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RESUMO

Introdugao: A endometriose é definida pela presenca de tecido endometrial fora da
cavidade uterina e apresenta-se como uma doenga crdnica, complexa e de
sintomatologia variavel, que pode gerar quadro de dor intensa e grande prejuizo na
qualidade de vida. Objetivo: identificar a presencga de fibras nervosas e receptores
hormonais em implantes de endometriose e se o tratamento hormonal influencia as
fibras nervosas e os receptores nessas lesdes. Material e Método: estudo
transversal, com coleta de dados histérico. A analise foi conduzida com base em 156
implantes de endometriose de 67 pacientes submetidas a cirurgia
videolaparoscoépica por endometriose. As pacientes foram divididas em 2 grupos: um
grupo em vigéncia de tratamento hormonal (n=20) e outro grupo sem tratamento
hormonal (n=47) previamente a cirurgia e as lesbdes divididas em superficiais e
profundas. Foram incluidas mulheres na menacme, com quadro clinico de dor e/ou
infertiidade e diagnéstico de endometriose que foram submetidas a cirurgia no
periodo de junho 2016 a setembro de 2018. As pecas foram analisadas apos
imunohistoquimica com pgp 9,5 para fibras nervosas e imunohistoquimica para
receptores hormonais de estrogénio e progesterona. Valores de p<0,05 indicaram
significancia estatistica. Resultados: todas as topografias analisadas apresentaram
fibras nervosas e receptores hormonais. Nao houve diferenga nas fibras nervosas e
receptores hormonais de implantes profundos X superficiais. O tratamento hormonal
reduziu o numero de fibras nervosas nos ligamentos utero-sacros quando
comparados as outras topografias (p=0,001). Além disso, a expressdo dos
receptores hormonais de progesterona superior a expressao dos receptores de
estrogénio (p<0,001). Conclusao: as fibras nervosas e os receptores hormonais
estdo presentes nos implantes de endometriose das fossas ovarianas, ligamentos
utero-sacros, fundo de saco e ovarios. O tratamento hormonal reduz as fibras
nervosas, sobretudo nos ligamentos utero-sacros. Os receptores de progesterona
predominam nos implantes, independente do tratamento hormonal.

Descritores: Endometriose. Fibras nervosas. Receptores hormonais.



ABSTRACT

Introduction: Endometriosis is defined by the presence of endometrial tissue outside
the uterine cavity and is a chronic, complex disease with variable symptoms that can
cause severe pain and great impairment in quality of life. Purpose: |dentify the
presence of nerve fibers and hormone receptors in endometriosis implants and
whether hormone treatment influences nerve fibers and hormone receptors in these
lesions. Material and Method: cross-sectional study. The analysis was conducted
based on 156 endometriosis implants from 67 patients undergoing endometriosis
videolaparoscopic surgery. The patients were divided into 2 groups: one group
undergoing hormone treatment (n = 20) and another group without hormone
treatment (n = 47) prior to surgery and lesions divided into superficial and deep.
Women in the menacme with clinical pain and/or infertility and diagnosed with
endometriosis who underwent surgery from June 2016 to September 2018 were
included. The specimens were analyzed after pgp 9.5 immunohistochemistry for
nerve fibers and for estrogen and progesterone hormone receptors. Values of p
<0.05 indicated statistical significance. Results: All analyzed topographies presented
nerve fibers and hormonal receptors. There was no difference in nerve fibers in deep
or superficial implants. Hormonal treatment reduced the number of nerve fibers in the
uterosacral ligaments when compared to other topographies (p = 0.001). In addition,
progesterone hormone receptor expression was higher than estrogen receptor
expression (p < 0.001). Conclusion: Nerve fibers and hormonal receptors are
present in endometriosis implants in ovarian fossa, uterosacral ligaments, fund-sac
and ovaries. Hormonal treatment reduces nerve fibers, especially in the uterosacral
ligaments. Progesterone receptors predominate in implants, regardless of hormonal
treatment.

Key words: Endometriosis. Nerve fibers. Hormone receptors.
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1 INTRODUGAO

A endometriose é definida pela presenca de tecido endometrial fora da
cavidade uterina e representa uma condicado clinica das mais desafiadoras para o
ginecologista. Apresenta-se como uma doencga crbénica, complexa e sintomatologia
variavel - desde assintomaticas a quadro de dor intensa e grande prejuizo na
qualidade de vida. As manifestagdes clinicas mais comuns sao: dismenorréia,
dispareunia, dor pélvica cronica e infertilidade. E uma das condicdes ginecoldgicas
benignas mais comuns, acomete entre 10 a 15% das mulheres em idade reprodutiva
- essa prevaléncia pode aumentar até 30% em pacientes com infertilidade e até 45%
em pacientes com dor pélvica cronica, e € uma patologia extremamente debilitante,
com efeitos prejudiciais no funcionamento social, ocupacional e psicolégico das
pacientes (BURNEY et al., 2012; MEHEDINTU et al., 2014).

Um estudo prospectivo e multicéntrico conduzido em 10 paises europeus,
demonstrou que o custo total anual médio, por paciente com endometriose, em
2008, foi de quase 10.000 euros, incluindo cuidados de saude e perda de custos na
produtividade. Estima-se que as mulheres afetadas tenham prejuizo de
aproximadamente 10 horas/semanais de trabalho, principalmente devido a reducéao
da eficacia durante a produgdo. Nos EUA, os custos médicos totais das pacientes
com endometriose sdo 63% mais altos (US $ 706 por més) do que as mulheres sem
a patologia (US $ 433). No Canadd, o custo médio anual estimado da endometriose
em 2009 foi de US $ 5.200 por paciente, um custo anual total alto para a sociedade
canadense. Embora o custo exato das consequéncias da patologia ndo possa ser
mensurado rigorosamente, a endometriose constitui claramente um 6nus substancial
nao apenas para a saude e qualidade de vida individual das mulheres, mas também
dos recursos de saude dos sistemas nacionais de saude (SIMOENS et al., 2012;
NNOAHAM et al.,2011; MIRKIN et al., 2007).

Endometriose € classificada com base na gravidade, localizagao,
profundidade e tamanho dos implantes: estagio | (doengca minima), estagio Il
(doenca leve), estagio Il (doenca moderada) e estagio IV (doenga grave). Além
desta classificacdo, também pode ser dividida em endometriose superficial e
endometriose profunda — a qual implica em infiltragcdo da endometriose abaixo de 5

mm sob o peritdénio. Esta classificagdo, no entanto, ndo tem sucesso em predizer a
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repercussao clinica em mulheres portadoras da doengca (SUTTON et al., 2005;
FAUCONNIER et al., 2005).

Embora nos ultimos anos a endometriose tenha sido alvo de inumeros
estudos, a fisiopatologia da doenga ainda ndo esta completamente elucidada, e a
associacdo entre a extensdo observada da doenca e a intensidade da dor é
particularmente pobre (FAUCONNIER et al, 2005; BERKLEY et al., 2005). E
reconhecido que a endometriose € uma patologia estrogénio-dependende e alguns
estudos apontam que uma desregulagao na expressao dos receptores de estrogénio
nas lesdes endometridticas poderiam ter influéncia na etiologia da doenga (GUO et
al., 2014).

Vale destacar que diversos estudos demonstraram uma possivel relagéo das
fibras nervosas com focos de endometriose e a severidade da dor. Foi observado
um numero de fibras nervosas significativamente maior no peritdbnio de pacientes
com lesbes de endometriose quando comparadas a pacientes sem a doenca.
Adicionalmente, pacientes nas quais foram observadas maior quantidade de fibras
nervosas associadas a lesdes de endometriose, eram mais propensas a quadro de
dor severa. A fisiopatologia da dor associada a endometriose pode ser dependente
do tipo e da localizagao da lesdo endometridtica, e se torna fundamental identificar e
estabelecer essas possiveis associagdbes (MECHSNER et al., 2009; WANG et al.,
2009; TOKUSHIGUE et al., 2006).

Diversos estudos demonstraram a eficacia do tratamento medicamentoso
para dor associada a endometriose. Contraceptivos orais combinados, noretindrona
e dienogeste reduziram significativamente sintomas que incluem dispareunia
profunda, dismenorréia e dor pélvica em pacientes com endometriose (VERCELLINI
et al., 2013; PARAZZINI et al., 2000).

A génese da endometriose parece estar diretamente relacionada a agao
estrognénica e alguns estudos demonstraram que implantes de endometriose, quer
sejam de localizagbes ovarianas ou peritoneais, exibem expressao de RE superior
quando comparadas com células endometriais normais (BULUN et al., 2012). Por
outro lado, a mudanga na expressao de alvos de progestageno em células estromais
endometriais em um ambiente inflamatdério poderia contribuir para a resisténcia a
progesterona observada em células endometridticas e, em ultima analise, influenciar

o planejamento de terapias hormonais destinadas a tratar esta doenga (GRANDI et
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al., 2016). Tais fatos indicam uma possivel relevancia dos receptores hormonais de
progesterona na génese e manutengao da patologia.

Nesse contexto, esse estudo propde detectar e quantificar fibras nervosas
em implantes de endometriose de diferentes topografias e a expressdo dos
receptores hormonais de estrogénio e progesterona nesses locais, além de uma

possivel interferéncia do tratamento hormonal nessas lesoes.

