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RESUMO

A endometriose é uma doencga inflamatéria crénica, de etiologia multifatorial caracterizada
pela implantacdo e crescimento do endométrio fora da cavidade uterina (endométrio
ectopico). Nas lesbes de endometriose, 0s mastdcitos aparecem em elevado ndmero, no
entanto, poucos estudos investigaram seus mediadores inflamatérios na patogénese dessa
doenca. Entre os mediadores dos mastocitos ressaltamos a anexina Al (ANXA1), proteina
de 37 kDa com multiplas acdes biolégicas como inibicdo da transmigracdo de leucdcitos,
proliferacdo celular e apoptose. Tais efeitos sdo mediados por receptores para peptideos
formilados (FPRs), especialmente FPR1. Assim, o objetivo desse trabalho foi investigar o
papel das células inflamatérias, particularmente a ativacdo e heterogeneidade dos
mastocitos, sua correlacdo com a expressdo e o mecanismo de acdo da ANXALl em
bidépsias de endométrios eutbdpicos (controle, n=10) e ectopicos (endometriose de parede
abdominal, n=18). As amostras de endométrio ectépico foram coletadas entre julho de 2003
e janeiro de 2012, incluidas em parafina e cedidas pelo Departamento de Patologia da
FAMERP. As biopsias de endométrios eutdpicos foram coletadas de pacientes sem quadro
clinico de endometriose, entre junho de 2011 e junho de 2012, com a colaboracédo do
Departamento de Ginecologia e Obstetricia da FAMERP. Essas biopsias foram processadas
para: (i) analises histopatolégicas, (ii) quantificacdo de células inflamatérias (neutréfilos e
mastécitos) e (iii) imuno-histoquimica utilizando anticorpos especificos para estudo da
heterogeneidade dos mastécitos (triptase e quimase), da expressdo da ANXAl e do
receptor FPR1 nos tecidos. A analise histopatolégica das lesbes de endometriose mostrou
dois padr6es morfolégicos: glandular misto (presengca de glandulas diferenciadas com
epitélio simples prismatico e, indiferenciadas com epitélio simples cubico ou pavimentoso) e
glandular indiferenciado, ambos associados com influxo significante de neutréfilos
(P<0.0001) e mastocitos ativados (P<0.0001) em comparagdo com 0s endométrios
eutopicos. O desenvolvimento das lesdes também foi associado a uma alteragdo da

heterogeneidade dos mastocitos com aumento significante no nimero de células quimase-



positivas nos endométrios ectdpicos, assim como seus niveis endégenos, comparados aos
eutopicos. Nao foi observada diferenca no numero de mastdcitos triptase-positivos entre as
amostras eutopicas e ectdpicas. A imuno-histoquimica revelou a expressdao da proteina
ANXA1l nas células inflamatérias, sobretudo mastécitos, neutrofilos, células estromais,
endotélio e células epiteliais glandulares. Nas lesdes ectopicas, 0s niveis endogenos de
ANXA1 e do seu receptor FPR1 aumentaram significantemente nas células epiteliais das
glandulas indiferenciadas em relacdo as células do endométrio eutépico, mostrado pela
analise densitométrica. Em conclusdo, o aumento nos niveis de expressao da quimase nos
mastocitos e da ANXALl e FPR1 no epitélio dos endométrios ectépicos evidenciam sua

participagdo na patogénese da endometriose como importantes alvos terapéuticos.

Palavras-chave: endometrioma, inflamacéo, heterogeneidade dos mastécitos, lipocortina 1,

receptor FPR1, quimase.



ABSTRACT

Endometriosis is a chronic inflammatory disease of multifactorial etiology, characterized by
implantation and growth of endometrium outside the uterine cavity (ectopic endometrium).
Endometriotic lesions presented a high number of mast cells, however, few studies have
investigated their inflammatory mediators in the pathogenesis of this disease. Among these
mediators we emphasize annexin A1 (ANXA1), a 37 kDa protein with multiple biological
actions like inhibition of leukocyte transmigration, cellular proliferation and apoptosis. Such
effects are mediated by formyl peptide receptors (FPRs), especially FPR1. Thus, the
purpose of this study was to investigate the role of inflammatory cells, particularly the
activation and heterogeneity of mast cells, and its correlation with expression and
mechanism of action of ANXAL in biopsies of eutopic (control, n = 10) and ectopic
endometrium (abdominal wall endometriosis; n = 18). The samples of ectopic endometrium
were collected between July 2003 and January 2012, embedded in paraffin and provided by
the Department of Pathology of FAMERP. Biopsies of eutopic endometrium were collected
from patients without clinical features of endometriosis, between June 2011 and June 2012,
with the contribution of the Department of Obstetrics and Gynecology of FAMERP. These
biopsies were processed for: (i) histopathology, (ii) the quantification of inflammatory cells
(neutrophils and mast cells) and (iii) immunohistochemistry using specific antibodies to study
the heterogeneity of mast cells (chymase and tryptase), and expression of ANXAL and FPR1
receptor in tissues. Histopathological analysis of endometriotic lesions showed two
morphological patterns: glandular pattern of mixed differentiation (presence of differentiated
glands with simple prismatic epithelium and undifferentiated glands with simple squamous or
cubic epithelium) and undifferentiated, both associated with a significant influx of neutrophils
(P <0.0001) and activated mast cells (P <0.0001) compared to eutopic samples.
Development of lesions was also associated with a change in mast cell heterogeneity
showing a significant increase in the number of chymase-positive cells, as well as their

endogenous levels of expression. There was no difference in the number of tryptase-positive



mast cells between eutopic and ectopic samples. Immunohistochemistry revealed the
expression of ANXA1l protein in inflammatory cells, particularly mast cells, neutrophils,
stromal cells, endothelial cells and gland epithelial cells. In ectopic lesions, endogenous
levels of ANXA1 and its FPR1 receptor are significantly upregulated in the epithelial cells of
undifferentiated glands compared to glands of eutopic endometrium, shown by densitometric
analysis. In conclusion, increased expression levels of chymase in the mast cells and ANXA1
and FPR1 in the epithelium of ectopic endometrium show their participation in the

pathogenesis of endometriosis as important therapeutic targets.

Keywords: endometrioma, inflammation, mast cell heterogeneity, lipocortin 1, FPR1 receptor,

chymase.
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A endometriose € uma doenca inflamatéria crénica, de etiologia multifatorial,
caracterizada pela implantacdo e crescimento de estroma e tecido glandular endometrial
funcional em localizagéo extra-uterina, denominado endométrio ectopico (PODGAEC et al.,
2007; LI et al.,, 2008; OZEL et al., 2012, DING et al., 2013). O endométrio ectopico é
histologicamente semelhante ao endométrio normal (eutépico) de mulheres sem
endometriose e de mulheres afetadas pela doenca. Ambos sdo constituidos por epitélio de
revestimento simples cilindrico, associado a glandulas endometriais tubulares simples, e
uma lamina prépria denominada estroma endometrial. No entanto, tais tecidos eutdpicos e
ectopicos diferem entre si bioquimica e funcionalmente em numerosas vias, incluindo
receptividade a esteroides, potencial proliferativo e invasivo (PODGAEC et al.,, 2007;
MAYBIN; CRITCHLEY; JABBOUR, 2011; ALGOULEA et al.,, 2012; MUNKSGAARD &
BLAAKAER, 2012).

O local mais comum de implantes do endométrio é na cavidade pélvica, mas podem
também ser encontrados nos ovarios e septo reto-vaginal e, ocasionalmente, no pericardio,
pleura, figado, rim, bexiga e cérebro (GIUDICE & KAO, 2004; JIANG & WU, 2012). Na
parede abdominal ou nos ovarios, esses implantes podem sofrer alta proliferacédo originando
um tumor benigno denominado endometrioma (ACCETTA et al., 2011; OZEL et al., 2012).
Ainda, implantes ectdpicos podem se desenvolver no préprio Utero, atingindo o miométrio e
originando uma endometriose interna ou adenomiose (GIUDICE & KAO, 2004; ACCETTA et
al., 2011; JIANG & WU, 2012; MACCAGNANO et al., 2012; OZEL et al., 2012).

Embora existam muitas pesquisas envolvendo a endometriose, a sua causa é
desconhecida e a etiologia multifatorial, incluindo as seguintes teorias (WU et al., 2007;
TENG et al., 2008; PASALEGA et al., 2011; AUGOULEA et al., 2012; BIANCO et al., 2012;
MACCAGNANO et al., 2012):

i. Metaplasia das células mesoteliais pleurais e peritoneais que se tornam células
glandulares endometriais. Essa teoria ndo explica a ocorréncia da endometriose

intrapulmonar ou predominancia da doenca no lado direito.
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il. Refluxo de fragmentos endometriais viaveis por meio das tubas uterinas durante a
menstruagdo, ocasionando sua implantacdo na superficie peritoneal ou em outros 6rgaos
pélvicos. Considerando que a menstruacgéao retrograda ocorra em 76-90% das mulheres e a
prevaléncia da doenca é inferior a esses numeros, provavelmente outros mecanismos
estéo envolvidos na viabilidade dos implantes (item v).

iii. Transplante de fragmentos endometriais por meio de embolia linfatica ou vascular
para locais fora da cavidade peritoneal, tais como pele, pulméo, rins. Trauma ou
manipulacao do Utero séo fatores que predispdem a formacéo de microembolias.

iv. Teoria iatrogénica, na qual a implantacdo de focos de endometriose ocorre por
cirurgias via abdominal, tais como cesariana e histerectomia. O endométrio € diretamente
inoculado na ferida cirdrgica, permanecendo células endometriais viaveis, que proliferam
sob estimulo hormonal.

