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RESUMO

Endometriose € uma doenca estrogénio dependente que, entre seus sintomas mais
comuns, estdo dor pélvica e infertilidade. Afeta até 15% das pacientes em idade
reprodutiva e até 50% das pacientes inférteis. A etiopatogenia ainda ndo é bem
clara, mas ha evidéncias do envolvimento de componentes genéticos. O microRNA
135a e 135b (miR135) silencia a expressao génica e 0 aumento na expressao do
miR135 diminui a expressao do HOXA 10, um importante mediador da receptividade
endometrial e implantacdo. MicroRNAs tém sua expressdo alterada no endométrio
de mulheres com endometriose quando comparado com o endométrio de mulheres
sem a doenca. Considerando que varios genes sdo conhecidos por terem sua
expressao alterada no endométrio topico quando comparado ao endométrio ectopico
das pacientes com endometriose, foi analisado a expressdo do miR135 neste dois
tecidos endometriais na mesma paciente em diferentes fases do ciclo menstrual.

Ap6s aprovagdo pelos Comités de Etica em Pesquisa do Hospital Sdo Lucas da
PUCRS e da Santa Casa de Porto Alegre, foram realizadas biopsias endometriais e
exérese de lesdes de endometriose de trinta e uma pacientes submetidas a cirurgia
no periodo de marco de 2013 a maio 2014 para diagnostico ou tratamento de
endometriose Oito pacientes foram excluidas devido a niveis de mRNA muito
baixos. As amostras foram divididas de acordo com o ciclo menstrual, fase
proliferativa, dia 1 a 14 (n=11) e fase secretora, dia 15 a 28 (n=12). Para a detecc¢éo
de miRNA foi utilizado o método poly (A) RT-PCR utilizando o kit Invitrogen NCode
mMIiRNA first-strand cDNA synthesis MIRC-50 kit (Invitrogen, California, USA). A
transcricdo génica foi amplificada por PCR em tempo real, utilizando o aparelho AB
7500 (Applied Biosystems, Califérnia, USA). Foram utilizados oligonucleotideos
iniciadores especificos para o miR135a e 135b e oligonucleotideo iniciador universal.
Para determinar a expresséo relativa, foi utilizado o gene U6. Niveis relativos de

27AACt - Apalise estatistica foi

MRNA foram apresentados utilizando a formula
realizada utilizando o teste de Mann Whitney, considerando como significativo um
p<0,05.

Vinte e trés pacientes tiveram suas amostras analisadas. Todas as amostras
expressavam niveis de miR135a e miR135b. Comparando o endométrio ectopico
com o endométrio topico ndo houve diferenca na expressdo do microRNA. Quando

as pacientes foram divididas nas diferentes fases do ciclo menstrual, observou-se




gue durante a fase secretora, a expressao do miR135a e miR135b foi menor do que
na fase proliferativa.

Em conclusdo, microRNAs estdo envolvidos na receptividade endometrial e ha
evidéncia da relacdo entre o miR135a e miR135b com HOXA10, um gene
sabidamente diminuido na endometriose e relacionado a implantagdo embrionaria.
Neste trabalho, foi demonstrado uma expressdo semelhante do miR135 no
endométrio ectopico em comparagdo com o endométrio topico e uma diminui¢ao
nesta expressdo quando comparado a fase secretora com a proliferativa,
provavelmente devido a baixos niveis de estrogénio e altos niveis de progesterona

presentes nesta fase.

Palavras chave: Endometriose; microRNA; miR135a; miR135bh; HOXA10:;
Implantacao; Infertilidade.




ABSTRACT

Endometriosis is a well know estrogen dependent disease and it's most common
symptoms are severe pelvic pain and infertility. It affects up to 15% of patients on
reproductive age and up to 50% of infertile patients. Its pathogenesis still unclear and
there is evidence for a role of genetic components. The microRNA135a and 135b
(miR135) silence gene expression and increased miR135 down-regulated HOXA 10,
a key mediator of endometrial receptivity and implantation. MiRNA are aberrantly
regulated in the endometrium of women with endometriosis when compared to the
endometrium of disease free women. Considering that several genes are known to
be differentially expressed in eutopic and ectopic endometrium of women with
endometriosis, we analyzed the expression of miR135 in the ectopic endometrium,
compared with the expression in the eutopic from the same patients, and also
evaluate if there is different levels of expression during the menstrual cycle. We
evaluated thirty one subjects who underwent surgery from March 2013 through May
2014 for diagnosis or treatment of endometriosis, they had endometrium and
endometriosis lesions biopsies taken. Approval was obtained from the PUCRS and
Santa Casa Hospital Investigations Committee. Eight subjects were excluded due to
low levels of MRNA. The samples were divided according to the menstrual cycle as
follows: proliferative, day 1-14 (n=11) and secretory, day 15-28 (n=12). For miRNA
detection, we used the poly (A) RT-PCR method using Invitrogen NCode miRNA first-
strand cDNA synthesis MIRC-50 kit (Invitrogen, California, USA). Gene transcripts
were amplified by real-time PCR using the AB 7500 (Applied Biosystems, California,
USA) with the forward specific primers to miR135a and miR135b and the universal
reverse primer complementary to the anchor primer. U6 small nuclear RNA was used
as a control to determine relative miRNA expression.

Relative mRNA level was presented using the formula 272", Statistical analysis was
performed using unpaired Mann Whitney test for the ectopic vs. eutopic endometrium
samples and for comparison between different phases of the menstrual cycle. All the
analyses considered a p< 0.05 as significant.

Tweenty three patients submitted to laparoscopic surgery for diagnosis or treatment
of endometriosis had endometrium biopsy taken and excision of endometriosis
lesions. All endometriosis lesions samples expressed miR135a and miR135b.

Comparing with the eutopic endometrium, there weren’t difference on its expression.




When the subjects were divided by the menstrual cycle phase, during the secretory
phase the expression of mirl35a and 135b was lower in the ectopic endometrium
comparing to the proliferative phase.

MicroRNA is involved in endometrial receptivity, and there is evidence of a relation
between miR135a and miR135b with HOXA10, a well know gene that is down
regulated in women with endometriosis and has a strong influence on embryo
implantation. Here we showed similar expression levels of miR135a and miR135b in
the ectopic endometrium when compared with eutopic endometrium. However, we
detected a lower expression of miR135 during the secretory phase that is likely due
to physiological lower levels of estrogen and higher levels of progesterone during this

phase.

Key Words: Endometriosis; microRNA; miR135a; miR135b; HOXA10; Implantation;
Infertility
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1. INTRODUCAO

A endometriose foi inicialmente descrita em 1860 e hoje, mesmo com
diversos estudos publicados, ndo é possivel elucidar ao certo sua etiopatogenia.
Sabe-se que é uma doenca horménio dependente e progressiva, e também que sua
fisiopatologia sofre influéncia de fatores ambientais, hormonais, imunolégicos e
genéticos (1,2,3,4,5).

Muita atencdo tem sido voltada para a influéncia do HOXA10, um gene
relacionado a embriogénese do Utero, em relacdo a patogénese da endometriose.
Assim como as lesbes de endometriose, a expressao deste gene também sofre
influéncia hormonal e tem sua expressdo ciclica nas diferentes fases do ciclo

menstrual (6, 7, 8).

As maiores taxas de infertilidade e indices mais altos de falha de implantagéo
em pacientes com endometriose podem ser devido a niveis mais baixos de HOXA10
no endométrio destas pacientes, especialmente na fase secretora média do ciclo
menstrual. Este mesmo gene tem sua expressdo diminuida nas lesbGes de
endometriose em comparacdo com o endométrio topico da mesma paciente
(9,10,11,12).

MicroRNAS (miRNAs) sdo pequenas por¢des ndo codificadas de RNA que
contém ao redor de 22 nucleotideos e sdo essenciais para regulacao génica, sendo
capazes de regular varios genes ao mesmo tempo e cada gene pode ser regulado
por diferentes miRNAs (13). A acdo que cada miRNA desenvolve, esta associada
com varios processos fisiologicos e a alteracdo na expressdo de miRNAs esta

envolvida com a patogénese de inimeras doencgas (14).

Varios miRNAs ja foram identificados em diferentes 6rgdos do trato reprodutor
feminino e sua expresséo relaciona-se ao funcionamento normal deste sistema. Da
mesma forma, ao detectar uma expressdo andmala de algum miRNA em
determinado 6rgdo, poderia haver o desenvolvimento de distintas doencas.

Desordens endometriais, tais como, alteragdo na receptividade endometrial,
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sangramento uterino anormal e endometriose parecem ser oriundas de alteracdes

na homeostase molecular e celular do endométrio (15).

Diversos estudos ja identificaram miRNAs no endométrio ectdpico e sugerem
gue eles estejam relacionados com a fisiopatologia da endometriose, devido a sua
expressdo alterada quando comparada com o endométrio topico (16,17).
Mecanismos fisiolégicos envolvidos no desenvolvimento das lesbes de
endometriose, como adesdo celular, migracdo e proliferacdo, sdo, sabidamente,
regulados por genes que por sua vez, sao regulados por inumeros microRNAs
(18,19).

O miRNA135 (miR135a e miR135b) j& foi relacionado com o gene HOXA10
em pacientes com endometriose. Foi demonstrado que pacientes com endometriose
tém aumento na expressdo deste miRNA enquanto o HOXAL10 tem sua expressao
diminuida. Também foi observado que o HOXA10 tem sua expressao alterada no
endométrio de pacientes com endometriose regulado pelo miRNA135a e 135b,
provando o papel do HOXA10 na patogénese da endometriose e sua associacao
com este miRNA especifico (20). O mirl35, por também apresentar alteracdo na sua
expressao nas diferentes fases do ciclo menstrual, pode sofrer influéncia hormonal e
pode estar relacionado com altera¢des na implantacdo embrionéria, que ocorrem no

periodo da janela de implantacéo (20, 21).

A acdo do HOXA10 na endometriose e sua relacdo com o miR135 ja foram
demonstradas, no entanto a expressao deste miRNA especifico nunca foi analisada

no tecido endometrial ectopico.




Referencial Tedrico 18

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 ENDOMETRIOSE

A endometriose foi, inicialmente, descrita em 1860 e, ainda hoje, ndo € bem
elucidada no que tange a sua etiopatogenia (1). E uma doenca progressiva,
dependente de estrogénio, que se manifesta pela presenca de tecido endometrial
(epitélio glandular e/ou estroma) fora da cavidade uterina, sendo que os locais mais
frequentes de implantacdo s@o as visceras pélvicas e o peritdnio. O aspecto das
lesbes e o tamanho podem variar, desde lesdes microscopicas ou pequenos pontos
avermelhados na superficie peritoneal até cistos endometridticos macicos que
distorcem a anatomia tubo ovariana e formam extensas aderéncias. A forma grave
da doenca pode envolver bexiga, intestino, ureter, septo retovaginal e, até mesmo,

orgaos nao pélvicos, como pulmao, pericardio e cérebro (2).