1.1 OBJETIVOS

Objetivo principal:
¢ |dentificar a presenca de fibras nervosas em diferentes topografias de

implantes de endometriose;

Objetivos secundarios:
e |dentificar a presenga e expressdo de receptores de estrogénio e
progesterona nas lesdes de endometriose;
o Verificar se o tratamento hormonal pode reduzir as fibras nervosas
nos implantes de endometriose;
o Verificar se ha influéncia do tratamento hormonal na expressdo dos

receptores hormonais de estrogénio e progesterona.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ENDOMETRIOSE

A endometriose é classicamente definida como a presenca de glandulas
endometriais e estroma em locais ectdpicos, principalmente o peritbnio pélvico,
ovarios e septo retovaginal. Afeta aproximadamente 10 a 15% das mulheres em
idade reprodutiva, e os principais sintomas da patologia incluem dismenorréia,
dispareunia, dor pélvica crbnica e / ou infertilidade (BURNEY et al., 2012). A doenca
pode ser dividida em superficial ou profunda — quando a espessura dos focos €&
superior a 5mm de profundidade.

Um rico suprimento vascular é necessario para o desenvolvimento e
sustentacdo de lesdes endometridticas, particularmente no microambiente
peritoneal, que é relativamente avascular comparado ao endométrio tdpico. A
neoangiogénese e o recrutamento capilar sao visiveis nas lesées endometridticas na
laparoscopia. Além disso, os nervos freqientemente acompanham a angiogénese
(neuroangiogénese), provavelmente contribuindo para a dor associada a esse
disturbio (ASANTE et al., 2011). O perfil da expressao génica do endométrio da fase
menstrual em mulheres com endometriose demonstrou aumento da expressao do
fator de necrose tumoral a (TNF-a), interleucina-8 (IL-8) e MMP-3. Como a IL-8 e 0
TNF-a promovem a proliferagdo e adesao de células endometriais e angiogénese,
uma superabundancia dessas citocinas pode facilitar o crescimento e a
neovascularizagao local. O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) tem sido
consistentemente detectado em alta concentracdo no liquido peritoneal de mulheres
com endometriose, e o nivel parece estar correlacionado com o estagio da doenca
(KYAMA et al., 2006).

2.2 ANATOMIA DA INERVACAO PELVICA

A dor visceral e as fibras nervosas simpaticas da regido pélvica
freqientemente caminham com fibras somaticas. Cada nervo espinhal recebe
estimulo simpatico de fibras pds-ganglionares n&do mielinizadas através de ramos
comunicantes cinzentos do ganglio adjacente. Os ramos comunicantes brancos,

presentes de T1 a L1 ou L2, permitem que essa entrada continue na medula espinal,
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agora como fibras pré-ganglionares mielinizadas. Isto sugere que a informacgao
transportada dentro de fibras simpaticas originadas na regido pélvica abaixo de L2
entraria na cadeia paravertebral em seu respectivo nivel através dos ramos
cinzentos, viajando dentro da cadeia cefalica até pelo menos L2 (ou potencialmente
até mais alto) buscando o primeiro ramo branco a entrar na medula espinhal e se
reportar ao sistema nervoso central (HUNTER et al., 2018) (FIGURA 1).

FIGURA 1 — ILUSTRACAO DA INERVA(;AQ SIMPATICA E PARASSIMPATICA DA REGIAO
PELVICA
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FONTE: Adaptado de HUNTER et al. (2018).

2.3 FISIOPATOLOGIA DA ENDOMETRIOSE

Embora a fisiopatologia ainda n&o esteja completamente elucidada e
provavelmente, diversos fatores devem estar relacionados no estabelecimento da
endometriose, a hipétese melhor sustentada por evidéncias cientificas robustas
baseia-se no chamado fenémeno de menstruacdo retrograda. Nela, células
endometriais viaveis sdo conduzidas através das tubas uterinas para a cavidade

pélvica. Quando atingem a cavidade peritoneal, podem implantar, crescer e invadir
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estruturas  pélvicas. A  probabilidade deste evento € influenciada
epidemiologicamente por fatores menstruais, reprodutivos ou pessoais - como a
idade precoce da menarca, longa duragédo dos fluxos menstruais, e biologicamente
por qualquer alteragdo na menstruacao. O nivel molecular que favorece o processo
gradual de implantagao e crescimento celular em locais ectépicos esta representado
na Figura 2. Um padrdo familiar da endometriose esta firmemente estabelecido em
humanos e ndo humanos. A doenga tem etiologia genética complexa que requer a
interacdo de inumeras variantes genéticas e fatores ambientais. Fatores genéticos
contribuem com cerca de metade da variacdo no risco de endometriose, com uma
estimativa de hereditariedade de 51%. Meta-analises dos poucos estudos de
associagao genomica realizados forneceram evidéncias de uma associagao robusta
de endometriose com sete loci de risco (VERCELLINI et al., 2013).
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FIGURA 2 — FATORES EPIDEMIOLOGICOS E MECANISMOS MOLECULARES ENVOLVIDOS NA
ENDOMETRIOSE E O SEU DESENVOLVIMENTO
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Células endometriais viaveis sdo conduzidas através das tubas uterinas por menstruagao retrograda,
devido a um gradiente de pressao originado possivelmente de contragdes uterinas dissinérgicas.
Quando atingem a cavidade peritoneal, podem implantar, crescer e invadir as estruturas pélvicas. A
probabilidade desse evento é influenciada epidemiologicamente por qualquer fator menstrual,
reprodutivo ou pessoal que aumenta a contaminacéo pélvica pelo endométrio regurgitado, como a
idade precoce da menarca ou uma longa duragdo de cada fluxo menstrual. Biologicamente, a
probabilidade desse evento é influenciada por qualquer alteragdo em nivel molecular que favorece o
processo gradual de implantagéo e crescimento celular em locais ectopicos.

FONTE: Adapatado de VERCELLINI et al. (2013).

2.4 MECANISMOS DE DOR NA ENDOMETRIOSE

Multiplos mecanismos estdo implicados na fisiopatologia da dor associada a
endometriose, incluindo nocicepgao, inflamacao e alteragdes no processamento da
dor no sistema nervoso periférico e central (KOBAYASHI et al., 2014). Assim como
também ocorre em outras condicbes cronicas, a dor na endometriose é
freqUentemente associada a sofrimento psicoldgico e fadiga, ambos os quais podem
amplificar a dor (MOROTTI et al., 2017).
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O ambiente pré-inflamatério pode modular as fungdes do sistema de
sinalizagado induzido por neurotrofinas, o que leva a dor pélvica associada a
endometriose (KYAMA et al., 2009).

Alteragdes no liquido peritoneal em mulheres com endometriose receptor
canal 1 vanilloide (TRPV1) (ROCHA et al., 2011).

Além disso, as citocinas (tais como: IL-1b, IL-6 e TNFa), fatores de
crescimento (tais como fator de crescimento neural b e fator de crescimento
endotelial vascular) e varias quimiocinas, tais como CCL2 (também conhecida como
proteina quimiotactica mondécito - 1), que sdo secretadas por células do sistema
imunoldgico, também estdo presentes em niveis aumentados no fluido peritoneal de
pacientes com endometriose. Eles podem sensibilizar diretamente os nervos
periféricos através de receptores especificos da superficie celular ou ativar
feedbacks complexos, que amplificam a resposta inflamatéria microambiental e a
geracao de dor (ARNOLD et al., 2013).

E interessante notar que, como observado em outras doengas cronicas, na
endometriose ocorre uma “desregulagao” periférica do sistema nervoso auténomo
(perda de fibras nervosas simpaticas préximas as lesdes e aumento da presenga em
regides distantes) (FERRERO et al., 2010; TOKUSHIGUE et al., 2010; MILLER et
al., 2015). Além disso, o aumento significativo da densidade das fibras nervosas
sensoriais nas lesdes de endometriose parece também desempenhar um papel
crucial como fator na génese da dor (MILLER et al., 2015).

Alguns autores postularam que o desequilibrio qualitativo das fibras
nervosas observado em tecidos inflamados cronicamente, ou seja, um aumento local
de fibras nervosas sensoriais e uma perda concomitante de fibras nervosas
simpaticas, pode ser importante na manutencdo de um ambiente proé-inflamatério
local ao redor das lesbes. Curiosamente, os estrogénios, que desempenham um
papel fundamental na patogénese da endometriose, podem também, direta ou
indiretamente, influenciar as fibras nervosas periféricas. Os estrogénios podem
regular o NGF, o VEGF e o BDNF, suportando uma ligagdo direta entre os
estrogénios e a neuroangiogénese, mas também podem modular a expressao de
algumas subclasses de semaforinas, que sdo importantes para a regulagdo das
fibras nervosas simpaticas (WANG et al., 2009; SCHEERER et al., 2017; BARCENA
DE ARELLANO et al., 2011).
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2.5 IDENTIFICACAO DE FIBRAS NERVOSAS NO ENDOMETRIO

Inicialmente, com o intuito de identificar possiveis fatores relacionados a
alteragcdes que poderiam indicar propensdo a endometriose, alguns estudos
buscaram identificar fibras nervosas no endométrio tépico através de bidpsias de
endométrio. O endométrio tdpico parece ser a unica regidao do corpo humano onde
a mucosa normalmente ndo é inervada. Com a disponibilidade de marcadores
imunohistoquimicos pan-neuronais, em especial o PGP 9.5 — o qual identifica fibras
nervosas mielinizadas e nao-mielinizadas, € possivel identificar, quantificar e avaliar
a distribuicdo das fibras nervosas nos 6rgaos reprodutores de mulheres com e sem
endometriose (WANG et al., 2009; AGHAEY MEIBODY et al., 2010).