V. Fatores genéticos, imunoldgicos, hormonais, anatbmicos e ambientais.

A endometriose pode ser considerada um problema de saude publica, pois representa
uma das desordens ginecoldgicas mais comuns, afetando 10 a 20% das mulheres em idade
reprodutiva, e mais de 30% de mulheres com infertilidade. Além disso, a prevaléncia da
endometriose associada a infertilidade feminina é de 62%, em adolescentes com
dismenorreia de dificil tratamento de 50% e em mulheres assintomaticas, de 2 a 22%
(CRAMER & MISSMER, 2002; AUGOULEA et al., 2012).

Alguns sintomas sdo caracteristicos dessa doenca e estdo diretamente relacionados
com a qualidade de vida das pacientes, tais como a dismenorreia, dispaneuria, dor pélvica
nao ciclica e infertilidade (POLINESS et al., 2004; KHOUFACHE et al., 2012). Evidéncias
sugerem que esses sintomas resultam de uma reacdo inflamatoria pélvica crbnica,
ocasionada pelos implantes endometriais ectdpicos que sofrem sangramento ciclico e,
assim, liberam mediadores e promovem recrutamento celular local (LEBOVIC; MUELLER,;
TAYLOR, 2001; KHOUFACHE et al., 2012).

Existe uma relacdo direta entre a severidade da dismenorreia e produgcdo de

prostaglandinas (PGs) nos tecidos ectopicos na endometriose (KOIKE et al., 1992; ANAF et
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al., 2006; BROWN; KIVES, AKHTAR, 2012). As terapias atuais para o tratamento da
endometriose incluem contraceptivos combinados orais, progestinas e drogas nao
esteroides anti-inflamatoérias. A maioria das drogas tem como alvo os niveis de PGs e,
portanto, reduzem as dores associadas a doenca (CROSIGNANI et al., 2006; STREULI et
al., 2012; BROWN; KIVES; AKHTAR, 2012; ROMER, 2012). No entanto, nenhum tratamento
efetivo foi desenvolvido até o momento para curar ou prevenir a recorréncia da

endometriose.

1.1. Mastdcitos e endometriose

Uma das células que atuam como fonte de PGs para o tecido sdo os mastécitos, células
residentes do tecido conjuntivo e caracterizadas pela presenca de inumeros granulos
citoplasmaticos contendo potentes mediadores farmacolégicos. Os mastocitos derivam de
células pluripotentes da medula éssea, que migram para os tecidos e se diferenciam em
células maduras pela influéncia de diversos fatores e citocinas especificas (GALLI;
GRIMBALDESTON; TSAI, 2008; DYDUCH; KACZMARCZYK; OKON, 2012; ZHANG & SHI,
2012).

Os precursores dos mastécitos migram da circulacao para os tecidos periféricos, onde
se relacionam intimamente com vasos sanguineos e linfaticos, nervos periféricos e
superficies epiteliais (GALLI; GRIMBALDESTON; TSAI, 2008). Nesses locais, sob a
influéncia do fator de células fonte (SCF) e outras citocinas localmente produzidas como
interleucina-3 (IL-3), IL-4, IL-9 e IL-10, expressam o fendtipo final, ou seja, mastdcitos de
tecido conjuntivo (CTMC) ou de mucosa (MC), assim denominados em roedores (GALLI;
GRIMBALDESTON; TSAI, 2008; GURISH & AUSTEN, 2012), e mostrados na Figura 1.

Em humanos, a heterogeneidade dos masticitos é baseada em dois subtipos,
classificados pelas serina proteinases estocadas em seus granulos citoplasmaticos:
mastocitos que contém triptase/quimase (MC+c) ou somente triptase (MCr) (PEJLER et al.,

2012).
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Figura 1 — Desenvolvimento e distribuicdo dos mastécitos. Os progenitores de mastécitos (MCP)
circulam livremente no sangue e vao para o tecido onde sofrem diferenciacdo e maturacdo. O
fenotipo final dos mastécitos € dependente de fatores de crescimento presentes no tecido. Por
exemplo, os mastdcitos de mucosa sdo encontrados na mucosa do intestino, enquanto os mastécitos
de tecido conjuntivo residem nas camadas submucosa e muscular. Fator de célula fonte (SCF).

Figura retirada de Galli; Grimbaldeston; Tsai, 2008.

A localizacdo dos mastdcitos ocorre, frequentemente, em areas expostas ao ambiente
externo, como a pele e as mucosas dos sistemas respiratorio, digestério e urogenital, em
orgaos linfoides secundarios, no tecido conjuntivo associado ao sistema nervoso central e,
usualmente essas células sdo localizadas proximas aos vasos sanguineos e nervos
periféricos (STEAD et al., 2006; DE VRIES et al., 2009; DYDUCH; KACZMARCZYK; OKON,
2012; ZHANG & SHI, 2012). Os mastécitos apresentam potentes mediadores bioativos pré-
estocados em seus granulos citoplasmaticos, tais como histamina, heparina, triptase e
guimase, capazes de potencializar a migracéo e a proliferagcdo celular, induzir a expresséo
de moléculas de adeséo nas células endoteliais e, consequentemente, ativar o processo de
angiogénese e proliferacdo celular (YANO et al.,, 1999; OZDEMIR, 2006; DYDUCH;
KACZMARCZYK; OKON, 2012; ZHANG & SHI). Além disso, os mastécitos, uma vez
ativados, sintetizam mediadores, tais como PGs e leucotrienos, que potencializam os efeitos

dos ja liberados, prolongando sua acao no tecido.
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A relagdo entre os mastdcitos e a endometriose tem sido relatada na literatura,
mostrando elevado numero dessas células nas lesdes (IHARA; UCHIIDE; SUGAMATA,
2004; KEMPURAJ et al.,, 2004; MENZIES et al., 2011), e frequentemente localizadas
proximas de fibras nervosas (ANAF et al., 2006). A alta densidade de mastdcitos e a
expressao fortemente positiva para o horménio liberador de corticotropina, urocortina e
outras proteases especificas de mastécitos, nos locais de endometriose, sugerem essas
células como fortes candidatas na inducéo da inflamacao e fibrose na doenga (KEMPURAJ
et al., 2004; DIACONU et al., 2011; OSUGA et al., 2012).

Embora existam dados mostrando a ligacdo dos mastécitos com a patogénese da
endometriose, poucos estudos investigaram os mediadores envolvidos no processo. Sabe-
se que o refluxo retrégrado de fragmentos endometriais na cavidade pélvica pode induzir
resposta inflamatéria e consequente recrutamento dos leucécitos da circulacdo sanguinea
para o ambiente peritoneal (MAYBIN; CRITCHLEY; JABOUR, 2010; KHOUFACHE et al.,
2012). O mecanismo do recrutamento é desencadeado por uma série de mediadores pro-
inflamatérios, produzidos por células, como mastdocitos, macréfagos, células endoteliais
ativadas, assim como leucdcitos transmigrados para o tecido inflamado (NOURSHARGH,;
HORDIJK; SIXT, 2010; KAPONIS et al., 2012; KHOUFACHE et al., 2012). Por outro lado, a
resposta inflamatéria € controlada pela acdo de mediadores anti-inflamatérios, que atuam
para manter a homeostasia da resposta imunoldgica e prevenir a leséo tecidual. Entre esses
mediadores destacamos a anexina A1 (ANXAL), proteina de 37 kDa, que € expressa pelos
mastécitos, e atua como moduladora do processo inflamatério (OLIANI et al., 2000; GIL et

al., 2006; OLIANI & GIL, 2006).

1.2. Anexina Al

A anexina A1 (ANXA1) foi o primeiro membro caracterizado de uma superfamilia de
proteinas que se ligam aos fosfolipidios de uma forma dependente de calcio (RESCHER &
GERKE, 2004). Essa proteina foi inicialmente denominada lipocortina 1 pelo fato de

mimetizar a acdo anti-inflamatéria dos glicocorticoides por meio da inibicdo da sintese de
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eicosanoides e fosfolipase A, (PLA;), afetando dessa forma componentes da reacdo
inflamatoria e liberagdo do &cido araquiddnico (FLOWER, 1988; PERRETTI & GAVINS,
2003).