2.1.1 Epidemiologia da endometriose

A prevaléncia da doenca ndo é exatamente conhecida, pois o estudo
histopatolégico por meio de cirurgia € fundamental para o seu diagnostico. No
entanto, estima-se que a endometriose afete de 5 a 10% das mulheres em idade
reprodutiva e de 35 a 50% das mulheres que apresentam dor pélvica, infertilidade ou
ambos (3,4,5). A maior incidéncia €, sem duvida, ha menacme, mas ja foi descrita

em adolescentes e, também, em mulheres na pés-menopausa (22).

O diagnostico pode levar muitos anos para ser estabelecido, pois a variedade
de sinais e sintomas sao fatores de confusdo com outras doencas. A média de
tempo para diagndstico € de 11,7 anos nos Estados Unidos e 8 anos no Reino Unido
(23).
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A alta prevaléncia desta doenca chama a aten¢do para os gastos em saude
publica que se tornam cada vez mais altos, assemelhando-se a outras doencgas

cronicas, como diabete mellitus e artrite reumatoide (24).

Os fatores de risco incluem menarca precoce, ciclos menstruais de curta
duragao, menstruagao com fluxo mais intenso e de maior duragao, aspectos estes
relacionados com maior chance de fluxo retrogrado (25, 26, 27). Tem sido, ainda,
relacionado com mulheres caucasianas altas e magras mais susceptiveis ao
estresse, e que fazem uso abusivo do alcool e cafeina (28). A historia familiar
também é um importante fator de risco. Um estudo avaliou 750 mulheres com
endometriose e constatou um risco aumentado de 5,2 vezes para irmas e 1,56 vezes
para primas, sejam essas de origem maternas ou paternas. Outro estudo mostra um
risco 7,2 vezes maior entre maes e filhas (29). Constata-se que ha na literatura uma
grande discrepancia nos dados epidemioldgicos referentes a incidéncia e

prevaléncia da endometriose.

Alguns estudos referem que mulheres com endometriose apresentam um
maior risco de desenvolver neoplasias pélvicas. Os tumores ovarianos,
principalmente de células claras, sdo os mais associados a endometriose, no
entanto, diversos estudos ja buscaram relacionar a endometriose com tumores de

mama, linfoma n&o Hodgkin e melanoma (30, 31, 32, 33, 34, 35).

2.1.2 Apresentacéo clinica

A principal sintomatologia apresentada é dor representada pela dismenorreia,
dispareunia ou, mesmo, dor pélvica crbnica. Além disso, a dor, muitas vezes, vem
acompanhada de infertilidade. Entretanto, a doenca pode se apresentar de forma
assintomatica sendo achado ocasional em pacientes submetidas a cirurgia por

outras causas.

A dor pode ser causada por inflamacéo peritoneal local, infiltragdo profunda
com leséo tecidual, formacdo de aderéncias, espessamento fibrético, e presenca e

acumulo de sangue menstrual nos implantes endometrigticos (36, 37).
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A dismenorreia pode ser primaria ou secundaria. Um fator de forte suspeicao
sédo mulheres adultas que iniciam com dor ap6s anos sem apresentar esta queixa. A
dor nem sempre é localizada no baixo ventre, pois a distribuicdo da doenca na
cavidade pélvica pode levar a sintomas locais por envolvimento intestinal, vesical e

ureteral (2).

A dispareunia, frequentemente, ocorre devido ao comprometimento do fundo
de saco vaginal, comprometimento do septo reto vaginal ou por aderéncias pélvicas
que causam desconforto, principalmente na penetracdo profunda. Pacientes com
comprometimento vesical ou ureteral podem apresentar hemataria e aquelas com
comprometimento intestinal podem apresentar sangue nas fezes, constipagéao e dor

ao evacuar. Estes sinais e sintomas nao sao restritos ao periodo menstrual (2).

O exame fisico pode levantar algumas suspeitas, mas ha casos em que o
exame fisico € completamente normal. O exame pélvico pode revelar nédulos no
fundo de saco posterior, dor a mobilizagdo do utero, ou mesmo imobilidade com
retrofixacdo devido a aderéncias ao fundo de saco. Os anexos podem estar
dolorosos e aumentados de volume pela presenca de endometriomas. Implantes
endometriéticos, muitas vezes, podem ser vistos no colo uterino, fundo de vagina,

em cicatriz de cesarea ou outra cirurgia pélvica abdominal (2).

Além do exame clinico, a ultrassonografia transvaginal ou transretal pode
ajudar no diagndstico por meio da visualizacdo ndo apenas dos endometriomas,
mas também dos nddulos intestinais ou espessamento nos ligamentos Utero sacros.
A ressonancia magnética apresenta a mesma capacidade diagnostica que a
ultrassonografia transvaginal e transretal para diagndstico de endometriose
intestinal, mas parece ter maior sensibilidade no diagnéstico de endometriose no

ligamento Utero sacro e no septo reto vaginal (38, 39, 40).

O principal marcador sérico que parece ter alguma relagdo com a
endometriose € o CA-125. E um marcador encontrado em estruturas derivadas do
epitélio celédmico e comum a maioria dos carcinomas ovarianos epiteliais nao
MuCIin0sS0s. Sua expressao parece estar aumentada em endometriose grave, mas
nao tem relacdo com o diagnostico da doenca. O CA-125 é util no seguimento da

paciente, pois 0 aumento do nivel sérico sugere recorréncia da doencga (41).
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2.1.3 Etiologia

Muitos estudos ja foram realizados na tentativa de elucidar por completo a
fisiopatologia desta doenca, porém o desenvolvimento preciso ainda ndo é bem
compreendido. Atualmente, ha evidéncias de que ha envolvimento de componentes
ambientais, hormonais, imunolégicos e genéticos (2). Existem diversas evidéncias
gue comprovam que a endometriose tem um componente genético e € influenciada
por fatores epigenéticos e células tronco (42,43). A fundamentagdo para explicar
essa possivel fisiopatologia tem sido cada vez mais estudada, uma evidéncia dessa
relacdo genética € a maior incidéncia de endometriose (até 7 vezes) em parentes de
primeiro grau de portadoras da doenca. Esta maior incidéncia também foi

demonstrada em gémeas monozigéticas (29,44,45).

Existem diversas teorias para explicar a patogénese da doenca, entre elas:

a) Menstruacéo retrograda: Proposta por Sampson em 1921, ainda hoje, é a teoria
mais aceita. Baseia-se na suposicdo de que a endometriose € causada pela
implantacdo de células endometriais por regurgitacdo transtubaria durante a
menstruacdo. Entre os achados que sustentam essa teoria esta a presenca de
células endometriais no liquido peritoneal em 59-79% das mulheres durante a
menstruacdo, comprovando a menstruacdo retrograda, sendo mais comum em
pacientes com endometriose e a maior frequéncia da doenga nas por¢des inferiores

da pelve em que as células refluidas chegariam mais facilmente (46, 47, 48, 49, 50).

No entanto, algumas evidéncias atuais corroboram contra essa teoria, pois a
menstruacao retrograda ocorre em 90% das mulheres, enquanto a prevaléncia de
endometriose € ao redor de 10%. Além disso, as células endometriais ectdpicas sao,
funcionalmente, diferentes das células endometriais topicas e ndo ha nenhuma
comprovacédo de que as células endometriais encontradas no fluido peritoneal sejam

capazes de formar implantes na superficie peritoneal (51, 52, 53).
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b) Metaplasia Celémica: Baseia-se na transformacao do epitélio celdmico, que sédo
células totipotenciais, em tecido endometrial. Irritagbes repetidas do epitélio
celémico, associada a uma variedade de fatores comuns, como estimulos hormonais
ou infecciosos, podem induzir células celdmicas a essa diferenciacdo. Esta teoria

nao obteve forte suporte cientifico, mas pode contribuir em algum grau (54, 55, 56).

c) Teoria da Inducéo: Prop6e que fatores bioquimicos endégenos possam induzir a
transformacao de células peritoneais indiferenciadas em tecido endometrial. Nao foi

comprovada em mulheres e primatas, porém foi demonstrada em coelhas (57, 58).

d) Embrioldgica: Foi descrita no final do século XIX por Von Recklinghausen e
Russell, e pressupde que a endometriose se originaria de restos celulares
remanescentes dos ductos de Wolff ou dos ductos de Miller, os quais, por meio
especifico, sofreriam um processo de metaplasia e transformar-se-iam em tecido
endometrial. Essa explicacdo seria plausivel se considerarmos os raros casos de

endometriose encontrada em homens (59, 60).

e) Disseminacdo linfatica e hematogénica: Estas teorias foram propostas para
explicar a presenca de endometriose em locais fora da cavidade peritoneal. Seria
como uma disseminacdo metastatica por meio do sistema linfatico ou
hematopoiético. Esta teoria poderia explicar a endometriose encontrada em 6rgaos

distantes da cavidade pélvica como cérebro e pulméo (61).

f) Fator ambiental: Fatores ambientais envolvidos com o desenvolvimento da
endometriose tém sido amplamente estudados em modelos de primatas. Macacas
expostas a radiagéo e a dioxina desenvolveram endometriose, mas a aplicabilidade
destes achados ainda néo foi confirmada em humanos (62,63). Os quimicos mais
associados ao desenvolvimento da endometriose por exposicao ambiental sdo os

compostos que simulam agéo estrogénica (64).
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g) Fator imunolégico: Acredita-se que os fatores imunes também estejam
envolvidos neste processo. A doenca pode se desenvolver em virtude da reducgao
da eliminacdo imune de células endometriais viaveis da cavidade pélvica, por
reducdo da atividade das células NK ou pela ativacdo da atividade dos macrofagos,
com reducdo da fagocitose, podendo explicar essa contribuicdo (72,73,74). Além
disso, o fluido peritoneal de mulheres com endometriose apresenta altas
concentracbes de citocinas, fatores de crescimento e fatores angiogénicos,
derivados das lesdes, de produtos secretados pelos macréfagos e por outras células
do sistema imune que mediam a resposta inflamatoria e contribuem para o

estabelecimento da doenca (74,75,76,77).

h) Fator genético: Nos Ultimos anos, o fator genético na etiopatogenia da
endometriose tem sido amplamente discutido. Inicialmente, como ja citado
anteriormente, a importancia da historia familiar na incidéncia da doenga mostra que
h&a um componente genético envolvido. Nao foi identificado um padréo de heranca
Mendeliano especifico, postulando uma heranca multifatorial. Além disso, ja foram
descritos polimorfismos do gene do receptor do estrogénio e a delecdo de um exon
em varios mMRNA do receptor de progesterona envolvidos com a endometriose
(65,66). Alguns estudos mostram aneuploidias dos cromossomos 11, 16 e 17 em
tecidos endometrioticos e perda da heterozigosidade em um ou mais locais dos
cromossomos 9, 11 e 22 quando comparado ao endométrio eutépico de pacientes
com e sem endometriose (67,68,69,70,71). Estes achados sugerem o envolvimento
genético ainda pouco elucidado que esta presente no desenvolvimento e na

progressao da doenca.