Tokushige et al. (2007) identificaram pequenas fibras nervosas do tipo C
tanto no miométrio quanto no endométrio e um aumento na densidade dessas fibras
nervosas no miométrio de pacientes com endometriose (TOKUSHIGUE et al., 2007).

Zhang et al. (2009) identificaram fibras nervosas na camada funcional do
endométrio de pacientes com dor pélvica, endometriose, adenomiose e miomatose
uterina.

Medina et al. (2010) tentaram demonstrar que a densidade de fibras
nervosas em amostras de bidpsia de endométrio por coloragdo com PGP 9.5 e sua
identificacao por imunohistoquimica poderia ser utilizado como um método menos
invasivo para o diagndstico de endometriose (MEDINA et al., 2009).

No entanto, estudos posteriores demonstraram que a deteccao de fibras
nervosas no endométrio ndo € nem um marcador sensivel nem especifico de
endometriose. Elas podem estar presentes em outras condi¢gbes ginecoldgicas como

adenomiose, miomatose uterina e pacientes com dor pélvica (ELLET et al., 2015).

2.6 FIBRAS NERVOSAS E LESOES ENDOMETRIOTICAS

O estudo da distribuigado regional e tipos de fibras nervosas no endomeétrio,
miométrio e lesdes endometridticas tornou-se possivel com a disponibilidade de
marcadores imunohistoquimicos pan-neuronais potentes, em especial o anticorpo de
produto do gene 9.5, que sinaliza tanto as fibras nervosas mielinizadas quanto as

fibras ndo-mielinizadas. Usando este marcador imunohistoquimico pan-neuronal, foi
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possivel identificar a presenga, expressao e distribuicdo de fibras nervosas nos
tecidos reprodutivos de mulheres com e sem endometriose por diversos autores
(MECHSNER et al., 2009; FERRERO et al., 2010; AGHAEY MEIBODY et al., 2010;
TOKUSHIGUE et al., 2007).

Anaf et al. (2000) foram os primeiros a identificar uma relacdo entre as
lesdes endometridticas e as fibras nervosas, observando-se uma invasao neural em
lesbes de endometriose profunda no septo retovaginal em pacientes com dor pélvica
(ANAF et al., 2000). Isso levou os autores a hipdtese de que a compressao fisica
das fibras nervosas pelas lesbes infiltrantes poderia estar envolvida na dor
significativa associada a este tipo de lesao (KELM et al., 2008).

Chen et al. (2015) em estudo experimental em ratos com endometriose,
demonstrou que varias citocinas pro-inflamatoérias estavam elevadas no enxerto
uterino, assim como maior diametro das fibras nervosas do nervo, em comparacao
com amostras de nervo normal (CHEN et al., 2015).

Utilizando um modelo de endometriose em camundongos, Greaves et al.
(2015), demonstraram que a infiltracdo de macréfagos nas lesées de endometriose
era dependente de E2 e que as concentracdes de mRNAs codificando Csf-1, Nt-3 e
TrkB eram reguladas por E2 em lesdes endometridticas (GREAVES et al., 2015).

As lesbes endometridticas — para serem sustentadas, devem ser
vascularizadas, e 0s vasos sanguineos que auxiliam na angiogénese sao
presumidamente inervados por fibras sensoriais e do Sistema nervosa simpatico
(STRATTON et al., 2011).

Essa inervagéo possibilita que fatores neutréfilos e angiogénicos ajam nos
vasos sanguineos e nas fibras nervosas e, no momento que 0 vaso sanguineo se
ramifica para suprir a lesédo, a inervagao desse vaso também pode ramificar, levando
a infiltragdo nervosa dessas lesdées (FRASER et al., 2010).

Se as lesbes de endometriose atraem sua propria fonte nervosa ao invadir o
peritbnio ou tecidos profundos, a ramificacdo e proliferacdo destes nervos
provavelmente se desenvolvem a partir do plexo nervoso subperitoneal mais
proximo (TOKUSHIGUE et al., 2007). Esta atragcdo € provavelmente nutrida por
neurotrofinas, em particular o NGF e seus receptores, que estdo envolvidos no
crescimento e manutencdo dos nervos sensoriais, e esta inervacdo pode

desempenhar um papel chave na génese da dor (KOGAN et al., 2014).
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As lesbes endometridticas possuem fibras nervosas sensoriais, do sistema
nervoso simpatico e parassimpatico. Tokushigue et al. (2006) em estudo com 40
pacientes com endometriose, demonstraram que a densidade de fibras nervosas
nas lesdes endometridticas peritoneais foi muito maior do que no peritdbnio normal
em mulheres sem endometriose e sugerem que a inervacdo de lesdes
endometridticas segue principios similares com estimulagdo do crescimento
extensivo de neurbnios dos nervos peritoneais locais pelo aumento da expressao
local de NGF e seus receptores (TOKUSHIGUE et al., 2006; GUO et al., 2014).

Em um estudo piloto que investigou a relevancia clinica de fibras nervosas
em lesbes peritoneais, os sintomas de dor da endometriose foram correlacionados
com maior densidade de fibras nervosas peritoneais. Em mulheres com
endometriose peritoneal, nas pacientes que relataram dor pélvica moderada ou
grave e/ou dismenorréia foram detectadas mais fibras nervosas associadas a
endometriose (82,6% dos pacientes que relataram dor =23 em uma escala de 10
pontos). Por outro lado, no grupo de pacientes classificados como tendo
endometriose peritoneal, mas que registaram sintomas de dor significativamente
reduzidos (£ 2), apenas duas mulheres (33%) mostraram a presenca de fibras
detectaveis associadas a endometriose, que foram consideravelmente menos
densas (KOBAYASHI et al., 2014).

Zhang et al. (2009) em estudo com pacientes com dor e diagndstico de
endometriose observaram um aumento na expressao de fibras nervosas
identificadas com PGP 9,5 no foco de endometriose e tecido adjacente quando
comparadas a pacientes sem dor (ZHANG et al., 2009).

Em um estudo experimental, Chen et al. (2015) demonstraram que houve
um numero significativamente menor de fibras nervosas no grupo que foi tratado
com células tronco quando comparados ao grupo controle (CHEN et al., 2015).

Novella-Maestre et al. (2012) revelaram que os agentes antiangiogénicos
como agonistas da dopamina sdo capazes de diminuir a densidade de fibras
nervosas presentes em lesdes de endometriose em estudo experimental.
Simultaneamente, a formagdo de vasos sanguineos imaturos também diminuiu
empregando Cb2 (NOVELLA-MAESTRE et al., 2012).
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2.7 ENDOMETRIOSE, ESTROGENIO E PROGESTERONA E RECEPTORES
HORMONAIS

A influéncia dos hormdnios femininos na fisiologia nervosa ja foi estudada. A
progesterona parece ter agao importante na promogao da mielinizagdo das
estruturas nervosas. Portanto, ao menos teoricamente, isso protegeria contra
eventos neurodegenerativos gerados por qualquer trauma fisico (KOGAN et al.,
2014). Em modelos animais, o estrogénio demonstrou um efeito importante na
melhora da inervagdo simpatica das fibras nervosas, permitindo a regeneragao
nervosa e a reinervacao final dos tecidos danificados (SMITH et al., 2009).

Os receptores de estrogénio alfa e beta ligam-se ao Estradiol (E2). Os
receptores beta tem agao tanto antiproliferativa — como no endométrio, mas também
acao pro-inflamatéria e antiapoptética, e parecem ter um papel importante na
génese da endometriose (HAN et al., 2015).

As lesbes endometrioticas, quer sejam de localizagbes ovarianas ou
peritoneais, exibem expressdo de RER superior quando comparadas com células
endometriais normais (BULUN et al., 2012). A inflamacdo aumentada e a apoptose
reduzida sustentariam o crescimento de lesbes endometridticas. Alteragdes na
expressao do receptor de estrogénio (ER) a e B acompanham a conversao de
células endometriais residentes dentro do ambiente uterino normal para lesdes
ectopicas localizadas em locais extra-uterinos. Diversos estudos apontam os RE[3 a
desregulacdo das redes apoptoticas e inflamatdrias, identificando-os como co-
participadores na génese da endometriose (SIMMEN et al., 2016).