Estruturalmente, as anexinas compreendem dois dominios: uma pequena regido N-
terminal, variando em comprimento e composicdo, e um dominio central, regido C-terminal,
formado por quatro a oito dobras repetidas de uma sequéncia conservada de 70 a 80
aminoacidos (RESCHER & GERKE, 2004). O dominio N-terminal é especifico para cada
membro dessa familia e interage com os diferentes ligantes dessas proteinas, enquanto a
regido C-terminal é responsavel pela afinidade ao calcio e consequente ligacdo aos
fosfolipidios. Uma representacdo esquematica da estrutura primaria e o arranjo

tridimensional da ANXAL sdo mostrados na figura 2.

Regido C-terminal (dobras I, 11, 111 e 1V)
v 1]
I "
| 11 ]| v
Peptideo Ac2-26 (residuos acetilados 2-26)
CH3CO - AMVSEFLKQAWFIENEEQEYVQTV B B X
A Regido N-terminal

Modificado de Rescher e Gerke, 2004.

Figura 2 — Proteina anti-inflamatéria anexina Al. Representac@o esquemaética da estrutura priméaria
[A] da proteina, com destaque do sitio ativo anti-inflamatério (peptideo Ac2-26), e seu arranjo

tridimensional [B].

A ANXA1 é amplamente distribuida no organismo e pode ser encontrada em diversos
tipos celulares, como endoteliais, epiteliais dos pulmdes, intestinos, estbmago, mama,
retinas e sinoviocitos (SAMPEY; HUTCHINSON; MORAND, 2000; ALLCOCK et al., 2001;
OLIANI et al., 2001; PERRETTI et al., 2001; GIL et al., 2006; PERRETTI & D'ACQUISTO,
2009; ARAUJO el al., 2010) e também em células estromais como fibroblastos (TAGOE et

al., 2008). No entanto, a expressdo da ANXA1l tem sido observada especialmente em
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células relacionadas aos processos de defesa (KAMAL; FLOWER; PERRETTI, 2005) como
neutréfilos (OLIANI et al., 2001; GASTARDELO et al.,, 2009), mastécitos (OLIANI et al.,
2008), eosindfilos (OLIANI; DAMAZO; PERRETTI, 2002), monécitos(GOULDING et al.,
1990; SOLITO et al.,, 2001) e linfécitos (D'ACQUISTO et al., 2007; D'ACQUISTO et al.,
2008). Essa proteina é particularmente abundante em leucécitos polimorfonucleares, nos
guais pode representar cerca de 4% do total de proteinas citosélicas (ERNST et al., 1990).

Pelo fato de exercer multiplas funcdes, destacadas na Figura 3, a ANXAL também pode
ser relacionada a varias condigfes patoldgicas, como cancer e doencas autoimunes
(ROVIEZZO et al., 2002; OLIANI & GIL, 2006; RODRIGUES-LISONI et al., 2006; SILISTINO
et al., 2007). No entanto, sua relacdo com a endometriose tem sido pouco explorada. Um
trabalho detectou aumento nos niveis da ANXAL e do seu RNAmM em endométrios eutépicos
de vinte e cinto pacientes, principalmente nas células glandulares entometriais (LI et al.,
2008). Além disso, o estudo demonstrou a presenca da ANXAL, por meio de Western
blotting, nos fluidos peritoneais de dez pacientes, sugerindo um papel dessa proteina na
patogénese da endometriose.

Vérias investigacdes indicam que as aclGes exercidas pela ANXA1l nos tecidos ou
células, podem ser mediadas pelos receptores para peptideos formilados (FPRs), que
pertencem a familia de receptores acoplados a proteina G (PERRETTI et al., 2001; GAVINS
et al., 2003; ERNST et al., 2004; PERRETTI & DALLI, 2009; DUFTON & PERRETTI, 2010).

Em humanos, apenas trés tipos de FPRs foram descritos e incluem FPR1, FPR2/ALX
(também conhecido como FPRL-1) e FPR3 (antes designado como FPRL-2) (YE et al.,
2009). Ambos FPR2/ALX e FPR3 estéo colocalizados com o FPR1 na regido cromossbmica
19913.3 (BAO et al., 1992; ALVAREZ et al., 1994). Os receptores fprl e fpr2 de roedores
(antes designados Fpr-rsl e Fprs-rs2) correspondem, respectivamente, ao FPR1 e
FPR2/ALX em humanos, com os quais compartilham homologias de 77 e 76 % (GAO et al.,

1998; YE et al., 2009; DUFTON & PERRETTI, 2010).
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Figura 3. AcOes bioldgicas da ANXAL. [A] Inibicdo da fosfolipase A2 (cPLA,) e ciclo-oxigenase-2
(COX-2). [B] Inibicdo da diapedese leucocitaria mediada pelo receptor para peptideos formilados
(FPR). [C] Expressdao aumentada da ANXA1 apds tratamento com glicocorticoide. [D] Estimulagéo
de fagocitose de células apoptdticas por meio da exposicdo da fosfatidilserina. [E] Inibicdo da
proliferacdo celular por meio da fosforilagdo da tirosina quinase relacionada ao receptor do fator de
crescimento epidérmico (EGFR TK). [F] Indug&o da apoptose pela superexpressdo da ANXAL e

translocacao para o nucleo. Figura retirada de Lim e Pervaiz, 2007.

Esses receptores, particularmente o FPR1 e FPR2/ALX, quando se ligam ao seu
agonista sofrem alteragcdes na sua conformacdo permitindo interagfes funcionais com a
proteina G (MIGEOTTE; COMMUNI; PARMENTIER, 2006). Essa interagdo promove varias
cascatas de sinalizagdo que incluem influxo de calcio (Ca2 +), fosfolipase A,, C e D, e
ativacdo de mitdégenos (SELVATICI et al., 2006; DUFTON & PERRETTI, 2010).

A expressao dos receptores FPRs foi demonstrada principalmente em células imunes
inatas, tais como mondcitos, macréfagos, células dendriticas, neutréfilos, hepatécitos e
fibroblastos (DUFTON & PERRETTI, 2010). No endométrio humano apenas um trabalho

relatou a expressdo de FPR2/ALX nas células epiteliais e estromais por imuno-histoquimica
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(MACDONALD et al., 2011). Ainda, os pesquisadores mostraram, por RT-PCR, modulagéo
positiva desse receptor associada a fase menstrual do ciclo endometrial e primeiro trimestre
de gestacao, evidenciando um papel do FPR2/ALX na fisiologia do endométrio.

Com essas consideragdes, os estudos das ac¢des biologicas da ANXAL, particularmente
envolvendo sua interacdo com receptores FPRs, representam um grande avango sobre os
anos de investigacdes terapéuticas desse mediador anti-inflamatério. Ainda, apesar das
evidéncias da participacdo de mediadores enddgenos liberados pelos mastocitos na
endometriose, pouco se sabe sobre seus efeitos locais na mucosa uterina. Portanto, o
delineamento de marcadores inflamatérios, que sdo altamente expressos no endométrio
ectépico, pode levar a um melhor desenvolvimento no diagnostico da doenca com

significativos beneficios econdmicos e na saude.



2. OBJETIVOS
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Em bidpsias de endométrios ectdpicos (endometriose de parede abdominal) e eutdpicos

(controle), foram avaliados os seguintes aspectos:

1)

2)

3)

4)

5)

Grau de diferenciacdo histologica em implantes ectépicos de endométrio em

pacientes portadoras de endometrioma de parede abdominal.

Quantificacao de células inflamatdrias, sobretudo neutréfilos e mastacitos.

Heterogeneidade dos mastdcitos por meio da expressdo das proteases triptase e

guimase, por meio do método de imuno-histoquimica.

Expressao e localizacao da proteina anexina Al e do seu receptor FPR1, por meio

de imuno-histoquimica.

Modulacdo da expressdo das proteases triptase, quimase, anexina Al e FPR1, por

meio de analises densitométricas.



3. MATERIAIS E METODOS
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As investigacbes foram desenvolvidas no Laboratério de Imunomorfologia do
Departamento de Biologia do Instituto de Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas — IBILCE-
UNESP, Séo José do Rio Preto, SP, em colaboracdo com os Professores Doutores Antonio
Hélio Oliani e Denise Cristina Mos Vaz, do Departamento de Ginecologia e Obstetricia da
Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto — FAMERP. O projeto foi submetido e

aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FAMERP (Prot. n°® 101/2011).

3.1. Casuistica

Os estudos foram conduzidos em pacientes em idade reprodutiva (20 a 45 anos), que
preencheram os seguintes critérios de incluséo: ciclos menstruais regulares e sem histéria
de uso de qualquer tipo de terapia hormonal nos ultimos trés meses antes da coleta;
auséncia de doencas auto-imunes, confirmada por anamnese, exame fisico e exames
laboratoriais quando necesséario. As pacientes selecionadas foram divididas em dois
grupos: afetado pela endometriose (n = 18) e controle sem quadro clinico ou laparoscépico

sugestivo de endometriose (n = 10).

