizaram a presenca
da endometriose em relacdo a sua auséncia, com acuracia de 65,6%, e discriminaram
0 estagio mais grave da doenca em relacdo a endometriose nao grave, com acuracia
de 80,5%.

Os desafios para a realizagcdo do projeto foram relevantes, destacando-se
fundamentalmente a pandemia da COVID-19, que impactou muito significativamente
nas agendas de atendimento clinico e cirargico. Em consequéncia direta deste
contexto pandémico, o nimero de participantes abordadas, selecionadas e incluidas
no estudo (n = 61) foi aproximadamente a metade do nimero previsto para 0 mesmo
periodo de tempo de atendimento em condi¢cdes pré-pandémicas. O contexto
pandémico também afetou toda a rotina de procedimentos laboratoriais, sendo
necessario 0 congelamento de amostras para processamentos posteriores.
Considerando a grande labilidade de muitas moléculas presentes no sangue
periférico, essa condicdo imposta pode ter influenciado a concentracdo de algum
biomarcador. Outras limitagcbes pequenas e inerentes ao inicio de projetos de
pesquisas, como mudanca na codificacdo das participantes, inclusdo de variaveis sem
representatividade clinica e duplicidade de informac¢des, também ocorreram.
Entretanto, foram detectadas e prontamente corrigidas ou eliminadas na etapa das
analises estatisticas e ndo impactaram os aspectos e resultados positivos do projeto,
tanto institucionais, quanto técnicos e cientificos.

No contexto dos sistemas de saude, a realizagdo do projeto piloto do ELBE
também consolidou uma importante parceria interinstitucional entre o NIPTE - Ndlcleo

Integrado de Pesquisa e Tratamento da Endometriose do Hospital Felicio Rocho e o
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GIPB - Grupo Integrado de Pesquisas em Biomarcadores do Instituto René Rachou,
unidade da FIOCRUZ em Minas Gerais, para o desenvolvimento de pesquisas clinicas
em endometriose, essa doenga de elevada prevaléncia que acomete cerca de 10%
da populacéo feminina no menacme, tendo o seu pico de incidéncia entre os 25 e 34
anos (ARAFAH; RASHID; AKHTAR, 2021) e idade média de 36 anos (CARDOSO et
al., 2020; CARVALHO et al., 2012).

Em relagdo aos aspectos clinicos, nossos achados estdo de acordo com a
epidemiologia previamente descrita na literatura. Em nosso estudo, as pacientes
portadoras de endometriose apresentaram a mediana de idade inferior a de mulheres
do grupo controle. Entre as possiveis explicacdes, consideramos que: (i) a doenca
ginecoldgica mais prevalente, a miomatose uterina, tem seu pico de incidéncia mais
tardiamente quando comparado com a endometriose (HOFFMAN et al., 2013),
conseguentemente, a busca por avaliacdo devido a seus possiveis sintomas ocorrem
mais tardiamente; (ii) as consequéncias negativas que a endometriose tem na vida
de suas portadoras sdo mais intensas quando comparada a demais patologias
ginecologicas benignas, 0 que acarreta a necessidade de procura de assisténcia
meédica mais precocemente.

As informacbes a respeito do estado civil das mulheres portadoras de
endometriose sdo conflitantes (NNOAHAM et al., 2011; CHAPRON et al., 2016) e
nosso estudo nao identificou diferencgas estatisticamente significativas entre 0os grupos
neste parametro. Complementarmente, estudos anteriores demonstraram que as
mulheres acometidas pela endometriose possuem grau de escolaridade superior as
mulheres ndo portadoras de endometriose. No ELBE, essa superioridade também foi
observada, com 62,30% das participantes com ensino superior. Mas, considerando a
populacao de participantes relativamente pequena e composta de mulheres atendidas
somente na saude suplementar, esses dados podem estar enviesados e podem néo
representar a realidade brasileira.