As progestinas tém o potencial de se ligar a receptores nucleares,
influenciando sua atividade local nas células endometridticas. Esta atividade local
dependera da expressdo do receptor de progesterona que ocorre nas células
endometriais em um ambiente inflamatdrio cronico. A agao da progesterona se faz
através dos seus receptores A (RP-A) e B (RP-B), os quais s&o codificados por um
unico gene. A cadeia do RP contém dominios funcionais bem definidos, sendo um
dominio N-terminal de trancricdo, um dominio central de ligacdo ao DNA e um
dominio de ligagdo C-terminal. As duas isoformas RP-A e RP-B formam homo e
heterodimeros (AA, BB, AB) no processo de ativagédo da transcri¢do, que se ligam a
elementos de resposta da progesterona na regido promotora do gene da

progesterona. Esses receptores apresentam grande similaridade na cadeia principal,
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porém apresentam conformacao espacial diferente e se distribuem diferentemente
pelos tecidos. Essas duas isoformas tém, também, acdes distintas dependentes do
tecido alvo, sendo que, na maioria das vezes, o RP-B funciona como um ativador
(agonista), ao passo que o RP-A funciona como um frenador (antagonista) da
transcricdo do gene da progesterona. Em determinados tecidos e, a depender do
ciclo menstrual, o RP-A pode ndo exercer nenhuma acgao direta, mas pode funcionar
como repressor do RP-B, bem como dos receptores androgénicos e estrogénicos e
também dos receptores de mineralocorticoide e glicocorticoide. Esse efeito ode ser
observado no estroma e no epitélio das glandulas endometriais. Esses dois sitios
apresentam ambas as isoformas. Grandi et al. (2016) em um estudo utilizando
células primarias do estroma endometrial isoladas de mulheres com endometriose,
identificaram a expressao protéica dos receptores de progesterona A e B, receptores
de progesterona de membrana 1 e 2, receptores androgénicos, receptores de
mineralocorticdides e receptores de glicocorticdides apds exposigao as citocinas
inflamatorias Fator de Necrose Tumoral (TNFa) e interleucina 18 (IL-1B). Os
resultados indicaram que ambas as citocinas reduziram a expressao de receptores
de progesterona e aumentaram a expressao dos receptores de glicocorticoides nas
células do estroma endometrial. A mudanga na expresséo de alvos de progestageno
em células estromais endometriais em um ambiente inflamatoério poderia contribuir
para a resisténcia a progesterona observada em células endometridticas e, em
ultima analise, influenciar o planejamento de terapias hormonais destinadas a tratar
esta doenca (GRANDI et al., 2016).

O uso de anticoncepcionais orais combinados ou com progesterona isolada
€ atualmente um dos principais tratamentos utilizados em mulheres com
endometriose para manejo da dor. Além dos conhecidos efeitos provocados pela
amenorreia, Tarjanne et al. (2015) demonstraram que tais medicamentos teriam a
capacidade de influenciar diretamente as fibras nervosas encontradas nas lesdes
endometridticas. Em estudo com 45 mulheres submetidas a tratamento cirurgico por
endometriose profunda, o uso de terapia hormonal foi associado a densidades
reduzidas de fibras nervosas simpaticas, parassimpaticas e sensoriais em lesdes de
endometriose profunda. A densidade de fibras nervosas totais foi significativamente
menor (p <0,05) em lesdes coletadas de mulheres tratadas com horménios em

comparagao com lesdes em mulheres nao tratadas (TARJANNE et al., 2015).
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Tokushigue et al. (2009) também descreveram resultados semelhantes. Em
estudo com 22 pacientes submetidas a tratamento cirurgico de endometriose
peritoneal, evidenciou-se que as pacientes tratadas com progesterona isolada ou
com contraceptivos orais combinados apresentaram diminuigdo significativa da
densidade das fibras nervosas quando comparada a pacientes nao tratadas
(TOKUSHIGUE et al., 2009).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ASPECTOS ETICOS

Este trabalho foi aprovado pelo Comité Etica e Pesquisa do Setor de Ciéncias
da Saude da Universidade Federal do Parana (HC / UFPR), sob o numero 2313645
(ANEXO 1). Embora trata-se de um estudo transversal e com analise de amostras
armazenadas, antes do ato cirurgico as pacientes concordaram na liberagdo dos

dados para trabalhos cientificos conforme modelo em anexo (ANEXO 2).

3.2 PACIENTES E PROCEDENCIA DO MATERIAL

Trata-se de um estudo transversal com coletas de dados histérica.

Foram utilizadas amostras de pecas anatomo-patolégicas de pacientes
submetidas a cirurgia laparoscopica por endometriose no periodo de junho de 2016
a setembro de 2018.

As cirurgias foram realizadas por infertiidade e/ou dor pélvica e foram
realizadas pelo mesmo cirurgido com grande experiéncia em endometriose — Dr W.
K. Posteriormente a cirurgia, as pegas foram encaminhadas ao mesmo laboratério e
analisadas pelo patologista, também com grande expertise no assunto — Neopath,
DraT.C.

ApOs a selegdo das pacientes, foi realizada analise minuciosa dos
prontuarios e dos anatomos patologicos e registrado as seguintes informagdes:
indicagdo da cirurgia: Dor X Infertilidade; uso de tratamento hormonal por pelo
menos 90 dias prévio ao tratamento cirurgico, profundidade dos implantes de
endometriose (se < ou > 5mm).

Foram selecionadas as topografias mais frequentemente acometidos por
endometriose: ligamento utero sacro, fossas ovarianas, fundo de saco anterior e/ou
posterior (implantes peritoneais) e ovarios.

Os Critérios de inclusdo foram: pacientes na menacme, com dor pélvica,
infertilidade ou diagnéstico presumido de endometriose através de exames
complementares (mapeamento de endometriose ou ressonancia magnética da
pelve) que foram submetidas a tratamento cirurgico com anatomo-patoldgico

confirmatdério de endometriose.
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Os Critérios de exclusao foram: diagnostico de outras afecgdes uterinas

(adenomiose, miomatose uterina).
3.3 PROCESSAMENTO DO MATERIAL E IMUNOHISTOQUIMICA

Os espécimes cirurgicos foram acondicionados em formalina 10%
tamponada. Das areas de interesse, foram coletadas amostras que foram
submetidas a processamento histolégico. De cada bloco foi realizado corte
histolégico de 4 uym, sendo as laminas coradas inicialmente pelo método de HE —
hematoxilina e eosina para deteccdo e confirmagdao dos focos endometridticos
(FIGURA 3).

FIGURA 3 — GLANDULA E ESTROMA ENDOMETRIAL (SETAS VERDES) EM MEIO A TECIDO
FIBROSO COM COLORACAO HE, EM AUMENTO DE 100X
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FONTE: NEOPATH (2019).
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Posteriormente foram confeccionados cortes adicionais com a mesma
espessura que foram dispostos em laminas previamente silanizadas para
processamento imunohistoquimico. As pecas foram analisadas apdés o
processamento imunohistoquimico tanto para a avaliagao dos receptores hormonais
como para as fibras nervosas. Para avaliacdo imunohistoquinica, a reacao foi
realizada inteiramente no imunoprocessador automatizado LEICA BONDMAX

(FIGURA 4). Em anexo, técnica de imunohistoquimica convencional (Anexo 3).

FIGURA 4 — IMUNOPROCESSADOR LEICA

FONTE: O autor (2019).

Esse processo permite avaliar e quantificar a presenga de receptores
hormonais (RE e RP) e a identificacdo das fibras nervosas. Os anticorpos utilizados
foram o anticorpo policlonal de coelho PGP 9,5 (Anti-PGP 9.5, Dako, referencia
Z5116) (diluicdo 1:1200) para fibras nervosas (FIGURA 5); anti-receptor de
progesterona de rato (clone 16 Leica — pronto para uso) (FIGURA 6) e anti receptor

de estrogénio de coelho (clone SP1 Roche/Ventana — pronto para uso) (FIGURA 7).
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Foi, entdo, realizada subsequentemente a leitura das laminas.

3.4 EXPRESSAO DOS RECEPTORES HORMONAIS RE E RP

Os receptores de estrogénio e progesterona foram avaliados em relagao a
quantidade de células marcadas (%) e na intensidade da marcagdo (ausente,
discreta/moderada e forte) tanto no componente estromal como glandular (+/3+,
++/3+, +++/3+), utilizando o score Allred. O score final foi calculado para cada
amostra. Esse score foi obtido através do produto da intensidade e frequéncia dos
scores, e categorizados da seguinte forma: negativo (scores 0-1), fraco (2-4),
moderado (5-8) e forte (9-12) (FIGURA 5).

FIGURA 5 — CALCULO DO SCORE DE ALLRED

Negativa: 0 0:<1%
Fraca: 1 1:1a10%
Moderada: 2 2:11a50%
Forte: 3 3:51a90%
4:>90%
Score Final IXF

FONTE: O autor (2019).
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FIGURA 6 — FIBRAS NERVOSAS IDENTIFICADAS EM IMPLANTES DE ENDOMETRIOSE (SETAS
VERNELHAS) APOS IMUNOHISTOQUIMICA COM PGP 9,5, EM AUMENTO DE 100X

FONTE: NEOPATH (2019).
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FIGURA 7 — IMPLANTE DE ENDOMETRIOSE APOS IMUNOHISTOQUIMICA PARA RP
(RECEPTOR PROGESTERONA) — NUCLEOS AMARRONADOS, EM AUMENTO DE 100X
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FONTE: NEOPATH (2019).
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FIGURA 8 — IMPLANTE DE ENDOMETRIOSE APOS IMUNOHISTOQUIMICA PARA RE
(RECEPTOR ESTROGENIO) - NUCLEOS AMARRONADOS, EM AUMENTO DE 100X

FONTE: NEOPATH (2019).