3.2. Amostras

Nas investigacdes foram utilizadas 18 bidpsias de endometriose de parede abdominal
(endometrioma), com diagndsticos confirmados pela analise anatomopatoldgica, coletadas
entre julho de 2003 e janeiro de 2012, incluidas em parafina e cedidas pelo Departamento
de Patologia da FAMERP, sob a responsabilidade da Prof?. Dr?. Solange Correa Garcia
Pires D’Avila.

As pacientes referiam, nos respectivos 18 prontuarios médicos analisados, pelo menos
um dos seguintes sintomas: dismenorreia (n = 6 - 33%), dispareunia (n = 6 - 33%), dor
pélvica crbnica (n = 7 - 39%), dor na fossa iliaca esquerda ou direita com piora no periodo
menstrual (n = 8 - 44%), disuria (n = 2 - 11%), alteragfes intestinais (n = 2 - 11%). Do total,
15 pacientes (83%) passaram por pelo menos uma cesariana. No exame fisico, nove

pacientes (50%) apresentaram nodulagéo palpavel na regido abdominal.
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Para o grupo controle, foram coletadas 10 amostras de endométrio eutopico de
pacientes atendidas no Servico de Reproducdo Humana do Departamento de Ginecologia e
Obstetricia da FAMERP, com indicacédo de video-histeroscopia, mas sem quadro clinico,
exame fisico ou imagem ultrassonografica sugestivos de endometriose. As amostras foram
coletadas na fase proliferativa do ciclo menstrual, entre o 8° e 12° dia, e processadas como
descrito no item 3.3., no periodo de junho de 2011 a julho de 2012. O procedimento cirirgico
foi realizado apds assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

O delineamento experimental foi realizado de acordo com o esquema abaixo.

3.3. Fixacdo, processamento e inclusdo para microscopia de luz

As amostras foram fixadas em formol tamponado 10% por 24 horas, lavadas em agua
corrente, desidratadas em etanol, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. Cortes de
4um foram desparafinizados e corados com Hematoxilina-Eosina para avaliacdo

histopatoldgica e Azul de Toluidina para a quantificagdo das células inflamatorias.
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3.4. Quantificacdo das células inflamatorias

Nas biopsias, quantificamos 0s mastocitos com base em suas -caracteristicas
morfoldgicas, intactos e desgranulados, e os neutréfilos, apds coloracdo por Azul de
Toluidina a 0,5 %.

A quantificacdo das células inflamatérias, nos fragmentos endometriais, foi realizada
pela observacao de 27 campos por seccao histolégica por paciente, utilizando-se objetiva de
40X no microscépio AXIOSCOP 2 (Zeiss, Germany) do Laboratério de Imunomorfologia,
IBILCE-UNESP, Sé&o José do Rio Preto, SP. As areas de cada tecido foram obtidas com o

auxilio do software analisador de imagem Axiovision (ZEISS). Os dados foram expressos

como média + erro padréo (S.E.M.) do nimero de células por mmz2,

3.5. Imuno-histoquimica

3.5.1. Andlise da heterogeneidade dos mastécitos

Cortes de 4um obtidos das amostras foram desparafinizados, re-hidratados e a
recuperacao antigénica foi realizada em tampéo citrato pH 6,0 a 96°C, durante 20 min. As
seccbes foram lavadas em agua destilada e a inativacdo de peroxidases enddgenas
realizada em solucdo de peroxido de hidrogénio a 3%, durante 30 minutos. Apds, as
seccOes foram lavadas em tampao fosfato-salina (PBS) e incubados com os anticorpos
mouse monoclonal anti-chymase (1:100; Abcam, Cambridge, UK) e goat polyclonal anti-
tryptase (1:200; Novocastra, UK) diluidos em soroalbumina bovina a 2% (BSA), por 16-18
horas, a 4°C, em camara umida. Em seguida os cortes foram lavados em PBS, incubados
com o anticorpo secundario e complexo avidina-estreptoavidina, por 30 min cada, em
camara umida (KIT LSAB — Dako) e, revelados pela 3,3’-diaminobenzidina (DAB) de acordo
com instru¢bes do fabricante. Os fragmentos foram contracoradas com Hematoxilina de
Harris. O controle negativo da reagéo foi obtido omitindo-se o anticorpo primario.

A guantificagdo dos mastocitos triptase e quimase-positivos foi realizada em seccdes

seriadas para cada bidpsia e de acordo com o descrito no item 3.4.
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A modulacdo da expressdo das proteases triptase e quimase nos mastdcitos foi
realizada por densitometria por meio da andlise de 20 células por paciente (n=10
pacientes/grupo) e utilizacado do programa analisador de imagem Axionvision do microscopio
AXIOSKOP 2 (Zeiss) do Laboratério de Imunomorfologia. Os valores foram demonstrados

como média + S.E.M. de unidades arbritrarias (0 a 255).

3.5.2. Andlise da expresséao da proteina anexina Al e do receptor FPR1

Cortes de 4um das bidpsias foram utilizados e preparados de acordo com o item 3.5.1.
Para deteccdo da proteina ANXALl e do receptor FPR1 foram utilizados os anticorpos
polyclonal rabbit anti-ANXA1 (1:2000; Zymed Laboratories, Cambridge, UK), anticorpo
polyclonal rabbit anti-FPR1 (1:2000; Abcam Cambridge, UK), diluidos em BSA a 1%, por
16-18 horas, a 4°C.

A andlise da expressdo da proteina ANXALl e do receptor FPR1 foi realizada por
densitometria em glandulas indiferenciadas e bem diferenciadas (n = 5 para cada padréao
glandular por paciente) nos endométrios ectdpicos (n = 18) e glandulas endometriais (n = 5)
nos eutdpicos (n= 10). Para cada glandula foram marcados dez pontos aleatérios nas
células epiteliais utilizando programa analisador de imagem Axiovision do microscopio
AXIOSKOP 2 (Zeiss), Laboratério de Imunomorfologia. Os valores foram expressos como

média + S.E.M. de unidade arbitrarias (0 a 255).

3.6. Andlises estatisticas

As diferengas estatisticas no nidmero de células e na densidade oOptica (unidades
arbitrarias) foram determinadas pela andlise de varidncia (ANOVA), seguida quando
significativas pelo teste de Bonferroni, e teste t student. Os valores de P menores que 0,05

foram considerados estatisticamente significantes.



4. RESULTADOS
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4.1. Avaliagéo histopatoldgica

Inicialmente, estudamos fragmentos de endométrios eutdpicos de dez pacientes sem
endometriose (grupo controle), apés coloragdo com Hematoxilina-Eosina. Esses fragmentos
sdo constituidos por estroma (tecido conjuntivo frouxo) e glandulas endometriais tubulosas
retas revestidas por epitélio simples cilindrico (Figuras 4A e B). O padrdo glandular nesse
tecido confirmou a fase do ciclo menstrual que os fragmentos foram coletados, fase
proliferativa. Em algumas biopsias notamos a presenca de miométrio, constituido por tecido
muscular liso (Figura 4A).

Para o grupo com a doenca, analisamos dezoito bidpsias de pacientes com
endometrioma de parede abdominal, caracterizadas pelo exame anatomopatol6gico como
lesBes de cor parda-acastanhada (11 - 61%), creme-amarelada (6 - 34%) ou avermelhada (1
- 5%). A maioria apresentou consisténcia firme-elastica (13 - 72 %) e com regides
esbranquicadas (9 — 50%). O tamanho das les6es variou entre 16,0 X 8,0 X 45cme 1,5 X
1,1 X 1,2 cm de largura X altura X profundidade.

As analises histopatolégicas dos tecidos ectopicos demonstraram dois padrdoes de
endometriose glandular de acordo com a classificacdo morfolégica proposta por Abrao et al.
(2003): i) glandular misto (n = 11), ou seja presenca de epitélios glandulares com padréo
diferenciado (epitélio simples cilindrico) e indiferenciado (epitélio simples pavimentoso ou
cubico) no mesmo fragmento (Figuras 4C e D) e; ii) glandular indiferenciado (n = 7) com
presenca de espacos glandulares formados por epitélio simples cubico ou pavimentoso.
Essas les6es foram associadas com influxo de células inflamatorias observadas no estroma
e na luz das glandulas indiferenciadas (Figura 4C e D) em comparagdo com endomeétrios
eutdpicos (Figuras 4A e B), evidenciando um processo inflamatério associado a essa

patologia.
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Figura 4. Andlise histopatologica de endométrios eutopico e ectdpico. [A] Glandulas
endometriais (Ge) em endométrio eutépico (En) na fase proliferativa. [B] Detalhe da area
retangular da figura anterior mostrando glandula endometrial (Ge), constituida por epitélio
simples colunar, e estroma endometrial (Es) formado por tecido conjuntivo frouxo. Miométrio
(M). [C] Endométrio ectdpico (En) com padrdo glandular indiferenciado (Gi). [D] Maior
aumento da area retangular da figura anterior evidenciando infiltrado inflamatério (In) no
estroma e na luz da glandula indiferenciada (Gi) mostrando epitélio simples cubico e

pavimentoso (ep). Coloracdo: Hematoxilina & Eosina. Barras: 100 um (A, C) e 20 um (B, D).
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4.2. Quantificacao das células inflamatérias

A quantificacdo das células inflamatorias foi realizada em secc¢des dos endométrios
corados pelo Azul de Toluidina. Nos endométrios ectdpicos observamos influxo de células
inflamatorias (Figura 5B), sobretudo linfécitos, neutréfilos e mastécitos, em relacdo aos
eutopicos (Figura 5A).