Nos dultimos anos, tem-se discutido a acdo do HOXA10, um gene
sabidamente importante na formacdo do sistema reprodutor feminino, na

etipatogenia da endometriose. Este fator serd amplamente discutido a seguir.
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2.1.4 Tratamento

O tratamento deve ter dois objetivos: aliviar os sintomas de dor ou restaurar a
fertilidade (ou melhorar a infertilidade). E possivel que o objetivo seja tratar ambos

0S sintomas.

As formas de tratamento incluem a cirurgia com cauterizacdo e/ou exérese
das lesbes e/ou o0 uso de farmacos que atuam inibindo a hipdfise. No entanto, até
hoje, nenhum tratamento se mostrou 100% eficaz, conferindo uma alta taxa de
recorréncia a doenca (2,78). A taxa de recorréncia € dependente do estagio da
doenca, tempo de evolucdo e tipo de abordagem terapéutica prévia. A taxa de
recorréncia é ao redor de 5-20% em um ano, chegando a 40% apOs cinco anos
(79,80,81,82,83).

O objetivo do tratamento cirdrgico € excisar ou coagular todos os focos da
doenca e promover a lise das aderéncias por ela causadas utilizando tesoura ou
diferentes meios de energia. O procedimento cirargico deve ser o mais radical
possivel, para restabelecer a anatomia e 0 menos radical possivel na preservacdo
da fertilidade, das pacientes que desejam gestar. Nas pacientes com endometrioma,
€ importante a ressec¢ao da capsula evitando, sempre que possivel, a cauterizacao
do parénquima ovariano normal. A primeira op¢ao cirdrgica € a videolaparoscopica

pelo menor custo, pela menor morbidade e pela menor formacgéo de aderéncias.

7

Atualmente, é inaceitavel a abordagem cirGrgica apenas com o intuito

diagnéstico, devendo essa sempre ter carater curativo com ampla toalete pélvica.

Medicamentos usados para suprimir a funcdo ovariana, e limitar o
crescimento e a atividade das lesdes incluem androgénios, progestogénios, e,
principalmente, os agonistas do hormonio liberador de gonadotrofina (GnRH) e os
contraceptivos hormonais. A grande maioria dos tratamentos € superior ao placebo
na melhora da dor (84,85,86,87,88). Tratamentos para dor com analgésico comum

nao costumam ser eficazes (84).

O objetivo da terapia medicamentosa é€ inibir os focos da doenca por meio da
supressado estrogénica. Essa inibicdo leva a atrofia dos implantes endometriais

ectdpicos, e interrompe o ciclo de sangramento e hemorragia.




Referencial Tedrico 25

A administracdo continua ou convencional de contraceptivo hormonal oral
combinado € a forma mais comum de tratamento clinico. O tratamento visa causar
uma hipotrofia endometrial ou amenorreia por induzir uma pseudogravidez. O

tratamento deve ser mantido por, pelo menos, 6 al2 meses para mostrar eficacia.

O uso de progestogénios objetiva um efeito antiendometriético por meio da
decidualizacéo inicial do tecido endometrial seguida por atrofia. Além disso, tem
menor custo e menos efeitos colaterais que outras opc¢des de tratamentos (89). Os
derivados isoxazol da 17-alfa-etiniltestosterona e os nor-esteroides insaturados
determinam efeito antigonadotréfico sobre o sistema nervoso central e uma acéo
antiestrogénica periférico, diminuindo os receptores endometriais para estrogénio e

progesterona (90,91).

Os agonistas do GnRH ligam-se aos receptores do GnRH e, inicialmente,
causam aumento do horménio foliculo estimulante (FSH) e do hormonio luteinizante
(LH) (efeito inicial estimulatério sobre a hipdéfise conhecido como efeito flare up). Por
terem meia-vida mais longa que o GnRH, acabam por causar uma exposicao
continua dos receptores ao agonista, e consequente hipofisectomia medicamentosa
para o FSH e LH. Dessa forma, a producéo ovariana de estrogenios é suprimida
causando uma pseudomenopausa, € por sua vez, leva a perda dos receptores

hipofisarios levando a uma queda nos niveis de FSH e LH.

2.2 HOXA10, UM GENE ONTOGENICO

O gene HOXA10 (homeobox A10) faz parte da familia dos genes HOX que
tem importante funcdo na formacdo anatdbmica e funcional de determinados
segmentos do corpo durante a ontogénese (10,11,12). Os genes HOX controlam o
desenvolvimento e a diferenciacdo posicional das células no embrido. Agem por
meio da codificacdo de fatores de transcricdo que determinam a ativacdo ou
inativacdo de inimeros genes a jusante levando ao desenvolvimento das estruturas
anatdbmicas. Em humanos, os genes HOX sé&o divididos em quatro grupos em cada
grupo ha entre 9 e 13 genes, distribuidos em diferentes cromossomos. A interacao
entre estes grupos confere uma valiosa combinacdo genética para determinar os

segmentos anatdémicos corpéreos (29,44,45,92,93).
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2.2.1 O gene HOXA10 e a formacéao do trato genital feminino

O gene HOXA10 (juntamente com o HOXA9, HOXA1l e HOXA13) regula a
diferenciacdo dos ductos Mullerianos em 6rgdo genitais adultos (Figura 1). A
formacao do sistema reprodutor feminino se da a partir dos ductos paramesonéfricos
ou de Muller que, na auséncia do cromossomo Y e de testiculo funcional,
determinara a auséncia do fator inibidor Mulleriano, permitindo a diferenciacdo dos
ductos de Muller. A formacao da genitélia interna inicia por volta da 8° semana de
desenvolvimento embrionario. A genitalia interna é finalizada entre a 18° e 22°
semana de gestacdo com a fusdo dos ductos de Muller que dara origem ao utero e
aos dois tercos superiores da vagina (6). A contribuicdo do gene HOXA10, neste

desenvolvimento, esta limitada ao Utero.
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Fonte: Imagem gentilmente cedida por Zanatta et al, 2010

Figura 1- Genes HOXA e a formacéo do trato genital feminino.

O gene HOXA10 esta envolvido na embriogénese do epitélio, do estroma e da
musculatura uterina, tendo menor expressao no miométrio (6,7). A regulacdo da

expressao dos genes HOX durante a embriogénese parece ocorrer sob influéncia do
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estrogénio. Ratas com deficiéncia em receptores estrogénicos ndo apresentaram

desenvolvimento uterino adequado (94).

s

No endométrio, o gene HOXA1l0 é expresso de forma ciclica, e sofre
influéncia do estrogénio e progesterona. Esta expresso no epitélio e estroma durante
todo o ciclo menstrual, mas sua maior expressao se d& durante a janela de
implantacéo (fase secretora média) (10). Nas células endometriais, o gene HOXA10
exerce uma funcdo semelhante a exercida na organogénese, pois o tecido funcional
surge a partir de células indiferenciadas a cada més. De forma geral, os genes HOX
regulam a diferenciagdo e proliferagédo celular no adulto reproduzindo o que ocorre
na embriogénese. Durante o periodo menstrual, ocorre, a cada novo ciclo, um
periodo de proliferacdo celular, seguido por diferenciacdo, tornando o endométrio
receptivo para implantacdo. Quando a implantacdo ndo ocorre, o endométrio entra

em uma fase de apoptose e descamacao (95).

A acdo do gene HOXA10 no momento critico da implantacdo do embrido
ocorre por regulacdo dos hormonios esterdides que se ligam a receptores
endometriais e ativam a transcricdo deste gene que regula a diferenciacéo celular,

resultando em um endomeétrio receptivo para a implantacdo embrionaria (96).

2.2.2 O gene HOXA10 e endometriose

A etiologia ainda desconhecida da endometriose tem, entre suas teorias, a
metaplasia celémica, na qual o epitélio celémico, distribuido aleatoriamente na pelve
durante o desenvolvimento embriondario, sofreria modificacdes. Estas alteracdes
levariam a futuros focos de endometriose, 0s quais seriam resultantes da metaplasia
das células mesenquimais estimuladas pelo estradiol a partir da puberdade (97).
Essa teoria ganha forca quando se constata que a localizagcdo mais comum dos
focos de endometriose se da nos remanescentes dos ductos de Muller e que o

epitélio celdmico tem a capacidade de se diferenciar em tecido endometrial (98).

Pacientes com endometriose apresentam niveis menores de expressao do
HOXA10 no endométrio topico no periodo da janela da implantacdo. Esta baixa
expressdo pode justificar a falha de implantacdo detectada nas pacientes com

endometriose e explicar a infertilidade neste grupo (9). A endometriose e a
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consequente falha de implantacdo levando a infertilidade foram demonstradas em
camundongos fémeas com auséncia do gene HOXA10, nos quais os embrides
normais ndo eram capazes de implantar, no entanto, os embriées mutantes eram

capazes de se implantar em outro utero (99).

A presenca do HOXA10 no tecido endometridtico sugere que a expressao
deste gene € necessaria para o desenvolvimento do “novo” tecido endometrial.
Desta forma, fica claro que esta relacdo ndo € necessaria somente para a
reestruturacdo do endomeétrio topico a cada ciclo menstrual, mas também para a

formacé&o do tecido endometrial ectdpico (12).

A expressao do gene HOXA10 no endométrio ectdpico existe até mesmo em
lesbes que ndo se encontram em locais nos quais este gene € essencial para a
embriogénese. Sua expressdo foi detectada no peritbnio pélvico, nos

endometriomas ovarianos e, até mesmo, no parénquima pulmonar (12).

Esta expressdo foi demonstrada no epitélio e estroma das lesdes de
endometriose, e sua expressdo esta diminuida quando comparada ao endométrio
toépico, sugerindo um papel para este gene na patogénese desta doenca
(9,10,11,12).