3.5 AVALIACAO DAS FIBRAS NERVOSAS

A quantificagdo das fibras nervosas foi feita através da avaliagdo das
reagdes ao anticorpo policlonal de coelho PGP 9,5. O produto génico proteico 9,5 é
uma proteina citoplasmatica presente em neurdnios e fibras nervosas em todos os
niveis do sistema nervoso central e periférico e é capaz de identificar populacdes e
substratos de diversos tipos de nervos diferentes. Foi originalmente isolado em
extratos de tecido cerebral, e tem sido extensamente utilizado em pesquisas na
ginecologia, em especial em endometriose, devido a sua capacidade de
identificacdo de diversos tipos de fibras nervosas. Apds a varredura da lamina com a
identificagéo do foco de endometriose, foi contado o numero de fibras nervosas por
campo de grande aumento (400x), no local onde a presencga de fibras nervosas era

mais expressiva.
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis avaliadas foram a presenca de fibras nervosas nos implantes de
endometriose e a expressao dos receptores hormonais nesses implantes.

Os resultados foram descritos por mediana, valores minimos e maximos.
Para a comparagao dos grupos definidos pelo uso de horménio, em relagdo as
variaveis relativas aos receptores e fibras, foi usado o teste nao-paramétrico de
Mann-Whitney. A comparagao entre as topografias das lesdes, em cada grupo, foi
feita usando-se o teste ndo-paramétrico de Wilcoxon. Valores de p<0,05 indicaram
significancia estatistica. Os dados foram analisados com o programa computacional
Stata/SE v.14.1. StataCorpLP, USA.
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4 RESULTADOS

A analise apresentada a seguir foi realizada com base nos dados de 67
mulheres na menacme avaliadas quanto a fibras nervosas e receptores hormonais
em implantes de endometriose de diferentes topografias (fossas ovarianas - FO,
fundo de saco anterior - FSA, fundo de saco posterior - FSP, ligamentos
uterossacros - LUS e Ovario). Dentre as 67 pacientes, 70,15% nao estavam em uso
de tratamento hormonal previamente a cirurgia e 29,85% estavam em uso de
horménios por pelo menos 90 dias antes da cirurgia. Considerando-se que nem
todas as pacientes foram avaliadas em cada uma das topografias, para as analises,
foram incluidos os dados validos de cada variavel. No total, foram analisados 156
implantes endometridticos de diferentes topografias, conforme disposto no
fluxograma (FIGURA 8).

Com relacdo a classificagdo das lesdes, 44,87% dos implantes eram
superficiais (<5mm de profundidade) e 55,13% eram profundos (>ou igual 5mm de
profundidade). Embora a maioria das lesées na topografia dos ligamentos utero-
sacros encontradas eram implantes profundos, ndo houve diferenca estatistica
quanto as fibras nervosas nos implantes superficiais X profundos em qualquer
topografia analisada (TABELA 1).

As pacientes apresentavam idade entre 25 e 44 anos, com média de idade
de 33,79 anos.

O numero absoluto de pegas analisadas de acordo com a topografia foram:

Fossas ovarianas: 39; Fundo de saco anterior: 35; Fundo de saco posterior:
11; Ligamentos uterossacros: 49 e Ovario: 22 (TABELA 2).

Com relagao ao tratamento hormonal, das 20 pacientes que estavam em
vigéncia do mesmo, 15 pacientes estavam em uso de progestagenos isolados — 12
em uso de dienogeste 2 mg e 3 em uso de desogestrel 75 mcg, e 5 pacientes em
uso de anticoncepcionais orais combinados.

Em relacdo a indicagcdo da cirurgia, em 61,2% das pacientes a cirurgia foi
indicada por dor + infertilidade e somente em uma minoria dos casos — 7,16%, as
pacientes apresentavam somente quadro clinico de infertilidade. No total, 5
pacientes apresentavam somente queixa de infertilidade, 41 pacientes apresentarem
uma associag¢ao de infertilidade associado a dor pélvica/dismenorreia importante e

21 pacientes com dor pélvica/dismenorreia.
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FIGURA 9 — FLUXOGRAMA COM NUMERO TOTAL DE PACIENTES DIVISAO DE ACORDO COM

USO DE TRATAMENTO HORMONAL

Amostra inicial:

N: 89 pacientes

L 2

Excluidas:
Amostra insatisfatoria

N: 22 pacientes

L 2

N Final: 67 com 156 implantes de

endometriose

ad 4

47 pacientes sem 20 pacientes em

tratamento hormonal vigéncia de tratamento

4

.

12 — uso

progestageno

isolado

8 —uso de
ACO combinado

FONTE: O autor (2019).
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TABELA 1 — COMPARAQAO DAS FIBRAS NERVOSAS DE ACORDO COM A TOPOGRAFIA E
PROFUNDIDADE DA LESAO

Variavel Profund. n Mediana Minimo Maximo p*

FO FO - Fibras nervosas <0,5 21 1 0 5

20,5 18 15 0 12 0,192
FSA FSA — Fibras nervosas <0,5 15 1 0 14

20,5 20 3 0 11 0,259
FSP FSP — Fibras nervosas <0,5 4 1 0 5

20,5 7 1 0 4 -
LUS LUS — Fibras nervosas <0,5 8 6 0 20

20,5 41 6 0 80 0,781

*Teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, p<0,05
FONTE: O autor (2019).
OBS: todos os implantes ovarianos foram considerados profundos.

TABELA 2 — NUMERO TOTAL DE IMPLANTES DE ENDOMETRIOSE EM CADA TOPOGRAFIA
ANALISADA

TOPOGRAFIA NUMERO DE PECAS
Fossas Ovarianas 39

Fundo de Saco Anterior 35

Fundo de Saco Posteior 11

Ligamentos Utero-sacros 49

Ovario 22

TOTAL 156

FONTE: O autor (2019).

4.1 COMPARACAO DOS GRUPOS DEFINIDOS PELO HORMONIO (NAO E SIM)
EM RELACAO AS VARIAVEIS AVALIADAS

Para cada uma das variaveis, cada local de lesao, testou-se a hipétese nula
de que os resultados sdo iguais para os dois grupos, versus a hipotese alternativa
de que os resultados sao diferentes. Nas tabelas abaixo estao representados os

resultados das topografias com n > 4 para cada local. (TABELAS 3, 4, 5 e 6).

TABELA 3 — COMPARAGCAO DAS FIBRAS NERVOSAS (NUMERO DE FIBRAS) E RECEPTORES
HORMONAIS (ESCORE DE ALLRED) NOS GRUPOS COM E SEM TRATAMENTO HORMONAL NA
FOSSA OVARIANA (FO)

Variavel Hormbénio n  Mediana Minimo Maximo p*
FO - RECEPTOR ESTROGENIO Nao 27 2 0 12

Sim 12 4 1 9 0,323
FO - RECEPTOR PROGESTERONA Nao 27 9 0 12

Sim 12 11 0 12 0,776
FO - FIBRAS NERVOSAS Nao 27 1 0 12

Sim 12 1 0 5 0,518

*Teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, p<0,05
FONTE: O autor (2019).
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TABELA 4 — COMPARAGCAO DAS FIBRAS NERVOSAS (NUMERO DE FIBRAS) E RECEPTORES
HORMONAIS (ESCORE DE ALLRED) NOS GRUPOS COM E SEM TRATAMENTO HORMONAL NO
FUNDO DE SACO ANTERIOR (FSA)

Variavel Horménio n Mediana Minimo Maximo p*
FSA - RECEPTOR ESTROGENIO Nao 27 3 0 9

Sim 8 4 0 12 0,606
FSA - RECEPTOR PROGESTERONA Nao 27 9,0 2 12

Sim 8 105 4 12 0,735
FSA - FIBRAS NERVOSAS Nao 27 2 0 14

Sim 8 15 1 8 0,832

*Teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, p<0,05
FONTE: O autor (2019).

TABELA 5 — COMPARAGCAO DAS FIBRAS NERVOSAS (NUMERO DE FIBRAS) E RECEPTORES
HORMONAIS (ESCORE DE ALLRED) NOS GRUPOS COM E SEM TRATAMENTO HORMONAL
NOS LIGAMENTOS UTERO-SACROS (LUS)

Variavel Hormbénio n  Mediana Minimo Maximo p*
LUS - RECEPTOR ESTROGENIO Nao 34 4 0 12

Sim 15 6 2 12 0,099
LUS - RECEPTOR PROGESTERONA Nao 34 12 4 12

Sim 15 10,5 4 12 0,959
LUS - FIBRAS NERVOSAS Nao 34 7 0 80

Sim 15 3 0 22 0,223

*Teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, p<0,05
FONTE: O autor (2019).