Nas lesdes ectopicas, o0s neutrofilos foram observados na luz das glandulas,
particularmente nas de padrdo indiferenciado, e transmigrados para o estroma (Figuras 5B-
D). A andlise quantitativa dessas células confirmou as observacdes histolégicas
demonstrando uma alta incidéncia desse tipo celular nos endométrios ectépicos
comparados aos eutopicos (Figura 5E).

A analise dos mastdcitos nos endométrios de pacientes controles mostrou a presenca de
células intactas, contendo granulos citoplasmaticos metacromaticos apos coloragdo com
Azul de Toluidina, localizadas no estroma (Figura 6A) e proximas aos vasos sanguineos.
Nos endomeétrios ectdpicos, notamos uma grande concentracdo de mastocitos no estroma,
muitas vezes em processo de desgranulacdo (Figura 6B). A quantificacdo dessas células
confirmou as observacdes histoldgicas, mostrando aumento significante no namero total de
mastécitos nos endométrios ectdpicos comparados aos eutépicos (Figura 6C). Ainda, o
estudo morfolégico dos mastécitos mostrou aumento significante no nimero de células

integras e desgranuladas em relacdo ao grupo controle (Figura 6D).
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Figura 5. Presenca de células inflamatorias nos endométrios eutépico e
ectopico. [A] Endométrio eutdpico. Estroma (es). Glandula endometrial (Ge). [B]
Endomeétrio ectopico com glandula de padréo indiferenciado (Gi) e infiltrado inflamatério
(in). [C] Células inflamatdrias transmigradas no estroma de endométrio ectdpico (setas
brancas). [D] Mastdcitos (setas) na periferia dos vasos (V) e leucécitos em processo de
transmigragéo para o tecido (setas brancas). [E] Coloragdo: Azul de Toluidina. Barras:
50um (A e B), 20um (C e D). [F] Analise quantitativa de neutréfilos nos fragmentos
endometriais. Os dados representam as médias + S.E.M. do nimero de células por mm?
observadas em 27 campos analisados dos endométrios por paciente (eutépico, n = 10;

ectdpico, n = 18). **P< 0,001 vs Eutdpico.
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Figura 6. Mastocitos na mucosa uterina. [A] Célula intacta (seta) observada no
estroma (Es) de endométrio eutdpico e ao lado glandula uterina (asterisco). [B] Mastdcitos
desgranulados (setas) no endométrio ectopico. Vaso sanguineo (V). Coloracdo: Azul de
Toluidina. Barras: 20um. [C, D] Analise quantitativa dos mastécitos nos fragmentos
endometriais eutdpicos (controle) e ectopicos. Os dados representam as meédias + S.E.M. do
ntmero total [C] e nimero de células intactas e desgranuladas [D] por mm? observadas em
27 campos analisados dos endométrios por paciente (eutdpico, n = 10; ectépico, n = 18).

***P< (0,001 vs MC eutopico.



RESULTADOQOS - 38

4.3. Andlise da heterogeneidade dos mastdcitos

A heterogeneidade dos mastocitos foi avaliada por meio da expressao das proteases
triptase e quimase. Nos endométrios foram observadas células triptase e quimase-positivas
localizadas no estroma e préximas as glandulas endometriais (Figuras 7A-D). As analises
imuno-histoquimicas de secc¢bes seriadas dos endométrios eutdpicos evidenciaram alta
populacdo de células triptase-positivas em relagdo as quimase-positivas (Figuras 6A e B),
enquanto nos ectopicos esse predominio nao foi evidente (Figuras 7C e D). A quantificacao
dos mastécitos triptase-positivos nos fragmentos eutOpicos e ectdpicos ndo mostrou
diferencas significantes nessa populacdo de células (Figura 7E). No entanto, observamos
aumento significante de mastocitos quimase-positivos nos endométrios ectépicos
comparados aos eutopicos (Figura 7E).

A andlise densitométrica da expressdo das proteases dos mastécitos ndo revelou
diferencas nos niveis de triptase nos granulos citoplasmaticos dessas células nos
endométrios eutdpicos e ectdpicos (Figura 7F). No entanto, a expressdao da quimase foi
significantemente maior nos mastocitos de fragmentos ectépicos comparada aos mastacitos

de eutdpicos (Figura 7F).
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Figura 7. Analise da heterogeneidade dos mastocitos. Seccdes seriadas de endométrios
eutdpico [A, B] e ectdpico [C, D] mostrando mastécitos triptase e quimase-positivos has mesmas
regibes (setas), préximos as glandulas endometriais (Ge) e indiferenciadas (Gi). Detalhe dos
mastocitos nos cantos superiores direitos das figuras. Inclusdo em parafina. Contra-coloracao:
Hematoxilina. Barras: 50um (A-D); 10um (detalhes). [E] Andlise quantitativa dos mastéticos
triptase e quimase-positivos nos endométrios eutdpico e ectdpico. Os dados representam as
médias + S.E.M do nimero de células por mm?2 observados em 27 campos analisados nos
endométrios por paciente (n=10/grupo). **P<0,001 vs MC-triptase (eutépico); ***P< 0,001 vs
MC-quimase (Eutopico). [F] Analise densitométrica da expressédo de triptase e quimase nos
granulos citoplasmaticos dos mastécitos. Os dados (unidades arbitrarias) representam as médias
+ S.E.M. de 20 células analisadas por paciente (n = 10/ grupo) dos grupos eutopico e ectopico.

***P< (0,001 vs quimase (Eutopico).
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4.4, Expressdo da ANXAL nos endométrios eutdpicos e ectdpicos

A imunomarcagdo da proteina ANXALl foi analisada nos endométrios eutopicos e
ectopicos, e foi positiva nos epitélios glandulares, endotélio dos vasos, células estromais e
neutréfilos (Figura 8). Uma intensa imunorreatividade para essa proteina foi observada em
células epiteliais ciliadas de revestimento da mucosa uterina em endométrios eutopicos e
ectopicos (Figura 8C). Os mastocitos da mucosa uterina também demonstraram
imunorreatividade positiva para ANXA1 (Figura 9A e B) e, a confirmacdo desse tipo celular
foi evidenciada por estudos de secc¢des seriadas das bidpsias coradas por Azul de Toluidina
(Figura 9C e D).

Considerando a alteracdo no padrdo glandular da endometriose, investigamos a
modulacdo da expressdo da ANXA1 nos epitélios glandulares de endométrios eutdpicos e
ectépicos. As células epiteliais de glandulas endometriais (eutépico) e diferenciadas
(ectopico) apresentaram padrao semelhante na expressdo de ANXAL (Figura 10A e B). Nas
glandulas indiferenciadas (ectopico) observamos intensa imunorreatividade para ANXA1
(Figura 10C) em comparacéo as glandulas endometriais e diferenciadas (Figura 10A e B).
Nenhuma imunomarcacdo foi detectada nos cortes utilizados para controle da reacéo
(Figura 10D). A analise densitométrica da expressdo de ANXALl nas células epiteliais
glandulares confirmou as observacfes morfolégicas, demonstrando aumento significante
nos niveis enddgenos da ANXALl nas glandulas indiferenciadas comparadas as

diferenciadas dos endométrios ectépicos e glandulas controles dos eutdpicos (Figura 10E).



RESULTADOS - 41

Figura 8. Expressao da proteina ANXALl nos endométrios eutépico e ectépico.
Endométrio eutdpico [A] e ectdpico [B-D] demonstrando imunorreatividade positiva para
ANXALl nas células epiteliais glandulares (Ep), endotélio (cabecas de seta), células
estromais (setas brancas) e neutréfilos presentes no infiltrado inflamatério (setas pretas).
Intensa imunorreatividade para ANXA1 nas células epiteliais ciliadas de revestimento da
mucosa uterina (seta curva; C) em relagdo as células n&o ciliadas. Contra-coloragéo:

Hematoxilina. Barras: 20um.
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Figura 9. Expressdo da ANXAl em mastécitos no endométrio ectopico. [A, C]
Seccdes seriadas de endométrio ectépico. [B, D] Detalhes das areas retangulares das
figuras A e C, demonstrando a reatividade positiva dos mastécitos para ANXAL (setas; B) e
a metacromasia nos granulos citoplasmaticos dessas células (setas; D) apds coloracédo por

azul de toluidina. Contra-coloracdo: Hematoxilina (A, B). Coloracdo: Azul de toluidina (C, D).