2.3 MicroRNAs

Os microRNAS (miRNAs) sdo pequenas por¢cdes de RNA de fita simples, com
cerca de 22 nucleotideos ndo codificadores, e sédo reguladores da transcricao génica
e de genes envolvidos na transducdo de sinais, podendo controlar diversos genes
ao mesmo tempo (13). Cada miRNA est4d associado a diversos processos
fisiologicos, como apoptose, diferenciacdo, hematopoiese, entre outros. A traducéo é
inibida pela ligacdo do miRNA na regido 3' ndo traduzida do RNA mensageiro do
gene-alvo ou por degradacdo do mRNA (100). As suas funcdes ainda néo estao
totalmente esclarecidas, mas foi comprovado que a desregulacdo dos miRNAs esta
implicada em diversas doencas, principalmente a diferentes tipos de cancer,
possivelmente por estarem fortemente envolvidos em fungbes celulares, tais como
crescimento celular, diferenciacdo e apoptose (14). Esse mecanismo se da pela

habilidade de controlar a expressdo génica em nivel pOs-transcricdo por
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degradagéo, represséo ou silenciamento da acdo do gene-alvo
(101,102,103,104,105).

O primeiro miRNA foi descoberto em 1993 por Lee et al. (106), denominado
como Lin4. Foi associado a regulacao do desenvolvimento temporal do estagio larval
no nematoido Caenorhabditis elegans. Desde entdo, milhares de miRNAs ja foram

descobertos e estima-se que esse numero cresga ainda mais.

A formacdo de um miRNA inicia na transcricdo do gene do miRNA pela
enzima RNA polimerase 1l gerando um transcrito de miRNA primario conhecido
como pri miRNA. Este transcrito apresenta uma estrutura tipo hairpin (ou grampo de
cabelo), que, com pares de bases intramoleculares emparelhadas, formam uma
dupla hélice. Essa estrutura € processada pela enzima RNAse lll, conhecida como
Drosha, formando uma molécula de miRNA precursor (pré-miRNA) que contém 70
nucleotideos. O pré-miRNA é transportado ao citoplasma pela exportina-5 (Exp-5)
para ser processada por uma segunda enzima RNAse lll, conhecida como Dicer,
gue cliva as moléculas de RNA de dupla hélice, gerando um miRNA de fita dupla
com 22 nucleotideos. Uma das fitas deste produto € incorporada a um complexo
multimérico denominado RISC (RNA induced silence complex), composto pelas
proteinas Argonautas - proteinas catalizadoras, que irdo controlar a expressao pos-
transcricional do gene-alvo. Especula-se que a expressao alterada dos componentes
dessa cadeia de formacdo seja responsavel pelo aparecimento de diferentes
tumores e doencas (107,108,109,110,111,112) (Figura 2).

A forma como cada miRNA regula seu gene-alvo (geralmente inibindo a
sintese proteica) depende do grau de complementaridade com o0 mRNA do gene-
alvo. Se a sequéncia do miRNA for pequena e ndo necessitar pareamento completo,
um unico miRNA é capaz de regular muitos mRNAs de genes-alvo. Isso forma uma

complexa e enorme rede reguladora de sinalizag&o celular (113,114).

Um miRNA especifico, quando exerce uma regulacdo positiva em
determinado gene, estara reprimindo sua funcéo. Por outro lado, se essa regulagéo
for negativa, o gene-alvo terd sua expressdo aumentada. E, na verdade, um efeito
combinado de multiplos miRNAs que ira definir a existéncia de uma determinada
doenca (16).
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Programas computadorizados que fazem a predicdo de qual gene é
codificado pelo miRNA indica que até 30% de nossos genes sdo alvos de miRNAs e
que estes compdem de 1 a 5% do genoma humano. Cada miRNA pode ter como
alvo uma média de 100-200 genes e, por outro lado, cada gene pode ter regides que
podem ser codificadas por diversos miRNAs (101,102,103,104,115).
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Figura 2- Biossintese dos microRNAs (116)

2.3.1 Os miRNAs e o trato reprodutor feminino

O trato reprodutor feminino tem caracteristicas Unicas principalmente voltadas
para suas fungbes ciclicas e de regeneragdo celular mensal. Para um

desenvolvimento adequado de todas essas funcgdes, inumeros fatores de
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transcricdo, pos-transcrigdo e tradugdo devem estar envolvidos, e os miRNAs estédo
fortemente ligados a esse processo (15).

A fisiologia do trato reprodutor feminino, que inclui o eixo hipotalamo-hipofise-
ovario tem sido exaustivamente estudada. Recentemente, diversos estudos foram
capazes de identificar inUumeros miRNAs que estdo envolvidos na regulacdo desta
funcédo, e muitos deles vém usando camundongos mutantes para Dicer (enzima que
esta envolvida na biogénese dos miRNAs) para verificar quais miRNAs estariam
ausentes. Estes estudos revelaram que a presenca de determinados miRNAs é

essencial para o desenvolvimento e funcionamento normal do trato reprodutor (117).

Em humanos, ja foi descrita a expressdo de diversos miRNAs no ovério,
oviduto, endométrio, miométrio e colo uterino, tanto nos tecidos normais assim como
em patologias que envolvem estes 6rgaos. Os achados ajudam, ndo somente a
identificar quais os mMIRNAs estdo envolvidos no funcionamento normal, mas,
principalmente, auxiliam a entender a etiologia de diversas patologias que podem
ser explicadas por alteracdes neste perfil. O entendimento futuro desta cadeia visa
elucidar quais os reais mecanismos de cada miRNA que estariam associados a cada
patologia e como a intervencgdo, voltada para inibir ou estimular a acdo destes

mMiRNAs, poderia alterar o aparecimento de determinadas doencas (15).

2.3.2 Os miRNAs e a endometriose

Existem diversas funcdes celulares que ocorrem de forma fisiolégica no
endomeétrio ciclico e no estabelecimento da endometriose que ja foram relacionadas
a miRNAs, sugerindo uma possivel funcédo destes na regulacdo da expressao génica

no endomeétrio e/ou nas desordens relacionadas a este (105).

Diversos estudos identificaram diferentes miRNAs no tecido endometrial
ectdpico e sugerem gue estejam relacionados com a fisiopatologia da endometriose
por apresentarem expressao alterada quando comparados ao tecido endometrial
topico (Tabela 1) (16,17).
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Tabela 1 - Exemplos de miRNAs que apresentam alteragdo na expresséo
comparando o tecido endometrial ectopico e topico.
microRNA | Expresséao Tecido Referéncia microRNA | Expresséo Tecido Referéncia
1 + N&o especificado 16 133b + N&o especificado 135
16 - N&o especificado 16,105 142-3p N&o especificado 16
21 - N&o especificado 16,105 146b N&o especificado 105

22 - N&o especificado 105 15b N&o especificado 16,105
24 - N&o especificado 105 17-5p + N&o especificado 105
25 - N&o especificado 135 193b N&o especificado 105
26 - N&o especificado 16 196b N&o especificado 16,135
93 - N&o especificado 135 199a N&o especificado 16,105
100 -+ N&o especificado 16,105 19b N&o especificado 105
103 - N&o especificado 105 200a N&o especificado 16
107 - N&o especificado 105 200b N&o especificado 16,135
126 -+ N&o especificado 16,105 200c - N&o especificado 135
138 + Varios 134 202-3p + Varios 134
141 - N&o especificado 16 20a -/+ N&o especificado/Endometrioma 16,133
143 -+ N&o especificado 16,105 23a - N&o especificado 105
145 -+ N&o especificado 16,105 23b - N&o especificado 105
150 + N&o especificado 16 26a - N&o especificado 105
183 - N&o especificado 135 27b - N&o especificado 105
191 - N&o especificado 105 29a - N&o especificado 105
194 + N&o especificado 16 29c + N&o especificado 16
195 - N&o especificado 105 29c-3p + Varios 134
202 + N&o especificado 135 30a-5p - N&o especificado 105
203 - N&o especificado 135 30b + N&o especificado 105
214 - N&o especificado 105 30c - N&o especificado 105
215 N&o especificado 135 30d - N&o especificado 105
221 - N&o especificado 105 30e-5p - N&o especificado 105
222 - N&o especificado 105 343-3p - N&o especificado 135
223 + N&o especificado 16 34c N&o especificado 16
224 + N&o especificado 135 361-3p + N&o especificado 135
342 - N&o especificado 105 362-3p - N&o especificado 135
363 - N&o especificado 135 518e + N&o especificado 135
365 + N&o especificado 16 519a + N&o especificado 135
381 + N&o especificado 135 519b-5p + N&o especificado 135
411 + Varios 134 519¢c-5p + N&o especificado 135
412 + N&o especificado 135 520d-5p + N&o especificado 135
423 + N&o especificado 105 551b + N&o especificado 135
424 - N&o especificado 16 574-5p + N&o especificado 135
425 - N&o especificado 135 5p + Varios 134
451 + N&o especificado 105 615-3p + N&o especificado 135
522 + N&o especificado 135 628-3p + N&o especificado 135
523 + N&o especificado 135 663b + N&o especificado 135
622 + N&o especificado 135 92a - N&o especificado 135
637 + N&o especificado 135 99a + N&o especificado 16
941 + N&o especificado 135 99b + N&o especificado 16
1469 + N&o especificado 135 BHRF1-2 + N&o especificado 135
1470 + N&o especificado 135 let7(a,b,c,d f,i) N&o especificado 105,135
1909 + N&o especificado 135 Plus-E1031 - N&o especificado 135
1915 + N&o especificado 135 Plus-F1038 + N&o especificado 135
24-1 - N&o especificado 135 Plus-F1042 + N&o especificado 135
106b - N&o especificado 135 Plus-F1221 + N&o especificado 135
10b - N&o especificado 105 Plus-F1223 + N&o especificado 135
125a -+ N&o especificado 16,105 Plus-F1231 - N&o especificado 135
125b -1+ N&o especificado 16,105
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Ao analisar a expressdo dos miRNAs nas pacientes com endometriose e
relacionar com as vias (que mediam inflamagao, remodelamento tecidual, apoptose,
proliferacdo celular, angiogénese e cicatrizacdo) que eles coordenam, observa-se

gue ha uma importante diferenca no tecido endometrial toépico e no ectépico (118).

A maioria dos miRNAs identificados mostra-se menos expressa nas pacientes
com endometriose quando comparadas com pacientes livres da doenca (16,115).

A diferenca dos miRNAs entre o tecido endometrial topico e o0 ectdpico ja
encontrada estdo relacionadas a codificacdo de proteinas por diferentes genes
envolvidos na adesédo celular, remodelamento da matriz extracelular, migracdo e
proliferacdo, regulagcdo do sistema imune, além de diversos mecanismos
relacionados diretamente com o estabelecimento dos implantes endometriais, tais
como adesdo das células endometriais no peritbnio, invasao, e proliferacdo no

mesoteélio e sobrevivéncia das células endometriais ectépicas (18,19).

N&o somente analisando as diferentes expressdes dos miRNAs em tecido
toépico e ectopico, pesquisas tém sido realizadas na tentativa de elucidar os
mecanismos mediados por miRNAs que podem estar envolvidos na patogénese da

endometriose.