TABELA 6 — COMPARAGCAO DAS FIBRAS NERVOSAS (NUMERO DE FIBRAS) E RECEPTORES
HORMONAIS (ESCORE DE ALLRED) NOS GRUPOS COM E SEM TRATAMENTO HORMONAL
NOS OVARIOS

Variavel Hormbénio n  Mediana Minimo Maximo p*
OVARIO - RECEPTOR ESTROGENIO Nao 14 6 0 9

Sim 8 6 3 12 0,144
OVARIO - RECEPTOR PROGESTERONA Nao 14 12 0 12

Sim 8 9 0 12 0,765
OVARIO - FIBRAS NERVOSAS Nao 14 0 0 4

Sim 8§ 0 0 0 0,297

*Teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, p<0,05
FONTE: O autor (2019).

N&o houve diferenga na expressao dos receptores hormonais de estrogénio
e progesterona e nem da quantidade de fibras nervosas comparando o grupo que
estava em vigéncia do tratamento hormonal prévio a cirurgia com o grupo que nao

fez uso do tratamento hormonal.
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4.2 COMPARAGAO ENTRE AS TOPOGRAFIAS DE LESAO, DENTRO DE CADA
GRUPO

Para cada uma das variaveis, para cada um dos grupos definidos pelo uso
de hormonios, para cada duas topografias de implantes comparados, testou-se a
hipétese nula de que os resultados sado iguais nas duas topografias, versus a
hipotese alternativa de resultados diferentes.

Considerando-se a estrutura de pareamento dos dados (as mesmas
topografias foram avaliadas na mesma paciente), para esta analise foram incluidos
0s casos com dados completos nas duas topografias sob comparagédo. Nas tabelas
abaixo sdo apresentadas estatisticas descritivas das variaveis e valores de p dos
testes estatisticos.

Nado foram aplicados testes estatisticos para variaveis com menos de 4
casos ou quando os dados foram iguais na maioria dos casos, inviabilizando a

aplicagao do teste.

4.3 COMPARAGCAO ENTRE AS TOPOGRAFIAS DE UMA MESMA PACIENTE COM
E SEM TRATAMENTO HORMONAL

Comparacéao das fibras nervosas dos ligamentos uterossacros com a fossa
ovariana (TABELA 7, FIGURA 9 e 10).
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TABELA 7 — COMPARAGAO DE IMPLANTE DE ENDOMETRIOSE COM E SEM TRATAMENTO
HORMONAL NA FOSSA OVARIANA X LIGAMENTO UTERO-SACRO EM UMA MESMA PACIENTE

Local n Mediana Minimo Maximo p*
Hormonio nao
RECEPTOR ESTROGENIO FO 19 2 0 9

LUS 19 4 0 12 0,289
RECEPTOR PROGESTERONA FO 19 9 0 12

LUS 19 12 4 12 0,508
FIBRAS NERVOSAS FO 19 1 0 5

LUS 19 7 0 80 0,001
Hormoénio sim
RECEPTOR ESTROGENIO FO 10 4 1 9

LUS 10 6 2 9 0,183
RECEPTOR PROGESTERONA FO 10 10,5 4 12

LUS 10 6 12 0,465
FIBRAS NERVOSAS FO 10 2 0 5

LUS 10 3,5 1 22 0,086

*Teste ndo-paramétrico de Wilcoxon, p<0,05
FONTE: O autor (2019).

Ao comparar as fibras nervosas presentes nos implantes de endometriose
nas fossas ovarianas e ligamentos utero-sacros de uma mesma paciente com
tratamento hormonal X sem tratamento hormonal, foi observado uma redugdo nas
fibras nervosas dos ligamentos utero-sacros das pacientes que estavam em uso de
tratamento hormonal. Esta reducéao foi estatisticamente significativa. Por outro lado,
nao foi observado diferengas na comparagao dos receptores hormonais nos grupos

com e sem o tratamento hormonal.

FIGURA 10 — NO GRAFICO ACIMA, COMPARAMOS AS FIBRAS NERVOSAS NOS LIGAMENTOS
UTERO-SACROS E FOSSAS OVARIANAS NOS GRUPOS COM E SEM TRATAMENTO
HORMONAL, E OBSERVA-SE UMA MENOR QUANTIDADE DE FIVRAS NERVOSAS NO GRUPO
TRATADO COM HORMONIO NOS LIGAMENTOS UTERO-SACROS

b

Sem uso de hormonio Uso de horménio

[ ro [EEE Lus

12

FONTE: O autor (2019).
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FIGURA 11 — IMPLANTE DE ENDOMETRIOSE COM PRESENCA DE FILETES NERVOSOS
IDENTIFICADOS COM PGP 9,5 (SETAS), AUMENTO DE 100X

FONTE: NEOPATH (2019).
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FIGURA 12 — IMPLANTE DE ENDOMETRIOSE SEM PRESENCA DE FILETES NERVOSOS,
AUMENTO 100X

FONTE: NEOPATH (2019).

Comparagédo das fibras nervosas das demais topografias avaliadas
(TABELAS 8,9, 10 e 11).
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TABELA 8 — COMPARAGAO DE IMPLANTE DE ENDOMETRIOSE COM E SEM TRATAMENTO
HORMONAL NA FOSSA OVARIANA E FUNDO DE SACO ANTERIOR EM UMA MESMA PACIENTE

Local n Mediana Minimo Maximo p*
Hormonio nao
RECEPTOR ESTROGENIO FO 14 3,5 0 9

FSA 14 4 0 9 0,575
RECEPTOR PROGESTERONA FO 14 9 6 12
(estroma)

FSA 14 9 4 12 0,249
FIBRAS NERVOSAS FO 15 1 0 12

FSA 15 2 0 10 0,807
Hormoénio sim
RECEPTOR ESTROGENIO FO 5 4 2 9

FSA 5 9 2 12 0,273
RECEPTOR PROGESTERONA FO 5 12 9 12

FSA 5 12 9 12 -
FIBRAS NERVOSAS FO 5 1 1 3

FSA 5 4 1 8 0,144

*Teste ndo-paramétrico de Wilcoxon, p<0,05

FONTE: O autor (2019).

TABELA 9 — COMPARAGAO DE IMPLANTE DE ENDOMETRIOSE COM E SEM TRATAMENTO

HORMONAL NA FOSSA OVARIANA X OVARIO EM UMA MESMA PACIENTE

*

Local n Mediana Minimo Maximo p
Hormonio nao
RECEPTOR ESTROGENIO FO 7 6 2 12

Ovario 7 6 0 9 0,345
RECEPTOR PROGESTERONA FO 7 12 6 12

Ovario 7 9 0 12 0,109
FIBRAS NERVOSAS FO 6 4,5 0 12

Ovario 6 0 0 3 0,043
Hormonio sim
RECEPTOR ESTROGENIO FO 4 3,5 1, 6,0

Ovario 4 6 3 9 0,109
RECEPTOR PROGESTERONA FO 5 4 0 12

Ovario 5 9 9 12 0,109
FIBRAS NERVOSAS FO 5 1 0 4

Ovario 5 0 0 0 0,109

*Teste ndo-paramétrico de Wilcoxon, p<0,05

FONTE: O autor (2019).

Ao comparar os implantes das fossas ovarianas com os ovarios, houve uma

reducdo significativa no numero de fibras nervosas no grupo com tratamento

hormonal.
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TABELA 10 — COMPARAGAO DE IMPLANTE DE ENDOMETRIOSE COM E SEM TRATAMENTO
HORMONAL NO FUNDO DE SACO ANTERIOR X LIGAMENTO UTERO-SACRO

Local n Mediana Minimo Maximo p*
Hormonio nao
RECEPTOR ESTROGENIO FSA 18 3,5 0 9

LUS 18 4 0 12 0,300
RECEPTOR PROGESTERONA FSA 18 9 2 12

LUS 18 12 4 12 0,735
FIBRAS NERVOSAS FSA 18 3 1 14

LUS 18 7,5 0 80 0,031
Hormoénio sim
RECEPTOR ESTROGENIO FSA 8 4 0 12

LUS 8 4 2 9 0,673
RECEPTOR PROGESTERONA FSA 8 10,5 4 12

LUS 8 9 4 12 0,715
FIBRAS NERVOSAS FSA 7 2 1 8

LUS 7 3 0 10 0,554

*Teste ndo-paramétrico de Wilcoxon, p<0,05
FONTE: O autor (2019).

Ao comparar as fibras nervosas presentes nos implantes de endometriose no
fundo de saco anterior e ligamentos utero-sacros de uma mesma paciente com
tratamento hormonal X sem tratamento hormonal, foi observado uma redugao nas
fibras nervosas nos ligamentos utero-sacros das pacientes que estavam em uso de
tratamento hormonal. Esta reducgéo foi estatisticamente significativa. Por outro lado,
nao foi observado diferengas na comparagao dos receptores hormonais nos grupos

com e sem o tratamento hormonal.