Barras: 50um (A, C), 20um (B, D).
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Figura 10. Expressdo da proteina ANXA1l nas células epiteliais glandulares
endometriais. Glandula endometrial (Ge) em fragmento eutopico [A] demonstrando
expressao de ANXA1l semelhante a glandula diferenciada (Gd) em ectépico [B]. [C]
Glandula indiferenciada (Gi) no endométrio ectdpico mostrando intensa imunorreatividade
de ANXAL. [D] Controle da reacdo. Contra-coloracdo: Hematoxilina. Barras: 20um. [E]
Andlise densitométrica da expressdo de ANXAL no epitélio glandular. Os dados (unidades
arbitrarias) representam as médias + S.E.M. dos epitélios glandulares observados em
endométrios eutdpicos (n=10) e ectopicos (n=18). ***P< 0,001 vs eutdpico e diferenciado

(ectdpico).



RESULTADOQS - 44

4.5, Expressdo de FPR1 nos endométrios eutopicos e ectopicos

Os endométrios eutdpicos e ectdpicos apresentaram imunorreatividade positiva para o
FPR1 com padrao semelhante ao observado para a proteina ANXALl. O receptor foi
detectado nas células entoteliais, estromais, inflamatorias, sobretudo neutréfilos, e nas
epiteliais glandulares.

Para investigarmos a correlacdo da expressdo de FPR1 e ANXA1l, analisamos a
imunorreatividade do receptor nos diferentes padrbes morfoldgicos glandulares dos
endométrios eutdpicos e ectopicos. As células epiteliais das glandulas endometriais controle
(eutdpico) e diferenciadas (ectépico) apresentaram expressao semelhante de FPR1 (Figura
11A e B), enquanto intensa imunorreatividade foi detectada nas glandulas indiferenciadas
(ectdpico) (Figura 11C). Nenhuma imunomarcacao foi detectada nos cortes utilizados para
controle da reacéo (Figura 11D).

A analise densitométrica da expressdo do FPR1 nas células epiteliais glandulares
confirmou as observacdes morfoldégicas, demonstrando aumento significante nos niveis
enddgenos de FPR1 nas glandulas indiferenciadas comparadas as diferenciadas dos

endométrios ectopicos e glandulas endometriais dos eutdpicos (Figura 11E).
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Figura 11. Expresséo do receptor FPR1 da proteina ANXAL nas células epiteliais
glandulares endometriais. Glandula endometrial (Ge) no endométrio eutdpico [A]
demonstrando expressdo de FPR1 semelhante a glandula diferenciada (Gd) no implante
ectdpido [B]. [C] Intensa imunorreatividade de FPR1 em glandula indiferenciada (Gi) do
endométrio ectdpico. [D] Controle da reagédo. Contra-coloragdo: Hematoxilina. Barras: 20pum
(A-C), 50 um. [E] Analise densitométrica da expressdo de FPR1 no epitélio glandular. Os
dados (unidades arbitrarias) representam as médias = S.E.M. dos epitélios glandulares
observados em endomeétrios eutdpicos (n=10) e ectopicos (n=18). ***P< 0,001 vs eutdpico e

diferenciado (ectopico).



5. DISCUSSAQO




DISCUSSAOQO - 47

A endometriose representa uma doenca continua e progressiva de etiologia,
fisiopatologia e histéria natural mal conhecidas. As teorias sobre a implantagdo e metaplasia
explicam o mecanismo de iniciacdo das lesdes endometriéticas, mas ndo explicam as
diferentes manifestagées clinicas da doenca (WU et al., 2007). Além disso, varios sistemas
de classificacdo tém sido propostos através dos anos para estabelecer uma
correspondéncia eficaz entre a classificacao histolégica da endometriose e o prognostico da
doenca (HOEGER & GUZICK, 1997; HOEGER & GUZICK, 1999; SCURRY; WHITEHEAD;
HEALEY, 2001)

No nosso estudo avaliamos 18 biépsias de pacientes diagnosticadas com endometriose
de parede abdominal (endometrioma), por meio de andlises histologicas. As lesbes
apresentaram padrao morfolégico glandular caracterizado em dois tipos: indiferenciado (n =
7) e misto (n = 11), cuja classificacao histolégica utilizada foi proposta por Abrao et al.
(2003), avaliando casos de endometriose pélvica. O critério utilizado para o diagndstico de
endometriose foi a identificacdo de estroma endometrioide ou elementos epiteliais do tecido,
com ou sem estroma, e associacdo com sinais de hemorragia e fibrose. As lesbes foram
classificadas morfologicamente com base na variacdo do aspecto das estruturas
endometriais ectopicas, conforme citacdo anterior em padrdo glandular bem diferenciado,
misto, indiferenciado e padrdo estromal puro. As andalises demonstraram que a fase inicial
da endometriose (estadios | e Il de acordo com a classificacdo proposta pela Sociedade
Americana de Medicina Reprodutiva — ASRM, 1996) esta associada com os padrbes
histolégicos estromal e glandular bem diferenciado, enquanto a fase mais avancada da
doenca (estadios Il e IV) com os padrdes glandulares misto ou indiferenciado.

As diferenciagdes histologicas em 271 bidpsias de 176 pacientes com endometriose
superficial, profunda ou endometrioma ovariano foram avaliadas por Kamergorodsky et al.
(2009) de acordo com a classificagdo proposta por Abrao et al. (2003). Os dados mostram
predominio do padrdo glandular indiferenciado e misto nas biépsias de endometriose
profunda (33,5% e 46,9%, respectivamente) e endometrioma (40,5% e 37,8%), enquanto o

padrédo glandular diferenciado (41,8%) foi mais frequente nas lesGes por endometriose
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superficial, correlacionando os casos de maior indiferenciagdo com maior gravidade da
doenca. Os nossos dados de classificacdo morfolégica estdo de acordo com esse estudo,
gue mostra a possivel falha na resposta supressora dos componentes do fluido peritoneal
permitindo que esses focos endometriéticos se infiltrem mais profundamente nos tecidos.

Os laudos e prontuarios obtidos sobre o histérico clinico das pacientes investigadas com
endometrioma de parede abdominal mostraram associacdo da doenca a mulheres que
tiveram filhos por meio de cirurgia cesariana (83%) e, a maioria, apresentava historico de
dor pélvica crénica ou na fossa iliaca (direita ou esquerda), com piora no periodo menstrual,
dismenorreia, dispareunia e alteracdes intestinais. Esses dados estdo de acordo com o0s
descritos na literatura (ABRAO et al., 2003). Estudo desenvolvido no Hospital Estadual
Azevedo Lima, Niter6éi (RJ), relatou estreita relacdo da localizacdo do endometrioma de
parede abdominal proxima a cicatriz cesariana de 13 das 14 pacientes que sofreram esse
tipo de parto (ACCETTA et al, 2011; OZEL et al, 2012). Ainda, uma pesquisa
epidemioldgica (BELLELIS et al., 2010; OZEL et al., 2012), envolvendo 892 pacientes com
endometriose pélvica, realizada no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Séo Paulo (USP) - SP, descreveu como principais sintomas das pacientes:
dor pélvica cronica (56,8%), dispareunia (54,7%), alteracdes intestinais (48,3%), infertilidade
(39,8%), dismenorreia (28,4%) e alteracdes urinarias (11,7%).

A inflamacdo € o principal fator contribuinte para o desenvolvimento dos principais
sintomas da endometriose, tais como dismenorreia, dispaneuria, dor pélvica e infertilidade,
gue afetam diretamente a qualidade de vida das pacientes (POLINESS et al., 2004). A
dismenorreia e dispaneuria tém relagcéo direta com a liberacdo de prostaglandinas, que sdo
mediadores pré-inflamatérios quimiotaticos e que aumentam a permeabilidade vascular,
agravando o processo de inflamacédo (KOIKE et al., 1992). Os mastécitos sdo os principais
produtores de prostaglandinas no endométrio, pois sdo células residentes no tecido
conjuntivo e relacionadas as primeiras fases de resposta imunoldgica local (GALLI,

GRIMBALDESTON; TSAI, 2008).
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As analises quantitativas de células inflamatérias revelaram aumento significante do
namero de mastocitos intactos e desgranulados nos endométrios ectépicos em comparagao
aos eutdpicos (controles). Essas células foram localizadas préximas as glandulas e vasos
sanguineos no estroma ectopico, em geral desgranuladas. Mastdcitos desgranulados
também foram relatados em tecidos de endometriose em outros estudos, corroborando
nossas investigacbes (IHARA; UCHIIDE; SUGAMATA, 2004; KEMPURAJ et al., 2004;
MENZIES et al., 2010). Ainda, em modelo experimental de endometriose, ratas tratadas com
0 antagonista do receptor de leucotrienos apresentam inibicdo significante da infiltracédo e
ativacdo dos mastocitos nas lesdes endometriais (IHARA; UCHIIDE; SUGAMATA, 2004).
Lesbes endometridticas de infiltracdo profunda e geralmente associadas a dor pélvica
também apresentam um numero elevado de mastécitos ativados juntos aos nervos
periféricos, em relacdo as observadas na endometriose peritoneal e ovariana (ANAF et al.,
2006). Esses dados sugerem um papel dos mastécitos na formacdo da fibrose e no
processo de adesdo da endometriose, assim como na producéo de dor.