Considerando que a endometriose € uma patologia estrogénio-dependente e
que o risco de desenvolvé-la estd associado a indices de IMC mais baixos, a
compreensdo da exata patogénese desta doenca se faz necessaria (NNOAHAM et
al.,, 2011; CARDOSO et al.,, 2020; CHAPRON et al., 2016). Mas, assim como na
literatura vigente, o IMC das portadoras de endometriose do ELBE foi menor do que

as mulheres do grupo controle, com diferenca estatisticamente significativa.
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Na parte clinica, € conhecido que os sintomas algicos ndo sdo apenas mais
frequentes nas mulheres portadoras de endometriose, sdo também mais intensos,
quando comparados a mulheres sem endometriose (CHAPRON et al., 2016;
BERNUIT et al.,, 2011). Os sintomas que mais estdo associados a presenca de
endometriose sdo dismenorreia (especialmente se intensa), dispareunia profunda e
dor pélvica cronica. O relato de multiplos sintomas associados a esta doenca aumenta
a chance de seu diagndstico (ESHRE, 2022). Nossos dados corroboram a literatura
mundial, porque, dentre as mulheres portadoras de endometriose, foram observadas
prevaléncias aproximadas de dismenorreia e dispareunia de 80% e de DPC de 60%,
além mediana de pontuacéo 8 na escala subjetiva de dor, o que também se assemelha
aos achados de Bernuit no estudo Uterine bleedig and pain women’s research study.

As evidéncias atuais sugerem que o exame fisico ndo é confiavel para prever
a presenca de endometriose, possuindo baixa sensibilidade e especificidade, além de
ser uma analise examinador-dependente (ESHRE, 2022). Apesar de nédo ter sido
estatisticamente significativo, a analise comparativa entre os grupos sobre a presenca
de ponto de gatilho algico identificou sua presenca em 26 participantes portadoras de
endometriose e em apenas 1 participante do grupo controle. Estes dados apontam
uma tendéncia que pode ser valiosa na definicdo de parametros clinicos na avaliacao
da paciente endometridtica e mais estudos devem ser realizados neste sentido.

Em relacdo a topografia, as lesdes endometridticas podem ser encontradas em
todos os locais do corpo e sua correta distribuicdo anatbmica ndo é conhecida, pois
os variados estudos foram realizados sem padronizacdo dos grupos nem das
possiveis estruturas acometidas, o que impossibilita comparacdes e conclusdes.
Estima-se que de 3 a quase 40% das mulheres portadoras de endometriose tenham
lesbes intestinais e que 1 a 6% tém lesdes no trato urinario (ARAFAH; RASHID;
AKHTAR, 2021). Em um estudo retrospectivo avaliando a localizacdo anatbémica das
lesdes de endometriose de 1101 pacientes, Audebert et al. (2018) demonstraram que
0s sitios mais acometidos séo: ovario (66,9%), ligamento uterossacro (45,5%), fossa
ovarica (32,2%), fundo de saco de Douglas (29,5%), bexiga (21,4%), utero (8,5%) e
sigmoide (8,4%). Os achados do ELBE divergem deste resultado e os pontos de maior
acometimento encontrados no nosso estudo sao peritbnio parietal, ligamento

uterossacro, ovarios, septo retovaginal e fossa ovarica.
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Em relacdo aos aspectos patoldgicos, a analise dos achados histolégicos
ressalta a importancia do papel dos macrofagos nos processo fisiopatolégicos da
endometriose (SYMONS et al., 2018; VALLVE-JUANICO; HOUSHDARAN; GIUDICE,
2019). A identificacao de diferenca significativa entre a EG e a ENG pode sugerir uma
acao celular especifica para fases distintas da doenca e uma resposta adaptativa mais
relevante nos estadios mais avancados da endometriose, explicando a identificacao
menos frequentes dos macréfagos nesta situacao clinica. No entanto, é importante
salientar que a gravidade da apresentacdo das lesdes ndo tem correlagdo com o
tempo de evolucdo da doenca e a identificacdo de concentracdes elevadas de
macrofagos no grupo de EG ndo seja exatamente uma discrepancia, mas um
sinalizador de agressividade do processo. Nosso estudo ndo foi desenhado para
avaliacdo desta hip6tese e mais estudos serdo necessarios para maior
esclarecimentos destas interacdes.