Ohlsson Teague et al. (118) publicaram um estudo no qual analisaram
diversos processos fisioldgicos envolvidos com o aparecimento de lesdes de
endometriose e os relacionou aos miRNAs. Sinais de hipdxia, presente no tecido
endometrial ectopico, sdo induzidos pela proteina ligadora de CREB (CREBBP) e
por HIF1-a, estes cofatores estdo aumentados devido a supressao de dois miRNAs
que fazem regulacdo negativa sobre esses fatores, o miR20 e o miR200. A
inflamacédo, que é fortemente mediada pela COX-2, estd aumentada no tecido
ectopico e pode ser explicada pela diminuicdo da expressdo do miR199a e miR16,
gue sao responsaveis por suprimir a traducdo da COX-2. Com uma diminuicdo do
efeito supressor da COX-2 mediadas por estes miRNAs, havera um aumento do
processo inflamatério. Outros eventos, tais como remodelamento tecidual,
crescimento celular, proliferagdo, angiogénese e remodelamento da matriz
extracelular, que estdo fortemente relacionados ao aparecimento da endometriose,
também tiveram seu funcionamento alterado devido a diferentes expressdes de

miRNAs envolvidos na regulagéo destas ocorréncias.
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Estes achados sugerem que os miRNAs exercam um efeito importante na
patogénese da doenca, seja pela evidéncia de que regulam vias comprovadamente
envolvidas seja pelas diferentes expressdes observadas quando o tecido

endometrial topico € comparado com o ectopico (Figura 3).

MIRNA
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| Estabilidade do mRNA |
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Inflamagéo

) Adeséo
@ Celular Cicatrizat;éo
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Figura 3- Possivel mecanismo para a acdo dos miRNAs na patogénese da endometriose

2.3.3 O miRNA135

O miRNA135 (miR135) é dividido em dois subtipos; 135a e 135b. Até o
momento, a maior parte dos estudos avaliaram a expressdo de um dos tipos deste

mMiRNA, sugerindo que eles regulam diferentes genes-alvo.

O miRNA135a, assim como muitos outros mMiRNAs, ja foi fortemente
associado a neoplasias. Parece estar envolvido com apoptose por regular a JAK2,
uma tirosina quinase citoplasmatica envolvida no controle dos efeitos antiapoptéticos

do gene Bcl-x,, que promove a sobrevivéncia das células do linfoma de Hodgkin
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cldssico e no prognéstico dessa doenca. A supressao da acdo da JAK, além de
diminuir a expressdo do Bcl-x_ leva a represséo da ativagdo da p-STATS3, reduz a
ciclina D1 e inibe a proliferacdo de células relacionadas ao cancer gastrico
(119,120). O miR135a esta envolvido na regulacdo do sistema renina-angiotensina-
aldosterona e, consequentemente, com o controle da presséo arterial por regular os
niveis dos receptores mineralocorticoides (121). Outro de seus efeitos relacionados
a processos fisiologicos € sua importancia na primeira clivagem celular no estagio de
zigoto, podendo sugerir que possa ter alguma funcdo na implantacdo embrionaria
(122).

O miRNA135b foi identificado como responsavel pelo controle da
diferenciacdo osteogénica e osteoblastica em células-tronco sométicas por regular a
expressdo de genes relacionados ao o0sso (123). Seu efeito como mediador de
oncogenicidade produziu um imunofenétipo de linfoma de células gigantes. Sua
inibicdo mostra reducdo da angiogénese tumoral e do crescimento in vivo,

mostrando sua importancia terapéutica (124).

O miRNA135a e b foram relacionados ao gene supressor tumoral APC
(adenomatous polyposis coli), que esta fortemente relacionado a fisiopatologia do
cancer de célon. Uma regulacao positiva destes miRNAs foi observada em adenoma
e carcinoma colorretal, o que leva a baixos niveis de mRNA APC e a maior chance

de desenvolvimento da doenca (125).

2.4 O miR135 e HOXA10

A relacdo do microRNA com o HOXA10 foi detectada em pacientes com
cancer de mama, provando seu efeito regulador sobre a migracdo e invasao celular,

e seu papel como mediador da oncogénese dessa neoplasia (126).

Mais profundamente estudada, foi a relagcdo previamente identificada do
MIiRNA135 (miR135a e miR135b) com o gene HOXA10 em pacientes com
endometriose. Foi visto que a expressdao deste miIRNA esta aumentada em
pacientes com endometriose, enquanto a expressdo do HOXA10 é reduzida. Além
disso, experimentos comprovaram que o aumento ou a reducao da expressédo dos

miR135a e miR135b no endométrio tépico estad inversamente relacionado(a) com a
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expressao do HOXA10, comprovando o papel regulador deste gene por meio de sua

associacdo com este miRNA especifico (20).

Ainda foi observado que a expressdo destes miRNAs estd aumentada em
determinadas fases do ciclo menstrual e apresenta especificidade celular, pois a
mesma alteracdo néo foi detectada em diferentes tipos celulares. A variagdo na
expressao deste miRNA pode sugerir que alteragbes detectadas precocemente no
ciclo menstrual podem estar relacionadas a defeitos de implantacdo que ocorrem na

fase secretora, ou seja, na janela de implantacao (20,21).

A expressdo do HOXA10 nas lesGes de endometriose ja foi verificada e esté
diminuida quando comparada com o endométrio topico. Da mesma forma, a relagao
do HOXA10 com o miRNA135a e miRNA135b também ja foi avaliada no endométrio
tépico de pacientes com endometriose. No entanto, a expressao deste microRNA

especifico (135a e 135b) nunca foi analisada nas lesdes de endometriose.
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3. JUSTIFICATIVA

Frente & importancia do HOXA10 na patogénese da endometriose e sua
importante relagdo com implantagdo embrionaria, avaliamos o ja estudado sobre a
relacdo deste gene com o microRNA135a e 135b. Desta forma, temos 0 miRNA135
(a e b) como um alvo a ser pesquisado na tentativa de elucidar a fisiopatologia desta
complexa patologia. Considerando que o endométrio topico e ectopico possuem
diversas caracteristicas que os diferem, além de verificar se os miRNA135a e
MiRNA135b sdo expressos no endométrio ectopico, buscamos investigar se ha
alteracdo na expressao destes microRNAs nos diferentes tecidos e sua expressao

nas diferentes fases do ciclo menstrual.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressdo dos microRNA135a e 135b no endométrio ectdpico e

topico.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Descrever a expressao do miRNA135a e 135b no endométrio ectoépico.
e Descrever a expressao do miRNA135a e 135b no endométrio topico.

e Comparar a expressdao do miRNA135a e 135b no endométrio ectdpico

com a expressao no tecido endometrial tépico.

e Avaliar a expressdao do miRNA135a e miRNA135b no endométrio topico e

ectdpico nas diferentes fases do ciclo menstrual.
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5. PACIENTES E METODOS

5.1 ASPECTOS ETICOS

A pesquisa seguiu 0s principios éticos estabelecidos de acordo com a
resolucdo numero 466 do Conselho Nacional de Saude de 12 de dezembro de 2012.
Teve sua aprovacédo junto a Comissao Cientifica do Curso de Pés-Graduacdo em
Medicina e Ciéncias da Saude (ANEXO 1), pelos Comités de Etica em Pesquisa da
PUCRS e da Santa Casa de Porto Alegre, conforme parecer consubstanciado
(ANEXO 2).

Em relacéo a riscos e beneficios, podemos afirmar que ndo hé risco adicional
para as pacientes visto que o material coletado faz parte do procedimento cirtrgico
ao qual a paciente sera submetida. Os beneficios poderédo ser em longo prazo, apos
obtencéo dos resultados do trabalho, que poderdo ser Uteis para melhor elucidacao
da doenca e, consequentemente, para o desenvolvimento de tratamentos mais

eficazes.

5.2 DELINEAMENTO DO ESTUDO

5.2.1 Local de realizacdo do estudo

O estudo experimental foi realizado no Laboratorio de Biologia Celular e
Molecular do Instituto de Pesquisas Biomédicas (IPB) da Pontificia Universidade
Catolica do Rio Grande do Sul (PUCRS).
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5.2.2 Desenho do estudo

Trata-se de um estudo transversal, com amostras oriundas de pacientes

submetidas a cirurgias realizadas no periodo de margo de 2013 a maio 2014.

5.3 PACIENTES E AMOSTRA

Pacientes dos ambulatérios de reproducdo humana do Servico de
Ginecologia do HSL-PUCRS e do ambulatério de ginecologia endocrinolégica do
Servico de Ginecologia do Complexo Hospitalar Santa Casa de Misericordia de
Porto Alegre com suspeita de endometriose, e indicacao cirdrgica para tratamento e
ou diagnéstico da doenca, foram convidadas a participar do estudo no momento em
gue compareceram ao ambulatorio para consulta pré-operatoria. Apos longa
explanacao sobre os objetivos do estudo, beneficios e maleficios da participacao, as
pacientes que aceitaram participar assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (ANEXO 3). Neste momento, foi empregado um questionario com
perguntas basicas de cunho demografico e de saude, com o intuito de definir as
caracteristicas das pacientes e caracterizar a fase do ciclo menstrual em que se
encontravam e os antecedentes mérbidos (ANEXO 4). A partir deste questionario, as
pacientes foram identificadas por meio de um namero previamente designado e esta
foi a Unica forma de identificacdo que qualquer colaborador desta pesquisa teve

acesso.

Os procedimentos foram realizados por um dos médicos ginecologistas do
Servigo de Ginecologia do Hospital Sdo Lucas da PUCRS, no bloco cirargico do
Hospital S&o Lucas da PUCRS ou por um dos médicos ginecologistas do Servico de
Ginecologia da Santa Casa de Porto Alegre, no bloco cirirgico do Hospital Santa

Clara no Complexo Hospitalar Santa Casa.
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5.3.1 Obtencéo das biopsias endometriais e do tecido endometrial ectopico

As bidpsias endometriais foram coletadas durante a realizacdo de video-
histeroscopia com visualizacdo direta da cavidade. A paciente, apds anestesia, foi
colocada em posicdo de litotomia, e, apds a avaliagdo da cavidade endometrial
(procedimento de rotina), foi coletada amostra de endométrio (procedimento também
de rotina para avaliacdo do tecido endometrial) com a utilizacdo de um cateter de
Pipelle® (CCD International, Paris, Franca). Cada amostra coletada foi identificada
com o numero designado a paciente e dividida em duas por¢des, uma armazenada
em formol e imediatamente enviada para o setor de patologia da instituicdo para
analise e confirmacéo histologica da fase do ciclo menstrual em que a paciente se
encontrava; a outra foi colocada em um tubo contendo um volume 5 vezes o
tamanho da amostra da solucdo de RNAlater® (Ambion, Califérnia, EUA) e
armazenada por 24 horas na temperatura de 4°C, e, ap0s este periodo, a amostra
foi transferida para um freezer a -80°C, em que permaneceu até o momento da

andalise.