Os neutrofilos também foram observados em numeros elevados nos endomeétrios
ectopicos, resultado do recrutamento dessas células da circulacdo sanguinea para as
lesdes. A importancia dos mastocitos na migracao de neutréfilos em modelo de peritonite foi
demonstrada por Ajuebor et al., 1999. Usando um método de deplecdo seletiva dessas
células pelo composto 48/80, os pesquisadores demonstraram diminuicdo do influxo de
neutrofilos para a cavidade peritoneal, apds 4horas da inducdo de peritonite, comparado aos
animais com mastocitos ndo depletados. De fato, os mastécitos produzem potentes
mediadores biologicamente ativos, tais como histamina, TNF-a, IL-10 e as serina proteases
triptase e quimase, que induzem mudancas rapidas e intensas nas propriedades de adeséo
entre os leucdcitos e o endotélio (Kalesnikoff e Galli, 2008; Pejler, Rénnberg et al., 2010) e,
possivelmente, contribuem para o recrutamento dessas células na endometriose. Ainda,
estudos in vitro usando co-cultura de mastécitos e células endometriais humanas
demonstraram que as primeiras sd8o importantes para estimular a producédo de

metaloproteinases (MMP), particularmente MMP-1 e MMP-3, por meio dos mediadores IL-1,
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TNF-a e triptase (ZHANG et al.,, 1998). Esse papel seria importante para induzir uma
cascata de ativacdo de MMPs na matriz extracelular do endométrio, resultando na
menstruacao.

Nesse aspecto, avaliamos a expressao das proteases triptase e quimase nos mastécitos
dos endométrios eutdpicos e ectdpicos para verificar a heterogeneidade desse tipo celular.
As analises quantitativas dessas células demonstraram nos endométrios eutépicos um
predominio da subpopulacdo de mastdcitos triptase-positivos (MCt) em relacdo aos
guimase-positivos. Esses dados estdo de acordo com os estudos que detectaram um
predominio da subpopulacdo de MC+ na camada funcional do endométrio, em 107 bidpsias
de endométrios eutdpicos de mulheres sem endometriose ou leiomioma e sem tratamento
hormonal por 1 ano (JEZIORSKA; SALAMONSEN; WOOLLEY, 1995).

Por outro lado, nos endométrios ectdépicos mostramos aumento significante de células
guimase-positivas em relacdo aos eutopicos, evidenciando uma mudanca no padrdo dos
subtipos de mastdcitos associada a lesdo. Ainda, as analises densitométricas revelaram
aumento nos niveis endogenos da quimase, mas nao da triptase, nos granulos
citoplasmaticos dos mastécitos dos endomeétrios ectdpicos comparados aos subtipos
celulares dos eutopicos. Dados semelhantes foram relatados em estudos envolvendo 69
biépsias de cinco tipos de endometriose (peritoneal, ovariana, ligamentos Utero-sacros,
septo-Utero-vaginal e intestinal), mostrando aumento significante na subpopulacdo de
mastécitos quimase-positivos (ANAF et al.,, 2006). Esse mesmo trabalho demonstrou
aumento significante do nimero de mastocitos triptase-positivos nas lesfes, com excegéo
das endometrioses peritoneal e de ligamentos Utero-sacros, em relagdo aos tecidos de
regides ndo afetadas pela endometriose (controles). Esses dados demonstram que a
alteracdo na heterogeneidade dos mastécitos é dependente do tipo e localizacdo da
endometriose. Ainda, considerando a quimase como a primeira protease expressa nos
mastocitos durante seu amadurecimento (MA et al., 2008; PEJLER et al., 2010), a detecgéo
de um numero aumentado de células quimase-positivas sugere um predominio de células

imaturas nos diferentes tipos de endometriose. Ressaltamos também, que o0s niveis
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aumentados da quimase, na endometriose de parede abdominal, possivelmente contribuem
na patogénese da doenca por meio de suas fungbes pro-inflamatoérias, tais como:
degradacdo da matriz extracelular por acao direta (quebra do colageno, fibronectina) ou
indireta (ativacdo de MMPs), aumento da permeabilidade vascular pela degradacdo de
juncBes celulares, ativagcdo de citocinas pro-inflamatérias (IL-1, IL-18) e neovascularizacao
(ativacdo da cascata de angiotensina Il) (PEJLER et al., 2010; LUNDEQUIST & PEJLER,
2011; TAKAI JIN; MIYAZAK, 2012).

Além das proteases triptase e quimase, 0s mastocitos também expressam outros
potentes mediadores biologicamente ativos, tais como a proteina anti-inflamatéria ANXA1.
No entanto, sua relagdo com a endometriose tem sido pouco explorada na literatura. Nesse
aspecto, nossos estudos inicialmente confirmaram a expressao da ANXA1 nos mastdcitos,
neutrofilos e células endoteliais nos endométrios eutdpicos e ectopicos, como descrito na
literatura (OLIANI et al., 2000; GIL et al., 2006; SENA et al., 2006). Os neutréfilos humanos
possuem altos niveis de ANXAL (aproximadamente 1-2% do total de proteinas citosdlicas) e
podem externalizar grande quantidade de proteina (>50%) em adesdo a monocamada de
células endoteliais (OLIANI & GIL, 2006). A ANXA1L, exposta sobre a membrana plasméatica
do neutréfilo aderente, exerce uma acao inibitéria, reduzindo a extensao da transmigracéo
através das células endoteliais (OLIANI & GIL, 2006). Outros estudos mostram que ANXAL
estd envolvida na apoptose de neutréfilos sendo uma via importante para limitacdo da
resposta inflamatéria (D'ACQUISTO et al., 2008). Em mastdcitos, 0s niveis endégenos de
ANXAL1 aumentam em resposta ao tratamento por glicocorticoide (OLIANI et al., 2000; GIL
et al., 2006; SENA et al., 2006), inflamacgéo crénica (OLIANI et al., 2008) e tumorigénese
(SILISTINO-SOUZA et al.,, 2007). Portanto, os neutréfilos e mastocitos representam
importantes fontes de ANXA1l para o tecido e, consequentemente, contribuem para a
regulacéo da resposta inflamatoéria desencadeada pela endometriose.

A proteina ANXAL também foi detectada nas células estromais e epitélios glandulares,
particularmente apresentando intensa imunorreatividade nas células epiteliais ciliadas de

revestimento da mucosa uterina em endométrios eutdpicos e ectopicos. Esses dados
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corroboram estudos protedmicos, de Western blotting e imuno-histoquimicos que
demonstraram a ANXA1 como componente dos axonemas ciliares de células epiteliais
ciliadas da mucosas nasal (RODRIGO TAPIA et al., 2004) e de bronquio humanas
(OSTROWSKI et al., 2002), de brénquio bovina (VISHWANATHA et al., 1995) e de traquéia
em coelhos (MAYRAN et al., 1996). No sistema genital feminino, a alta expresséo dessa
proteina foi demonstrada na placenta, ovarios e Utero gravidico de coelhos comparados aos
orgaos na fase nao gestacional (TSAO; CHEN; TS'AO, 1995). Em humanos, estudos de RT-
PCR e Western blottin envolvendo a mucosa uterina mostraram que os niveis endégenos do
RNAm e proteina ANXAL nao séo influenciados pelo ciclo menstrual (LI et al., 2008). No
entanto, em endométrios eutépicos de pacientes com endometriose, 0os niveis de ANXA1L
séo elevados, quando comparados a pacientes sem a doenca (LI et al., 2008).

De fato, em nossas analises imuno-histoquimicas e de densitometria da expressao de
ANXA1l em endomeétrios ectopicos detectamos significante aumento de seus niveis
enddgenos nos epitélios glandulares indiferenciados em relacdo as glandulas endometriais
(controle - eutdpico) e diferenciadas de endométrios ectdpicos. Essa diferenca também foi
relatada em endométrios eutdpicos de pacientes com endometriose nos estagios de Il a IV,
de acordo com a ASRM, que apresentaram alta imunorreatividade para ANXA1 nas células
epiteliais glandulares em relacdo aos endométrios eutdpicos de pacientes sem
endometriose (LI et al., 2008).