Também, ndo é possivel definir os mecanismos que justificam a identificacédo
mais frequente de hemorragia no estroma do endométrio ectépico nas pacientes nas
pacientes do grupo de ENG. Em nossa amostra este achado esteve presente em 2
pacientes do grupo EG e em 8 do grupo ENG. Entendemos a endometriose como uma
doenca com diferentes formas de apresentacdo, associada a lesées com diferentes
caracteristicas morfolégicas e onde o papel da fibrose tecidual € cada vez mais
discutido (VIGANO, 2017), poderiamos mais uma vez atribuir estes achados a
diferencas relacionadas a diferenca no tempo de desenvolvimento da doenca nos
diferentes grupos.

Em nosso estudo, identificamos que a presenca das células linfoides e
macrofagos foram maiores no endometrio ectépico quando comparado com eutopico,
em participantes do grupo ENG. E conhecido o fato de que, para o desenvolvimento
de tecido endometrial na cavidade peritoneal, ndo basta apenas a presenca destas
células fora de seu local de origem. E necessaria a ocorréncia de inimeros processos,
envolvendo a migragéo de variados tipos celulares e liberagdo de diversos mediadores
imunologicos (SYMONS et al., 2018; VALLVE-JUANICO; HOUSHDARAN; GIUDICE,
2019). Por isso, € esperada a existéncia de mais infiltrados celulares no endométrio
ectdépico quando comparado ao eutOpicos de pacientes com endometriose no

momento de desenvolvimento das lesdes endometrioticas.
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Ao avaliar os aspectos imunolégicos do sangue periférico das participantes do
ELBE, examinamos os niveis de quimiocinas, citocinas pro-inflamatorias, citocinas
reguladoras e fatores de crescimento. Identificamos, em nosso estudo, niveis mais
elevados de CCL11 no grupo EG do que no grupo Controle. E possivel associar niveis
séricos de CCL11 com maior gravidade das lesbes endometriéticas, uma vez que esta
guimiocina produzida pelas ESC esta relacionada com a criacdo de um microambiente
angiogénico, caracteristica essencial para o crescimento e infiltracdo das lesbes
(OUYANG et al., 2009).

CXCL10 é uma quimiocina do padrdo TH1 que estimula a migracéo de células
NK e as atividades citolitica destas células. Sabemos que a endometriose € uma
doenca que cursa com padrao de resposta TH2 na qual existe significativa disfuncao
das células NK (GALLERI et al., 2009). Ao mensurar a quantidade de CXCL10 no
sangue periférico, encontramos niveis séricos estatisticamente significativos mais
baixos no grupo EG, quando comparado ao grupo ENG, conforme ja apresentado em
estudos anteriores e condizentes com a patogénese desta patologia. As evidéncias
sdo cada vez mais favoraveis ao raciocinio de que a reducdo dos niveis séricos de
CXCL10 auxilie no escape do endométrio ectopico da destruicdo no sistema imune
pela ativacdo menor de mecanismos de citotoxicidade tanto da resposta inata quanto
adaptativa, o que predispbde o desenvolvimento da endometriose e quanto menor o
nivel de CXCL10, menos as células NK funcionais e mais grave fica a doenca
(GALLERI et al., 2009).

Identificamos que os valores plasmaticos de CXCL8 foram maiores no grupo
ENG e menores no EG. Como a CXCL8 & um fator pro-inflamatoério e neutrofilico
(SYMONS et al.,, 2018), espera-se que seu papel seja mais relevante no
estabelecimento das lesdes porque promove grande estimulo migratorio de células
inflamatorias. Foram também identificadas maiores concentracfes de CCL3 no grupo
ENG, indicando resposta inflamatéria aguda e recrutamento e ativagcdo de
polimorfonucleares, como neutrofilos, que geralmente estdo mais presentes no inicio
do desenvolvimento das lesdes endometridticas e também linfocitos pré-inflamatérios,
gue poderiam estar participando da exacerbacgao da inflamagéo.