TABELA 11 — COMPARACAO DE IMPLANTE DE ENDOMETRIOSE COM E SEM TRATAMENTO
HORMONAL NO LIGAMENTO UTERO-SACRO X OVARIO

Local n Mediana Minimo Maximo p*
Hormoénio néao
RECEPTOR ESTROGENIO LUS 9 4 2 9

Ovério 9 6 2 6 0,463
RECEPTOR PROGESTERONA LUS 9 12 6 12

Ovério 9 12 9 12 0,686
FIBRAS NERVOSAS LUS 9 6 0 80

Ovario 9 0 0 2 0,028
Hormoénio sim
RECEPTOR ESTROGENIO LUS 6 6 2 12

Ovério 6 5 3 8 0,465
RECEPTOR PROGESTERONA LUS 6 9 9 12

Ovario 6 10,5 9 12 0,593
FIBRAS NERVOSAS LUS 5 2 0 10

Ovario 5 0 0 0 0,068

*Teste nao-paramétrico de Wilcoxon, p<0,05
FONTE: O autor (2019).
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Ao comparar os implantes de endometriose dos ligamentos utero-sacros
com as lesdes ovarianas, foi observado novamente uma reducdo das fibras
nervosas dos ligamentos utero-sacros nas pacientes que estavam em uso de

tratamento hormonal.

4.4 COMPARACAO DOS RECETORES HORMAONAIS DE ESTROGENIO E
PROGESTERONA NAS DIFERENTES TOPOGRAFIAS

Para implante de endometriose, para cada local avaliado, testou-se a
hipétese nula de que os resultados de estrogénio sao iguais aos resultados de
progesterona, versus a hipotese alternativa de resultados diferentes. Na tabela
abaixo sdo apresentadas estatisticas descritivas dos horménios de acordo com o
local e os valores de p dos testes estatisticos (TABELA 12, FIGURAS 11 e 12).

TABELA 12 - COMPARAGAO DOS RECEPTORES HORMONAIS DE ESTROGENIO E
PROGESTETONA NAS LESOES ENDOMETRIOTICAS

Variaveis n Mediana Minimo Maximo p*
FO - RECEPTOR ESTROGENIO 39 35 0 12

FO ; RECEPTOR

PROGESTERONA 39 9 0 12 <0,001
FSA - RECEPTOR ESTROGENIO 35 3 0 12

FSA ; RECEPTOR

PROGESTERONA 3% 9 2 12 <0,001
FSP - RECEPTOR ESTROGENIO 11 2 0 9

FSP ] RECEPTOR

PROGESTERONA LU 6 12 0,003
LUS - RECEPTOR ESTROGENIO 49 5 0 12

LUS ] RECEPTOR

P OGESTERONA 49 12 4 12 <0,001
OVARIO - RECEPTOR

ESTROGENIO 22 6 0 12

OVARIO ] RECEPTOR

PROGESTERONA 22 9 0 12 <0,001

*Teste ndo-paramétrico de Wilcoxon, p<0,05
FONTE: O autor (2019).

Ao analisar a expressdo dos receptores hormonais de estrogénio e
progesterona nos implantes de endometriose das diferentes topografias, foi
observado uma predominancia expressiva e estatisticamente significativa dos
receptores hormonais de progesterona sobre os receptores hormonais de estrogénio

em todas as topografias analisadas.
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FIGURA 13 — RECEPTORES HORMONAIS DE E$TROGENIO IDENTIFICADOS EM FOCO DE
ENDOMETRIOSE POR IMUNOHISTOQUIMICA (NUCLEOS AMARRONADOS) EM AUMENTO DE
400X

FONTE: NEOPATH (2019).
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FIGURA 14 — RECEPTORES HORMONAIS DE PROGESTERONA IDENTIFICADOS EM FOCO DE
ENDOMETRIOSE POR IMUNOHISTOQUIMICA (NUCLEOS AMARRONADOS) EM AUMENTO DE

400X
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FIGURA 15 — SCORE DE ALLRED DOS RECEPTORES HORMONAIS DE ESTROGENIO E
PROGESTERONA EM IMPLANTES DE ENDOMETRIOSE NAS DIFERENTES TOPOGRAFIAS

FONTE

Receptor (mediana)

14 -

p < 0,001
12

10 -

p < 0,001 p < 0,001 p = 0,003 p < 0,001

FO FSA FSP LUS Ovidrio

B Estrogenio M Progesterona

FONTE: O autor (2019).
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5 DISCUSSAO

Diversos estudos foram realizados buscando identificar fibras nervosas no
endométrio e/ou em lesdes endometridticas, seja com o intuito de buscar um
possivel marcador diagnostico para endometriose como no primeiro caso, ou
buscando correlacionar os sintomas de dor e a presenca de fibras nervosas nessas
lesdes (Tokushige et al., 2007; Zhang et al. 2009; Medina et al., 2009; Ellett et al.,
2015). No entanto, uma possivel interferéncia do uso de horménios e suas
repercussdes nessas lesdes ainda foi pouco estudado. Um dos pilares do
tratamento da endometriose - que visa melhorar a dor e a qualidade de vida da
paciente, inclui a utilizacdo de horménios - como progestagenos isolados ou
anticoncepcionais orais combinados, como preconizado pelo Ministério da Saude,
segundo portaria de 2016. Diversos mecanismos estao implicados na génese da dor
nessas pacientes e a interferéncia do tratamento hormonal nessas lesdes podem
colaborar com a compreensao e no tratamento dessas pacientes.

Em nosso trabalho, foi identificado a presenca de fibras nervosos em
todas as topografias analisadas: fossa ovariana, fundo de saco anterior e posterior,
ligamento utero-sacro e ovario. Tal fato esta de acordo com a literatura, onde
diversos trabalhos anteriores ja demonstraram a presencga de fibras nervosas em
lesdes endometridticas. Ao analisar cada topografia separadamente, observamos
que nos ovarios (endometriomas) um numero substancialmente menor de fibras
nervosas foi encontrado - somente em 5 das 22 pacientes foram identificadas fibras
nervosas. Estudos prévios demonstraram uma auséncia de fibras nervosas em
lesdes ovarianas ou menor quantidade quando comparados a outros sitios de
endometriose ou endometriose peritoneal. Al-fozan et al. (2004) pesquisaram fibras
nervosas em lesdbes ovarianas — cisto dermoide e endometriomas, e nao
identificaram nenhuma fibra nervosa nessas lesées (AL-FOZAN et al., 2004). Porém,
estudos posteriores demonstraram a presenga de fibras nervosas em alguns
endometriomas e que tal fato poderia estar relacionado a dor pélvica nessas
pacientes. Tokushigue et al. (2009) descreve a presenga de fibras nervosas no
endometrioma ovariano, utilizando o mesmo reagente PGP 9,5 para identificar as
fibras nervosas nessa lesdo. Ainda utilizando o mesmo marcador, Zhang et al. (
2010) ao analisar amostras de 61 pacientes com endometriose ovariana,

identificaram que o aumento da densidade das fibras nervosas nessas lesdes estava
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associada a maior quantidade de aderéncias pélvicas e dor nessas pacientes,
enquanto em pacientes que apresentavam menos fibras nervosas (ou nenhuma
fibra) tinham menos dor (ZHANG et al., 2010).

Por outro lado, ao avaliar as fibras nervosas em cada topografia, ficou
evidente que os implantes nos ligamentos utero-sacros apresentaram uma
quantidade maior de fibras nervosas quando comparados as outras localizagdes. Em
um estudo sobre anatomia e histologia dos ligamentos uterossacros, Ramanah et al.
(2009) demonstraram que esse ligamento é constituido de tecido conjuntivo, fibras
nervosas, vasos sanguineos e tecido adiposo (RAMANAH et al., 2009). Sendo
assim, € esperado que identifiquemos algumas fibras nervosas nessas lesdes. No
entanto, a quantidade de fibras nervosas encontradas nessas lesbes ¢é
sensivelmente superior as fibras nervosas identificadas nas outras localizagoes.
Kelm et al. (2008) pesquisaram a presenca de fibras nervosas em ligamentos
uterossacros de pacientes com e sem endometriose e identificaram que a presenca
de fibras nervosas nos ligamentos das pacientes com endometriose era superior
quando comparado a mesma topografia em pacientes sem endometriose (KELM et
al., 2008).

Em nosso trabalho, em uma avaliagao inicial, o tratamento hormonal nao
influenciou a quantidade das fibras nervosas nos implantes de pacientes que
estavam em uso de tratamento hormonal previamente a cirurgia quando
comparados as pacientes que estavam sem horménio em qualquer topografia
isoladamente — ao menos com significancia estatistica. Dentre outros estudos,
Tokushigue et al. (2009) demonstraram em estudo prévio que a densidade das fibras
nervosas identificadas com o reagente PGP 9,5 foi menor em pacientes tratadas
com hormodnio (seja progestageno isolado ou anticoncepcionais orais combinados)
previamente a cirurgia quando comparadas as pacientes sem tratamento. Uma
hipotese para a discordancia de resultados pode ser a metodologia para quantificar
as fibras nervosas nessas lesdes. Embora o reagente utilizado para
imunohistoquimica tenha sido o mesmo, em nosso trabalho foi quantificado o
numero de fibras nervosos por campo de grande aumento, enquanto Tokushigue et
al. (2009) avaliaram a densidade de fibras por mm2.