Para a coleta do tecido ectdpico ap6s iniciado procedimento de laparoscopia
e, apos a realizacdo do pneumoperitdnio e visualizacdo direta das lesbes, foi
realizada excisdo completa da lesdo de endometriose. O tecido foi dividido em dois e
parte enviado para a patologia para confirmacédo histopatologica de endometriose e

o0 restante armazenado, como o tecido endometrial topico.

5.3.2 Critérios de Inclusao

Todas as pacientes oriundas do Servico de Ginecologia do HSL-PUC e do
Servico de Ginecologia da Santa Casa de Porto Alegre, submetidas a cirurgia no

periodo determinado, que aceitaram participar do estudo assinando TCLE.

5.3.3 Critérios de Exclusao

Pacientes em uso de medicamento hormonal esterdides nos ultimos 3 meses.
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Pacientes em uso de medicamento para tratamento de doengas cronicas.
Pacientes portadoras de doencas cronicas (como HAS e Diabetes Mellitus).

Pacientes que ndo tenham o diagnéstico de endometriose confirmado

histologicamente.

Pacientes com achados inesperados durante a videolaparoscopia, como
massas pélvicas e suspeita de DIP ou com suspeita de adenomiose.

Pacientes com patologia intraendometrial (exemplo: pélipo e mioma).

Pacientes que ndo sabiam informar a data da uUltima menstruacdo ou com

sangramento uterino anormal.

Pacientes com idade menor que 18 anos ou maior que 40 anos no momento

da cirurgia.

5.4 EXPRESSAO DOS miRNA135a e 135b POR PCR EM TEMPO REAL (gPCR)

Inicialmente, o tecido armazenado a -80°C foi descongelado e cortado com
auxilio de laminas de bisturi em diminutas por¢des utilizando o reagente Trizol®
(Invitrogen, Califérnia, EUA). A extracdo de RNA foi realizada de acordo com as
orientacbes do fabricante. As concentragbes das amostras de RNA foram
determinadas por meio de plataforma fluorimétrica (QuBit® 2.0 Fluorometer,

Invitrogen, California, EUA) a partir da diluicdo seriada de padrdes de referéncia.

Os oligonucleotideos iniciadores para miR135a, miR135b e U6 foram obtidos
do laboratério Invitrogen (Califérnia, USA), e tinham as sequéncias de
oligonucleotideos conforme a Tabela 2.

Tabela 2 - Sequéncia nucleotidica dos oligonucleotideos iniciadores

MiRNA Sequéncia
|
miR135a 5-TATGGCTTTTTATTCCTATGTGA-3’
miR135b 5- TATGGCTTTTCATTCCTATGTGA-3
U6 forward 5- CTCGCTTCGGCAGCACA-3’
U6 reverse 5- AACGCTTCACGAATTTGCGT-3
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Para a deteccdo do miRNA, foi empregado o método poly (A) RT-PCR
utilizando o kit NCode miRNA first-strand cDNA synthesis MIRC-50 kit (Invitrogen,
Califérnia, EUA), seguindo as orientagcbes do fabricante. Os genes foram
amplificados por meio da técnica da PCR em tempo real utilizando o aparelho AB
7500 (Applied Biosystems, California, EUA), com iniciadores especificos para cada
MiRNA e um iniciador universal reverso complementar. Iniciadores especificos para
U6, um pequeno RNA nuclear ndo codificado que possui uma sequéncia mais
conservadora entre os spliceossomas de todas as espécies, foram utilizados como

controle para determinar a expresséo relativa do miRNA.

A PCR em tempo real foi realizada utilizando um “Master Mix” para PCR em
tempo real da Quatro G (Porto Alegre, Brasil). Inicialmente, o cDNA foi diluido (1:10),
e 5uL foram utilizados para uma reacéo total de 50 pL (de acordo com orientacdes
do fabricante). A reacdo foi composta por cDNA, oligonucleotideo iniciador
especifico e universal para os microRNAs, e oligonucleotideo iniciador forward e
reverse para U6 primer para o U6, 4gua livre de RNAse e master mix para PCR.

Cada reacéo foi realizada em duplicata.

Os periodos e as temperaturas utilizados no termociclador foram: ativacédo
inicial do UDG a 50°C por 2 minutos, seguidos de uma desnaturacgao inicial a 95°C
por 2 minutos. A seguir, foram realizados 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e
anelamento a 57°C por 20 segundos. Para andlise de melting, foi empregada uma
temperatura de 74 a 99°C com uma taxa de elevacdo de 0,2°C/segundo. Os dados
do ciclo threshold (Ct) e as curvas melting foram adquiridos por meio do programa
AB 7500 (Applied Biosystems, Califérnia, EUA) iCycler iQ system (Bio-Rad

Laboratories).

Os dados da expresséao relativa dos niveis dos miRNAs foram analisados e
apresentados empregando a férmula 2-22Ct, também conhecida como método Livak
(127).
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5.5 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada por meio dos testes ndo paramétricos de
Willcoxon e Mann Whitney, utilizando o programa SPSS, versao 20.0, e

considerando significativo um p<0,05.




Resultados 45

6. RESULTADOS

Foram coletadas amostras de 31 pacientes que preenchiam os critérios de
inclusdo do estudo. Apdés a realizacdo dos primeiros experimentos, oito pacientes
foram excluidas pois as concentracfes de mRNA obtidas foram muito baixas. Desta
forma, vinte e trés pacientes tiveram seus dados analisados. A idade média foi 32
anos, variando entre 24 e 40 anos. Dezesseis pacientes eram nuliparas e 7 ja
haviam engravidado pelo menos uma vez. Uma paciente apresentava suspeita de
endometriose ha 10 anos, duas, ha 3 anos, outras duas, ha 2 anos, quatro, ha um
ano, trés, ha alguns meses, e, em 11 pacientes, submetidas a cirurgia por
infertilidade, até entdo sem causa aparente, e que nao apresentavam sintomatologia
dolorosa como suspei¢cdo de endometriose, tiveram o diagndstico no momento da
cirurgia. O principal sintoma que levou as pacientes a serem submetidas ao
procedimento cirargico foi dor pélvica (30%), infertilidade (57%) e ambos (13%).
Estes dados podem ser visualizados na Tabela 3. As pacientes apresentavam
endometriose classificada como leve a moderada, estagios Il e Ill, de acordo com a
classificacdo revisada pela Associacdo Americana de Medicina Reprodutiva em
1997 (128) (ANEXO 5).

Tabela 3 — Caracteristicas da amostra

Proliferativa (n=11) | Secretora (n=12)
Idade média (anos) 32,7 32,2
Tempo de suspeita
10 anos 1 0
3 anos 1 1
2 anos 2 0
1 ano 3 1
Meses 2 1
Achado na VLPC 2 9
Paridade
GO 7 4
G1ou > 4 8
Sintoma que levou a cirurgia
Dor 4 3
Infertilidade 5 8
Ambos 2 1




Resultados 46

O local das lesdes coletadas, em todas as pacientes, classificava a
endometriose como superficial (peritbnio, fossa ovéarica e superficie uterina).
Algumas pacientes apresentavam lesdes profundas, endometrioma e
comprometimento importante intestinal ou vesical, no entanto, devido a
sintomatologia dolorosa, vinham em uso de medicamento hormonal e ndo foram

incluidas no estudo (dados nao analisados).

As 23 pacientes analisadas foram, inicialmente, avaliadas de forma global e,
depois, separadas em diferentes fases do ciclo menstrual. Todas as pacientes
apresentavam ciclos menstruais regulares. Onze pacientes encontravam-se na fase
proliferativa do ciclo menstrual e 12 pacientes na fase secretora. Este critério foi

definido de acordo com o método de Noyes (129).

6.1 EXPRESSAO DO MICRORNA135A E 135B NAS LESOES DE
ENDOMETRIOSE E NO ENDOMETRIO TOPICO

Todas as 23 amostras analisadas apresentaram expressao significativa de
ambos miRNAs, tanto na lesdo quanto no endométrio tépico. A expressao variou

entre as pacientes de forma assimétrica.

6.2 EXPRESSAO DO MICRORNA 135a NAS LESOES DE ENDOMETRIOSE

Na analise inicial, comparando a expressdo do microRNA135a nas lesdes de
endometriose com o endométrio destas pacientes, considerando todas as fases do
ciclo menstrual, foi visto que, nas les6es de endometriose, este miR esta 0,37 vezes
mais expresso do que no endométrio (p=0,98). Mostrando, assim, que, entre estes
dois tecidos, nao foi evidenciada diferenca significativa na expressdo. Os dados séo
apresentados na Figura 4.
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Figura 4 - Expressdo do miRNA135a nas lesbes de endometriose em comparacdo com o endométrio
tépico, andlise global das 23 pacientes, utilizando o teste de Mann Whitney (p=0,98).

6.3 EXPRESSAO DO microRNA135b NAS LESOES DE ENDOMETRIOSE

Ao analisar a expressdo do microRNA135b nas lesbes de endometriose e no
endométrio das pacientes estudadas, considerando ambas fases do ciclo menstrual,
foi constatada uma expressdo de 1,82 maior na lesdo de endometriose em
comparacdo ao endométrio tdpico, no entanto, esta diferenca nao foi

estatisticamente significativa (p=0,80), dados apresentados na Figura 5.
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Figura 5 - Expressdo do miRNA135b nas les6es de endometriose em comparacdo com o endométrio
tépico, andlise global das 23 pacientes, utilizando o teste de Mann Whitney (p=0,80).

6.4 EXPRESSAO DO microRNA135a NAS DIFERENTES FASES DO CICLO
MENSTRUAL

As pacientes foram separadas nas duas fases do ciclo menstrual, proliferativa

€ secretora.

Na fase proliferativa e na fase secretora do ciclo ndo foi detectada diferenca
na expressdo do microRNA nas lesbes de endometriose em comparacdo com o
endométrio topico, analisando as fases isoladamente. No entanto, na fase secretora,
o miRNA135a diminuiu sua expressao em 3,7 vezes quando comparada a
expressdo da fase proliferativa do ciclo (p=0,01) (Figura 6), evidenciando que, na
segunda fase do ciclo, h4 uma diminuicdo da expressao deste microRNA nas lesbes
de endometriose, quando comparada com o endométrio topico em relagdo ao inicio

do ciclo menstrual.
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Figura 6 - Expressdo do miRNA135a nas diferentes fases do ciclo menstrual comparando o
endomeétrio ectépico com o endométrio topico, evidenciando uma menor expressao na fase secretora
do ciclo menstrual. Andlise estatistica utilizando o teste de Mann Whitney (p=0,01).