Por dltimo, observamos IL-9 e IL-7, ambas relacionadas com proliferacédo
celular. O papel da IL-9 na patogénese da endometriose ainda ndo esta totalmente

esclarecido e pode estar associado ao estimulo da expressédo de CXCL8 (TARUMI et
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al., 2021). O aumento dos niveis de IL-7 pode ser prejudicial ao organismo e pode
induzir crescimento celular exacerbado, além da producao de citocinas inflamatorias
(HANG-RAE et al, 2008), substdncias essenciais para implantacdo e
desenvolvimento do endométrio ectopico. Em nossas amostras, a IL-9 foi identificada
em maior quantidade no sangue periférico das participantes do grupo ENG, quando
comparado com os grupos EG e Controle, enquanto a IL-7 foi identificada em maior
quantidade no sangue periférico das participantes do grupo ENG, quando comparado
com grupo Controle. Estes achados ndo encontram paralelo em literatura por nés
avaliada.

Em conjunto, os dados do estudo identificaram novos biomarcadores potenciais
relacionados a imunopatogénese da endometriose que poderdo ser empregados
futuramente para uso clinico como biomarcadores no diagndstico ndo invasivo e

monitoramento da endometriose.
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8. CONCLUSAO

O presente estudo nos permite concluir que: (i) biomarcadores imunoldgicos
podem ser ferramentas importantes no diagnostico e monitoramento da endometriose,
nossos resultados sugerem ser possivel a criacdo de modelos de associacdes de
marcadores capazes de distinguir pacientes com e sem a patologia, bem como
diferentes estagios evolutivos da doenca; (ii) o endométrio ectopico apresenta padrao
histolégico com diferencas marcantes em relacdo ao endométrio eutdpico,
especialmente no que se refere a células linfoides e macréfagos; (iii) aspectos clinicos
das pacientes acometidas podem ser utilizados em modelos preditivos para o
diagnéstico e acompanhamento dos pacientes endometriéticos.

Certamente mais estudos serdo necessarios para validar e aprimorar nossos
achados e conclusfes. O desenvolvimento do conhecimento nesta area pode criar
ferramentas capazes de estabelecer tendéncias progndésticas, o que, por sua vez,
poderia diminuir acdes invasivas na abordagem da endometriose, otimizando a
assisténcia, reduzindo custos e aumentando a acessibilidade do tratamento de nossos

pacientes.
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9. ANEXO |
Ministério da Saide - HOSPITAL,
Felicio
soc"'“iz' (o] Ido Cruz ROChO

Instituto René Rachou
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo da Pesquisa: ELBE - Estudo Longitudinal de Biomarcadores em Endometriose
(Projeto Piloto)

Vocé estd sendo convidada a participar de uma pesquisa desenvolvida por pesquisadores da
FIOCRUZ Minas e do Hospital Felicio Rocho sobre endometriose, uma afeccdo ou doenca
inflamatdria que é provocada dentro do abdémen ou barriga quando células do endométrio ou
da menstruacdo caem nos Grgaos internos.

Este documento visa esclarecé-la sobre a pesquisa que sera realizada, detalhando todos os
procedimentos e os beneficios e riscos envolvidos. Por favor, leia as informagdes com atencédo
e fique a vontade para esclarecer todas as suas duvidas.

Dados do Participante:
Nome:
Identidade:
Data do Nascimento:
Endereco:
Cidade:
Telefone:
A pesquisa tem como objetivo descobrir moléculas ou substancias que estdo presentes no sangue
ou dentro do abdémen, na superficie dos 6rgdos internos, e que estdo alteradas durante a
endometriose, para ajudar no diagnéstico ou na deteccdo precoce desta doenca.

Para tanto, faremos as coletas de dois tubos de sangue e de pequenos fragmentos de dentro e de
fora do Utero, além de pequenos fragmentos da parte de dentro do abdémen, chamada peritonio.
Vocé poderé ser incluida no grupo de casos da doenca ou no grupo do controle da doenca, de
acordo com o resultado dos exames que esta fazendo.