No entanto, ao fazer uma segunda analise, e comparar as fibras nervosas
dos implantes de diferentes topografias de uma mesma paciente, identificamos que

no grupo sem o tratamento hormonal, as lesdes dos ligamentos utero-sacros
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apresentavam um numero significativamente maior de fibras nervosas. Desse modo,
pode-se inferir uma interferéncia do tratamento hormonal nas fibras nervosas,
reduzindo-as, principalmente no sitio onde a presenga e expressdo de fibras nervosas é
maior. Tal fato também foi identificado ao comparar as fibras nervosas nos implantes
das fossas ovarianas com o0s ovarios — nas quais o tratamento hormonal mostrou
uma redugao significativa nas fibras nervosas quando comparado ao grupo sem
tratamento hormonal. Desse modo, o efeito do tratamento hormonal parece estar
diretamente relacionado a quantidade de fibras nervosas nos implantes (nos ovarios,
a presenca de fibras nervosas € pequena) — quanto mais fibras nervosas em
determinada topografia, maior a possibilidade do tratamento hormonal reduzir essas
fibras nervosas.

Com relagdo aos receptores hormonais, o tratamento clinico com
progestagenos isolados ou anticoncepcionais orais combinados nao influenciou na
expressao dos receptores nas diversas topografias de endometriose avaliadas.
Entretanto, ao avaliar a expressao dos receptores hormonais de estrogénio e
progesterona em cada les&o, observou-se uma expressao bem maior dos receptores
hormonais de progesterona em todas as topografias analisadas, quando comparado
a expressao dos receptores de estrogénio. O predominio dos receptores hormonais
de progesterona foi estatisticamente superior em todas as topografias: fossa
ovariana (FO), fundo de saco anterior (FSA), fundo de saco posterior (FSP),
ligamento utero-sacro (LUS) e Ovarios. Desse modo, nota-se algo interessante, uma
vez que a endometriose € sabidamente uma doencga estrogénio dependente. Bulun
et al., 2012 ja demonstraram que implantes peritoneais de endometriose exibem
expressao dos REP superior quando comparados as células endometriais normais.
Os achados encontrados em nosso trabalho podem indicar um papel mais relevante
da progesterona e dos receptores de progesterona - tanto no estabelecimento da
patologia quanto na manutengdo da doenca e, consequentemente, no
direcionamento do tratamento clinico, corroborando a importdncia dos
progestagenos nas suas diferentes apresentagdes no alivio da dor cronica dessas
pacientes. Estudos futuros devem ser encorajador para elucidar melhor a real
contribuicdo dos receptores de progesterona na génese e fisiopatologia da
endometriose.

Na literatura atual, poucos trabalhos avaliando receptores hormonais em

focos de endometriose foram encontrados. Desses trabalhos, nenhum avaliou
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relacdo dos receptores E/P (Estrogénio/Progesterona) e a influéncia do tratamento
hormonal nesses implantes, o que torna esse trabalho pioneiro nesse sentido. Com
o resultado, identificamos que a progesterona e, principalmente os receptores
hormonais de progesterona, podem ter um papel mais relevante na fisiopatologia da
endometriose do que creditado até o momento.

O uso de moduladores dos receptores de progesterona no tratamento de
patologias ginecoldgicas uterinas — como miomatose uterina e endometriose, ja foi
descrito. Os beneficios dessa medicagdo na endometriose estariam vinculados ao
potencial antiproliferativo que esses compostos apresentam, bem como a indugao
da apoptose, levando a reducao dos focos de endometriose. Esses mesmos efeitos
também estariam associados a diminuigdo do volume dos miomas uterinos. No
entanto, devido a possiveis efeitos colaterais indesejaveis, e, principalmente pelo
fato de estarem pouco disponiveis em nosso meio (a grande maioria dessas
medicagbes tem efeito abortivo e ndo séo liberadas pela ANVISA) — fatores que
limitariam o seu uso, poucos estudos na endometriose estdo disponiveis nessa
classe de medicamentos. No entanto, em recente estudo realizado por Song et al.,
2018, demonstraram que comparado a gestrinoma, os efeitos colaterais do
mifepristone foi inferior ao grupo tratado com gestrinoma.

Os resultados obtidos em nosso trabalho justificam a retomada de estudos
direcionados a essa classe medicacdo na endometriose, possibilitando novas
perspectivas para o seu tratamento e, consequentemente, melhora da qualidade de
vida das pacientes acometidas por essa patologia.

Outro fato importante a ser considerado persiste na escolha do tratamento
hormonal na endometriose. Embora os anticoncepcionais orais combinados sejam
amplamente utilizados e apresentem boa resposta a dor em algumas pacientes —
principalmente devido a amenorréia, algumas pacientes apresentam resisténcia a
progesterona. Diversos autores descrevem que a presenga do estrogénio nessas
combinacdes favoreceria a estimulagcdo dos implantes de endometriose, o que
facilitaria o desenvolvimento da resisténcia a progesterona em alguns casos. Além
disso, estudos mais recentes confirmam uma melhor resposta a dor quando as
pacientes sao tratadas com progestagenos isolados, sendo a maior parte desses
estudos realizados com dienogeste. Desse modo, e com os achados desse trabalho,
cada paciente deve ter seu tratamento individualizado e, quando possivel, avaliar a

resposta ao tratamento com progestagenos isolados inicialmente.
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Nosso estudo tem suas limitagdes. Por se tratar de um estudo com coleta de
dados historico, nem todas as pacientes apresentavam as lesées em todas as
topografias analisadas, fazendo com que algumas lesdes ndo fossem passiveis de
comparagdo, o que pode ter um viés de interpretacdo na analise de algumas
localizagbes devido ao limitado numero e variabilidade da amostra em alguns sitios
especificos. Outro ponto a ser considerado, é a limitagdo de mais dados clinicos —
nao foi possivel avaliar a intensidade da dor dessas pacientes previamente para
uma comparagao mais acurada entre a clinica de dor e a presenca de fibras
nervosas. Embora o patologista que analisou as amostras tenha grande experiéncia
em endometriose, a andlise das laminas nao foi revisada por outro patologista.

Os resultados obtidos com esse estudo confirmam a presenca de fibras
nervosas em implantes de endometriose e uma possivel colaboragdo desses na
génese da dor e mostram que o tratamento hormonal pode reduzir a quantidade de
fibras nervosas em implantes de endometriose. Além disso, demonstrou-se a maior
expressao de receptores hormonais de progesterona nos focos de endometriose
quando comparados aos receptores de estrogénio nas mesmas topografias, o que
pode direcionar para um novo caminho e novas perspectivas de estudos para o
tratamento da endometriose com o objetivo de melhora da qualidade de vida dessas
pacientes. Novos estudos devem ser estimulados utilizando moduladores de

receptores de progesterona na endometriose para avaliar seus possiveis beneficios.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir que as fibras nervosas estao
presentes nos implantes de endometriose das fossas ovarianas, fundo de saco
anterior e posterior, ligamentos utero-sacros e também no ovario.

Os ligamentos utero-sacros foram os locais com maior numero de filetes
nervosos e o tratamento hormonal reduziu a quantidade de fibras nervosas nesse
local.

Os receptores hormonais de estrogénio e progesterona sdo encontrados nos
implantes de endometriose das fossas ovarianas, fundo de saco anterior e posterior,
ligamentos utero-sacros e no ovario. Os dados analisados indicam que os
receptores de progesterona sao predominantes nesses implantes.

O tratamento hormonal nado influenciou a expressdo dos receptores

hormonais nas topografias avaliadas.
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ANEXO 2 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TR , portadora do
RG e , declaro que concordo em disponibilizar os
dados referentes a minha doenca e o video da minha cirurgia para eventuais
PUBLICACOES CIENTIFICAS e APRESENTACOES EM CURSOS E
CONGRESSOS.

Estou ciente de que nunca terei meu nome divulgado, que os resultados sao
confidenciais e que serdo utilizados unicamente para fins de ensino e pesquisa.
Autorizo a divulgagao dos resultados e da evolugéo clinica das analises realizadas.
Sei que tenho liberdade de recusar a disponibilizacdo desses dados sem que isso

traga nenhum prejuizo ao meu tratamento.

Assinatura da paciente
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ANEXO 3 — TECNICA IMUNOISTOQUIMICA

O material € incluido em parafina e sdo realizados cortes de 4 micrébmetros
sobre laminas silanizadas. A seguir, os cortes s&o submetidos a desparafinizagéo,
hidratacdo e recuperagdo antigénica em tampao citrato (Ph 6.0) por 20 minutos.
Apds banho em tampéao fosfato, € realizado o bloqueio da peroxidase enddgena
mergulhando-se as laminas em perdéxido de hidrogénio a 3% em agua destilada
durante 5 minutos (2 banhos). Em seguida os cortes sao incubados com o anticorpo
adequado ao estudo na diluigdo correspondente, permanecendo overnight em
geladeira a temperatura média de 4°C. Apods banho em tampao fosfato, os cortes
sao incubados com o Advance HRP Link por 30 minutos em temperatura ambiente.
Novo banho em tampao fosfato e os cortes sédo incubados no Advance HRP Enzyme
também em temperatura ambiente por 30 minutos. A marcagao é revelada com o
cromoégeno diaminobenzidina, dando uma coloragdo marrom a marcagao positiva
dos citados anticorpos. As laminas s&o entdo contra-coradas com hematoxilina e

cobertas com laminulas de vidro utilizando-se balsamo do Canada.