A maioria dos estudos envolvendo a ANXAL e as células epiteliais demonstram seu
papel na proliferagéo celular relacionado a tumorigénese. Em tumores de cabega e pescogo
(SILISTINO-SOUZA et al., 2007), es6fago e prostata (PAWELETZ et al., 2000; INOKUCHI et
al., 2009), um pior prognéstico esta associado a diminuicdo significativa da ANXALl nas
células epiteliais, possivelmente pela perda de sua fungdo anti-proliferativa. Por outro lado,
tumores da glandula pituitaria (Mulla et al., 2004) e de pancreas (BAI et al.,, 2004) estéo
associados a altos niveis de expressao da ANXAL que provavelmente atua com um papel
proliferativo induzindo a acdo de diferentes mitbgenos. Recentemente, esse papel
proliferativo da ANXAL foi elucidado em células tumorais de mama por meio de ensaios in
vitro utilizando diferentes mitdgenos e RNAs de interferéncia para diminuir a expressao de
ANXAL e seus receptores de peptideo formilados (FPR) (KHAU et al., 2011). Os ensaios
permitiram concluir que a ANXAL atua nessas células por meio de seus receptores FPR1 e
FPR2, ativando a cascata de indugdo da mitose pela ciclina D1.

Considerando esses dados, e que poucos trabalhos investigaram a expressédo de FPRs
no endométrio humano, o proximo passo do nosso estudo foi correlacionar o FPR1 e o
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desenvolvimento do endometrioma. As andlises imuno-histoquimicas demonstraram, pela
primeira vez em endométrio humano, que a expressao do FPR1 ocorre nas mesma regiées
caracterizadas para a ANXAl. Os endométrios eutdpicos e ectopicos apresentaram
imunorreatividade semelhante para o FPR1, particularmente nas células inflamatorias,
estromais e endoteliais. No entanto, aumento significante desse receptor foi evidenciado nas
glandulas indiferenciadas dos endométrios ectépicos em relacdo aos outros padrbes de
glandulas observadas (normal-eutépico; diferenciada-ectdpico), assim como mostrado para
ANXA1. Dessa maneira, 0 aumento nos niveis enddgenos de ANXAL1l e de seu receptor
FPR1 nas células epiteliais glandulares de endométrios ectopicos possivelmente contribui
para a proliferacdo dessas células e, consequentemente, para o desenvolvimento da
endometriose.

Em conjunto, 0s nossos resultados mostram que a endometriose de parede abdominal
apresenta alteracdes nos dois compartimentos teciduais: estroma e epitélio. No estroma,
ocorre influxo de neutréfilos e alteracdo na heterogeneidade dos mastdcitos, que modulam
seus niveis endégenos de quimase, um potente mediador pré-inflamatério. No epitélio, os
altos niveis de ANXAl e FPR1 se correlacionam com as alteracbes morfolégicas desse
tecido, possivelmente participando dos processos de diferenciacdo e proliferacédo celular. A
ilustracdo da Figura 12 mostra nossa hipétese para os mecanismos de acdo da quimase e

ANXA1 na endometriose.
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Figura 12. Hipétese dos mecanismos de acdo da quimase e ANXAl na
endometriose de parede abdominal. A protease quimase, derivada dos mastocitos,
contribui para o desenvolvimento da endometriose, particularmente afetando o estroma
endometrial, por meio de suas atividades pro-inflamatérias (PEJLER et al., 2010): [1]
aumento de permeabilidade vascular e influxo de neutréfilos; [2] ativacdo de citocinas pro-
inflamatdérias que intensificam recrutamento de células imunes inatas; [3] degradacédo de
matriz extracelular facilitando a migracao de células no estroma endometrial; e [4] induc&o
de angiogénese favorecendo proliferacdo de lesdes ectépicas. A proteina ANXAL, derivada
de células imunes e epiteliais, atua no estroma e epitélio endometrial. No estroma essa
proteina exerce atividades anti-inflamatérias, sobretudo inibicdo do processo de
transmigracédo de leucécitos [5] (OLIANI & GIL, 2006) e, liberacdo de mediadores pelos
mastocitos [6] (KAMAL; FLOWER; PERRETTI, 2005; YAZID et al., 2010). No epitélio, a
ANXAL e seu receptor FPR1 contribuem para os processos de ativacdo e proliferacdo

celular [7], favorecendo o] desenvolvimento das lesbes.
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A partir dos resultados obtidos concluimos que:

1. Os endometriomas de parede abdominal apresentam dois padrbes de endometriose
glandular: misto e indiferenciado, ambos associados a alta infiltrag&o inflamatoria.

2. Os endométrios ectopicos mostram numero significantemente maior de neutréfilos e

mastdcitos ativados em relagdo aos eutopicos.

3. A heterogeneidade dos mastdcitos € alterada na endometriose de parede abdominal
com aumento significante do niumero de células quimase-positivas. Os mastoicitos

triptase-positivos ndo sofreram alteragdes significantes.

4. Os mastocitos dos endométrios ectdpicos apresentam aumento significante na
expressdo de quimase em seus granulos citoplasmaticos, em relacédo as células dos

eutopicos.

5. A expressao do receptor FPR1 é mostrada pela primeira vez no endométrio humano

e, ocorre exatamente nas mesmas regioes histoldgicas observadas para a ANXAL.

6. As células epiteliais glandulares indiferenciadas de endométrios ectdpicos mostram
aumento significante nos niveis endégenos da ANXA1 e do seu receptor FPR1 em

relacdo as glandulas dos eutépicos.

Associadas, essas conclusdes mostram que a quimase, a ANXALl e o FPR1 estdo
envolvidos na fisiologia do endométrio em condicbes normais e durante processos
inflamatdérios e proliferativos. Desse modo, 0s nossos resultados apontam essas proteinas
como alvos promissores para terapias inovadoras no tratamento e possivel prevencéo da

endometriose.
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8. ANEXOS




Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa — FAMERP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO



Titulo do Projeto: Imunopatologia da Endometriose: analise dos matocitos

e da expressao das proteinas anexina Al e galectina 3.

Para obter um maior conhecimento clinico e cientifico da endometriose, os
meédicos e pesquisadores desta Instituicdo estdo desenvolvendo o projeto acima
citado que devera ajudar na obtencdo de conhecimento sobre a doenca e,
consequentemente, de oferecer novas possibilidades de diagndstico e tratamento
para essa doenca. O projeto envolve o estudo de material genético e proteinas
obtidas de tumores de parede abdominal (endometriomas) removidos por cirurgia
aberta (laparotomia) ou de biopsias de material bioldégico (Utero) retirado de
pacientes sem endometriose submetidas a histerectomia por outras causas.

Vocé estad sendo atendida no Hospital de Base de S&o José do Rio Preto
(FUNFARME) para o diagnéstico e/ou tratamento de endometriose de parede
abdominal. Para isso, ha a necessidade de remocao dos tecidos afetados pela
doenca. E nossa rotina encaminhar parte do material bioldgico para exames
laboratoriais (anatomopatolégico) importantes para o diagndstico definitivo. O
restante do material biolégico que é retirado ndo € utilizado, sendo descartado
conforme Legislacdo Sanitaria que regulamenta o assunto. Se vocé concordar, a
parte ndo utilizada do material biologico serd armazenada para estudos sobre as
proteinas citadas acima.

O material armazenado serd identificado no laboratério por codigo formado
por numeros e letras e, portanto, sua privacidade e identidade seréo preservadas.
A eventual publicacdo em revistas cientificas dos resultados de pesquisa
utiizando esse material sera feita de modo a manter o anonimato dos
participantes.

Se vocé concordar com o uso do material bioldgico do modo descrito acima, €
necessario esclarecer que vocé nao terd quaisquer beneficios ou direitos
financeiros sobre eventuais resultados decorrentes da pesquisa. Se vocé nao
concordar em doar o material para pesquisa ou decidir retirar seu consentimento
em qualguer momento, sua decisdo nao influenciara, de modo nenhum, o seu
tratamento.

Vocé recebera uma copia deste documento e o original serd arquivado em
seu prontuario. Somente assine este Termo se vocé consentir. Caso vocé tenha

guestdes a fazer ou alguma duvida que ndo tenha sido esclarecida pelo seu



médico, por gentileza, entre em contato com o aluno de Mestrado, Pds-
Graduacdo em Genética do Laboratério de Imunomorfologia do Instituto de
Biociéncias, Letras e Ciéncias Exatas da Universidade Estadual Paulista de S&o
José do Rio Preto, Fone/Fax: (17) 3221-2200 (ramal 2731) - E-mail:
rubens.de.paula.junior@hotmail.com, ou se tiver ddvida sobre a ética da
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Medicina de Sdo José do Rio Preto — CEP/FAMERP Av. Brigadeiro Faria Lima,
5416 — Vila Sdo Pedro — Fone/fax: (17) 32105700 (ramal 5813), S&o José do Rio
Preto — SP.

Prof2. Dra. Cristiane Damas Gil
Pesquisador Responsavel pelo Projeto

DECLARACAO

Declaro estar ciente das informagdes dadas, tendo lido atentamente e

concordado com todo o teor do presente Termo.
Sao José do Rio Preto, de de 2011.

Responsavel ou Paciente
Nome:
RG:
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