Caso aceite 0 convite, vocé autorizara também a consulta e utilizacdo de dados do seu prontuério
médico e 0 armazenamento ou guarda das suas biopsias na FIOCRUZ Minas. Esse material
biolégico coletado (sangue e pequenos fragmentos) serd utilizado unicamente para esta
pesquisa. Se houver o interesse de utilizacdo deste material para pesquisas futuras, vocé sera
novamente contatado para autorizar a utilizacdo do material armazenado.

Ministério da Saude - HOSPITAL

s Felicio
Fundagédo Oswaldo Cruz ROChO

¥

Instituto René Rachou
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Importante Ihe informar que vocé tem total liberdade para sair do estudo e retirar o consentimento
para guarda e utilizagdo do material biologico a qualquer momento.

Rubrica Pesquisador: Rubrica Participante: _

Riscos e Beneficios

Ao participar desta pesquisa, existem riscos potenciais de mancha avermelhada (hematoma) no
local da puncéo venosa e de pequeno sangramento e dor durante as biopsias. Esses riscos sdo
relativamente baixos ou pequenos quando realizados e monitorados por profissionais
experientes, em ambiente hospitalar.

Os riscos potenciais de perda do sigilo e da confidencialidade serdo pequenos porque serao
utilizadas medidas de codificacdo das amostras e utilizacdo de senhas. Somente 0s
coordenadores do estudo terdo acesso irrestrito a identificacdo das participantes.

Com este estudo, espera-se contribuir para o diagndéstico da endometriose, um problema de satde
que afeta muito a qualidade de vida e satde da mulher.

Direitos e Garantias
Todas os direitos e garantias abaixo serdo respeitados:

o Tempo adequado para a reflexdo e decisao de participar ou ndo da pesquisa,;

o Liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento, em qualquer fase
da pesquisa, sem penalizacdo alguma;

e Manutencao do sigilo e da privacidade;

o Acesso aos resultados dos exames;

« Esclarecimentos adicionais da pesquisa;

e Ressarcimento das despesas para a realizacdo da pesquisa; e

e Indenizacdo diante de eventuais danos decorrentes diretamente com a participacdo na
pesquisa, de acordo com a legislagéo pertinente.

Rubrica Pesquisador: Rubrica Participante:




95

Ministério da Saude HOSPITAL
. ' Felicio
Fundacao Oswaldo Cruz ROChO

Instituto René Rachou

Informacdes para Contato

\océ receberd uma via assinada deste Termo, onde consta o telefone do pesquisador
principal. Vocé podera esclarecer todas as suas ddvidas agora ou a qualquer momento durante
a pesquisa. Na sua via vocé também encontraré o telefone do Comité de Etica em Pesquisa do
Centro de Pesquisa René Rachou e do Hospital Felicio Rocho. Este Comité é o 6rgao
responsavel por garantir os interesses dos participantes da pesquisa

Endereco e telefone institucional do Pesquisador Principal: Dra. Andréa T. Carvalho

Av. Augusto de Lima 1715, Barro Preto, Belo Horizonte- MG, CEP:
30190-002 Tel.: (31) 3349 XXXX, Email: andrea.carvalho@fiocruz.br

Endereco e telefone do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Fiocruz Minas
Secretaria: Bernadete Patricia Santos

Av. Augusto de Lima 1715, Barro Preto, Belo Horizonte-MG, CEP: 30.190-002
Tel: (31) 3349 7825, E-mail: bernadet@minas.fiocruz.br

Horéario de Atendimento: 09:00h as 17:00h, de segunda a sexta-feira

Endereco e telefone do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital Felicio Rocho
Secretaria: Luciana Pedroso Gomes

Av. do Contorno, 9530, 50 andar, Barro Preto, Belo Horizonte-MG, CEP: 30110-934
Tel: (31) 3514 7626, E-mail: cep@feliciorocho.org.br

Horario de Atendimento: 08:00h as 17:00h, de segunda a sexta-feira

Assinatura do Participante

Assinatura da Testemunha ou Responsavel

Eu, (nome do pesquisador), comprometo-me a cumprir todas as
exigéncias e responsabilidades a mim conferidas neste Termo.

Assinatura do Pesquisador
Local: Data:
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