6.5 EXPRESSAO DO microRNA135b NAS DIFERENTES FASES DO CICLO
MENSTRUAL

Ao analisar a expressao do mirl35b separando as pacientes nas diferentes
fases do ciclo, ndo foi observada diferenca significativa na expressdo do miRNA
tanto na fase proliferativa quanto na fase secretora. No entanto, ao comparar a
expressdo deste microRNA na fase proliferativa com a fase secretora, foi
evidenciado que, na fase secretora, 0 miR135b esta 4,75 vezes menos expresso no
endométrio ectdpico quando comparado com a fase proliferativa (p=0,032) (Figura
7).




Resultados 50

10000,000

1000,000

100,000

10,000

1,000
L0004
T T
Proliferativa Secretora

Figura 7 - Expressao do miRNA135b nas diferentes fases do ciclo menstrual comparando o
endométrio ectépico com o endométrio topico, evidenciando uma menor expressdo na fase secretora
do ciclo menstrual. Andlise estatistica utilizando o teste de Mann Whitney (p=0,03).
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7. DISCUSSAO

O gene HOXA10 tem sido intensamente estudado e implicado na
fisiopatologia da endometriose. A escolha do microRNA135a e 135b como objeto
deste estudo se deve a importante regulacdo que estes miRNAs exercem sobre 0
HOXA10 e a falta de informacdes sobre o comportamento desses miRNAs nesta

doenca.

A endometriose, utilizando a simples definicho de que sao células
endometriais que se localizam fora da cavidade uterina, € uma doenca sabidamente
responsiva ao estimulo hormonal. Alguns estudos mostram que estas células
ectOpicas sao resistentes a progesterona, mas, possivelmente, isso se deva a
auséncia de um efeito anti-estrogénico no tecido endometriotico (130). Diferentes
perfis de miRNAs tém sido descritos em diferentes tecidos endometridticos
(endometriomas, endometriose peritoneal, endometriose ovariana, entre outros) e
comparados com a expressao de miRNAs no endométrio eutdpico das mesmas
pacientes. Estas lesfes de endometriose também tém sido descritas e pesquisadas
em diferentes fases do ciclo menstrual. Alguns estudos comparam amostras de
pacientes com diferentes estagios da doenca e tentam identificar a importancia dos

MiRNAs na classificacdo das les6es de endometriose (17, 131).

Todos os estudos ja publicados levantam hipéteses e diferentes caminhos
para comprovar a importancia dos miRNAs no desenvolvimento e na manutencao

das lesGes de endometriose (Tabela 1).

O presente estudo teve como objetivo avaliar a expressdo de dois
microRNAs, 135a e 135b (miR135), nas lesbes de endometriose em comparagao

com o endomeétrio topico em diferentes fases do ciclo menstrual.

A expressdo do miR135 estd aumentada no endométrio topico de pacientes
com endometriose em comparacdo com o endométrio de pacientes sem a doenca e
ja foi descrito que esta alteracédo tem relacéo direta com a expressédo do HOXA10,
um gene reconhecidamente relacionado com a implantagdo embrionaria, e com
expressdo diminuida no endométrio tépico e nas lesdes de endometriose em

comparagao com pacientes livres da doenca (9,20).
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Os estudos envolvendo mMIiRNAs e endometriose tém aumentado
significativamente na literatura médica nos ultimos anos. Varios autores buscam
identificar agueles miRNAs mais prevalentes por meio da analise por microarranjo
tecidual e relaciona-los com genes envolvidos na patogénese da endometriose.
Dentre todas as publicacdes revisadas, especialmente aquelas que utilizaram
programas para identificar miRNAs relacionados a endometriose, apenas um estudo

publicado anteriormente analisou a expressao do miR135 (20).

A maior parte dos estudos busca identificar diferenca na expressao de
miRNAs, principalmente, em relacdo a pacientes normais, comparando o endométrio
topico de pacientes com endometriose com pacientes livres da doenca. Poucos
investigadores avaliaram a expressao na lesdo em relacdo ao endométrio tépico na
mesma paciente. Além disso, muitas publicagcbes consideram a expressdo dos
mMiRNAs somente no endométrio tépico e em determinada fase do ciclo menstrual
(geralmente a fase secretora). Apos longa reviséo, este parece ser o primeiro estudo
gue investiga a expressao do miR135 em pacientes com endometriose comparando
leséo e tecido endometrial tépico na mesma paciente e avaliando seu padrdo de

expressao nas fases do ciclo menstrual.

Acredita-se que o tecido endometridtico seja mais suscetivel a flutuacbes
hormonais do que o endométrio topico, sendo assim, a lesdo sofreria mais
alteracbes em relacdes a oscilacbes de estradiol e progesterona do que o
endométrio das pacientes com endometriose. Ohlsson Teague avaliou a expressao
de miRNA em diferentes fases do ciclo menstrual e ndo constatou diferenca na
expressdo destes miRNAs comparando a fase proliferativa com a secretora em
pacientes com endometriose (118). No presente estudo, pode-se constatar que o
mirl35 teve uma expressao diminuida na segunda fase do ciclo, em que ha,
sabidamente, niveis de estradiol mais baixos e niveis de progesterona mais altos, o
que vai de acordo com a literatura de que as lesGes de endometriose séo hormonios
dependentes e nutridas por altos niveis de estradiol. E possivel enfatizar que,
conforme descricdo de Zanatta (132), o HOXA10 sofre influéncia direta de
progesterona o que justificaria os altos niveis deste gene na fase secretora média
em pacientes sem endometriose. Ao constatar que o miR135 esta diminuido nesta
fase em comparacdo com a fase proliferativa, podemos pressupor que teriamos aqui

niveis mais altos da expressdo do HOXA10 do que na fase proliferativa, o que
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reforca a importancia desta relagdo miRNA-mRNA. No entanto, assim sendo, é
fundamental realizar novos estudos comparando esta relacdo em pacientes com
endometriose com pacientes livres da doenca e confirmar se as pacientes com
endometriose terdo niveis mais baixos em relacdo as pacientes controle e assim
corroborar com os achados que comprovam a relagdo do HOXA10 com a falha de

implantagéo nas pacientes com endometriose.

Lin avaliou a expressdo do microRNA20a no endométrio tépico em
comparacao com o endométrio ectdopico e encontrou uma expressao maior no tecido
ectopico. Relacionou esta alteracdo ao controle da proteina DUSP2 que tem
importante funcdo na angiogénese e proliferacdo de células estromais endometriais
(133). No entanto, estes achados véo contra publicacdes anteriores (134), mas 0s
autores deixam claro que a utilizacdo de tecido total de endométrio (epitélio e
estroma), e 0 uso de células purificadas e especificas leva a propor¢cdes diferentes
de tecido e pode resultar em alteracdes nos resultados quantitativos. No presente
estudo, foi avaliado o tecido endometrial como um todo, sem separar epitélio e
estroma. Outros estudos ja publicados mostram diferenca na expressdo de
determinados microRNAs ao avaliar somente determinada porcdo do tecido
endometrial (105,118).

Um grande estudo que verificou a diferenca de diversos miRNAs na mesma
paciente (endométrio e lesdo de endometriose) avaliou, ainda, a expressao no
endométrio de pacientes sem doenca e no endométrio de pacientes com
endometriose mas sem lesdo de endometriose correspondente. Este estudo avaliou
o tecido separando epitélio e estroma, e todos na fase secretora do ciclo menstrual.
Constatou que ha 48 microRNAs com expressdo alterada nesta comparacdo e
diversos dos microRNAs descritos estdo envolvidos no estabelecimento e na
progressdo da endometriose em processos como angiogénese, inflamacdo e
regulacdo do sistema imune, no entanto o0 miR135 ndo estad entre os microRNAs
identificados (105).

Dois estudos encontrados na literatura (17,118) com a metodologia
semelhante a utilizada no presente trabalho identificaram, por meio de microarranjo
tecidual, a expressdo de miRNAs que se mostravam alterados na comparacao de
endométrio tdépico com endométrio ectépico (em um deles, foi analisada somente

endometriose ovariana). Os autores descrevem os microRNAs que estariam, pelo
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menos, 1,5 vezes mais expressos (no estudo de Filigheddu, foi considerada uma
expressdo maior que duas vezes) na endometriose do que no endométrio, dos 50
microRNAs listados por Filigheddu e dos 22 identificados por Ohlsson Teague. Estes
resultados ndo apresentam o miR135 entre os achados confirmando o que aqui é
apresentado de que ndo ha diferenca na expressao deste marcador na lesdo de

endometriose em relacdo ao endométrio das pacientes com a doenca.

Estudo publicado por Shi (135) identificou diferentes miRNAs no endométrio
normal, topico e ectdpico de pacientes com endometriose, incluindo o miR183 que,
ao ter sua expressao diminuida, aumenta o potencial de invasao e inibe a apoptose
de células endometrias estromais. Também foi constatado que a expressdao do
miR183 pode ser inibida pelo estimulo de esteroides ovarianos e fatores
inflamatorios. Estes achados sugerem que a alteracdo na expressao do miR183 esta
envolvida no desenvolvimento e na progressdo da endometriose como parte de
mecanismos epigenéticos. No presente estudo, ndo foi testada, diretamente, a
alteracdo na expressdo do miR135 com diferentes niveis de estradiol, mas foi
possivel constatar que, na fase secretora do ciclo, em que os niveis de estrogénio
estdo diminuidos, houve uma diminuicdo na expressdo deste miR tanto no
endométrio ectépico como no tépico, sugerindo que este horménio exerca um efeito
direto na expressdo e, consequentemente, na regulacdo dos genes por ele

controlados.

Um interessante estudo comparou a diferenca de miRNAs no endométrio
topico de pacientes com endometriose em diferentes graus da doenca (leve e
moderada), sugerindo que o0 estagio da doenca tem relacdo com sinalizacdes
celulares diferentes reguladas por diferentes microRNAs, no entanto, ndo temos
informacéo sobre estas alteracdes no endométrio ectopico destas pacientes (131).
Na amostra analisada no presente estudo, foram evidenciados diferentes graus de
endometriose, mas estas pacientes foram analisadas independente da severidade

da doenca.

7

Uma extensa revisdo realizada por Hull (136) constatou que é dificil
determinar a origem celular da endometriose associada a mIRNAs, mas a
demonstracdo da expressdo de diferentes microRNAs no endométrio topico e
ectopico pode confirmar, de forma experimental, a relacdo de alguns miRNA-mRNA

hY

com endometriose, 0 que poderia levar a busca de métodos diagndsticos ou
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terapéuticos por meio da manipulacdo destes miRNA que iriam alterar a expresséo
dos seus mMRNAs alvos.

Santamaria realizou uma extensa revisao da literatura buscando o que ja foi
pesquisado em relacdo a miRNAs e doencas ginecoldgicas horménio dependentes.
Ele refere que ha 6 microRNAs que tem um potencial de serem ferramentas
diagndsticas importantes. Entre eles, estdo o0 miR199a e o miR542-3p que, quando
usados em conjunto, atingem uma sensibilidade e especificidade de 96,61% e
76,66% respectivamente. Além disso, o0 miR199a esta relacionado a aderéncias
pélvicas e a distribuicdo das lesdes, e esta envolvido nas sinalizacdes celulares
mediadas por hormoénio, demonstrando um papel importante na progressdo da
doenca. Nesta publicacdo, mais uma vez, os achados sustentam o fato de que
mMiRNAs circulantes poderdo ser usados como importantes biomarcadores nao
invasivos para diagnosticar e classificar casos de endometriose, e, até mesmo, para

diferenciar endometriose leve de severa (137).

Dados ainda néo publicados, mas apresentados em evento cientifico por Cho,
buscou identificar a expressdo do miR135 no sangue de pacientes submetidas a
cirurgia e que tiveram o diagndstico de endometriose confirmado histologicamente.
Esta expressdo foi comparada com o sangue de pacientes sem o diagnéstico da
doenca. Foi visto que o0 miR135a esta menos expresso no sangue de pacientes com
endometriose do que nas pacientes controle, com uma sensibilidade e

especificidade de 66,7 e 87,5% respectivamente (138).

Sendo assim, a importancia da identificagdo do miR135 em lesGes de
endometriose e a confirmagdo do seu envolvimento na patogénese da doenca
mostra uma linha promissora de pesquisa frente a identificacdo prévia da presenca
deste microRNA em sangue de pacientes com a doenca, podendo ser uma

importante ferramenta diagnostica e uma arma para o desenvolvimento terapéutico.

Ainda dentro do espectro da diferenca dos resultados encontrados na
literatura, Gilabert-Estellés (139) publicou uma revisao do papel dos microRNAs nas
patologias ginecoldgicas hormonios dependentes. Ele refere que trés trabalhos
independentes (17,118,134), demonstram que o0 miR17-5p e miR20a, envolvidos na
regulacdo da angiogénese, estdo diminuidos no endometrioma ovariano em
comparacdo com o endométrio. Em contraste, duas outras publicagbes mostram

resultados opostos em relagéo a expressdo destes microRNAs. O autor sugere que




Conclusdo 56

esta diferenca nas publicacbes seja devido ao pequeno niamero de amostras em
alguns estudos, e diferencas cruciais no desenho do estudo e nos métodos de

analise.

Cabe, aqui, salientar a importancia da analise realizada comparando o tecido
ectopico com o topico pareado da mesma paciente, pois, independente do nimero
de amostras e da metodologia de analise, existem diversos fatores de confuséo
entre as pacientes que podem, facilmente, alterar os resultados. Desta forma, as
pacientes, neste trabalho, foram analisadas, inicialmente, individualmente, na

tentativa de diminuir os viéses de selecéo.

Estudo publicado por Ramon et al (134) analisou diversos microRNAs em
distintas lesdes de endometriose e verificou que diferentes lesdes expressam
microRNAs diferentemente. Este achado esta em acordo com o encontrado no
presente estudo de que o mMIR135 esta expresso em todas as lesdes de
endometriose, porém de forma muito assimétrica, possivelmente devido a fatores
expressos por cada paciente, pela localizacdo da lesédo, severidade da doenca e, até
mesmo, pela sintomatologia apresentada. Mais estudos serdo necessarios para

elucidar esses achados.

Talvez 0 mais interessante que possa ser ressaltado dentre todos estes
estudos publicados é a diversidade de resultados que existem quando o0 mesmo

mMiRNA é analisado por diferentes autores.

Desta forma, fica claro que a acdo de diversos microRNAs relacionados a
patogénese da endometriose tem sido estabelecida e comprovada, o que ainda néao
esta claro é qual a exata contribuicdo de cada um destes microRNAs na formacao e
manutencdo da doenca. Em relacdo ao miR135, cada vez mais encontramos dados
que ressaltam a sua importancia na fisiopatologia da endometriose e sua relagédo
com genes sabidamente envolvidos na falha de implantagcdo que ocorre nestas
pacientes, no entanto é fundamental manter as investigagdes para elucidar melhor

este envolvimento.
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8. CONCLUSAO

Apos a analise de 23 pacientes, pode-se concluir que:

e O microRNA 135a e 135b (miR135) esta expresso no endométrio ectopico e

no endométrio tépico.

e A expressdo do miR135 no endométrio ectdpico se apresenta de forma

assimétrica

e A expressdo do miR135 no endométrio tépico também se apresenta de forma

assimétrica.

e Comparando a expressdao do miR135 no endométrio ectépico com o

endométrio toépico ndo se constatou diferenca significativa.

e A comparagcdo da expressdo do miR135 no endométrio ectépico com o
endométrio topico nas diferentes fases do ciclo menstrual constatou uma

menor expressao destes microRNAs na fase secretora do ciclo.
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9. PERSPECTIVAS

MicroRNAs, ao se ligarem a regidao 3' do seu gene-alvo, induz uma repressao
translacional ou ativacdo da programacéao intracelular do seu mRNA alvo. Aumento
ou diminuicdo na expressao destes microRNAs determinaréo a expressao de forma

desregulada de diversos mRNAs alvos.

Diversos estudos demonstram que os miRNAs tém um papel fundamental na
regulacdo de processos biolégicos, incluindo progressdo celular, proliferacéo,
diferenciacéo, angiogénese e apoptose. Os miRNAs também tém sido implicados na
patogénese de diversas patologias benignas e malignas, incluindo patologias do

trato reprodutivo.

Ha um aumento nas evidéncias de que a fisiopatologia da endometriose tem
uma predisposicdo genética e/ ou ambiental. H4 gama de estudos envolvendo
MiRNAs que comprovam sua expressao alterada nas pacientes com endometriose.
Estes estudos demonstram a relacdo com genes ou vias celulares sabidamente
relacionadas a fatores fisioldgicos envolvidos no desenvolvimento ou manutencéo
das lesdes de endometriose e aumentam ou, até, comprovam as suspeitas de que

0s miRNAs estdo envolvidos neste processo.

Ao constatar que mirl35 tem uma expressdo alterada durante o ciclo
menstrual, comprovando uma expressao dinamica, podemos supor que eles tenham
um papel fundamental na regulacdo desta homeostase. Assim sendo, alteracbes na
expressdo de miRNAs podem prejudicar o funcionamento endometrial, tendo um

impacto negativo na implantagdo embrionaria.

Embora mais estudos sejam necessarios para elucidar o papel do mirl35 na
endometriose, este microRNA, tem se tornado, sem ddvida, um importante utensilio
na compreensdao e elucidacdo desta doenca, e se tornado um candidato a

biomarcador para guiar intervencdes terapéuticas.

E possivel que a manipulacdo de niveis de miRNA com visdo terapéutica

possa modificar os resultados insatisfatérios que a alteracdo nestas expressodes
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podem causar ao alterar a expressédo do genes por eles regulados, mas, para isso,

mais estudos Sao necessarios.
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ANEXO 1 - APROVACAO COMISSAO CIENTIFICA

l FﬁMED Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul
] FACULDADE DE MEDICINA

PUCRS COMISSAO CIENTIFICA

Porito Alegre, 20 de novembro de 2012.

Senhor (a) Pesquisador(a)

A Comissdo Cientifica da Faculdade de Medicina e do Hospital Sdo Lucas da PUCRS
aprovou seu projeto de pesquisa intitulado “Expressdo do microRNA 135 em lesGes
de endometriose em pacientes submetidas a tratamento cirtirgico”.

O projeto, assim como todos os documentos que o acompanharam, os quais
receberam a presente aprovagdo, devem ser submetidos ao Comité de Etica em
Pesquisa/PUCRS através da Plataforma Brasil, nas mesmas versdes apresentadas a
Comissao.

Atenciosamente,

]
Ao ©aAF
Profa Dra Bartira E. Pinheiro da Costa

Coordenador da Comissdo Cientifica
FAMED-HSL/PUCRS

Ao Profa Dra Denise Cantarelli Machado

FACULDADE DE MEDICINA - HSL/PUCRS

Av. Ipiranga, 6690 - P. 60 - 3° andar - CEP 90610-000
mCi{S Porto Alegre - RS - Brasil
‘ Fone: (51) 3320-3304 - Fax (51) 3320-3040
E-mail: nuclem@pucrs.br

www.pucrs.br/medicina
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ANEXO 2 - APROVACAO COMITE DE ETICA — PLATAFORMA BRASIL

PONTIFICIA UNIVERSIDADE
CATOLICA DO RIO GRANDE g 2"‘*0"“9 mo
DO SUL - PUC/RS asi

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Expressao do microRNA 135 em lesdes de endometriose em pacientes submetidas a
tratamento cirdrgico

Pesquisador: Denise Cantarelli Machado

Area Tematica:

Versao: 4

CAAE: 09257813.0.0000.5336

Instituicdo Proponente: UNIAO BRASILEIRA DE EDUCACAQO E ASSISTENCIA
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 228.944
Data da Relatoria: 13/03/2013

Apresentacao do Projeto:

A endometriose foi inicialmente descrita em 1860 e ainda hoje ndo é bem elucidada. E uma doenga
progressiva, dependente de estrogénio, que se manifesta pela presenca de glandulas endometriais e
estroma fora da cavidade uterina, sendo que os locais mais freqlentes de implantacdo sdo as visceras
pélvicas e o peritdnio. O aspecto das lesdes e o tamanho podem variar, desde lesdes microscépicas ou
pequenos pontos avermelhados na superficie peritoneal até cistos endometriéticos macigos que distorcem a
anatomia tubo ovariana e formam extensas aderéncias. A forma grave da doenca pode envolver bexiga,
intestino, ureter, septo retovaginal e até mesmo 6rgaos ndo pélvicos como pulmao, pericardio e cérebro. A
etiologia ainda desconhecida da endometriose tem, entre suas teorias, a metaplasia celémica, na qual o
epitélio celdmico, distribuido aleatoriamente na pelve durante o desenvolvimento embrionario, sofreria
modificagoes. Pacientes com endometriose apresentam niveis menores de expressio do HOXA10 no
endométrio topico no periodo da janela da implantagéo. Esta baixa express@o pode justificar a falha de
implantagao detectada nas pacientes com endometriose e explicar a infertilidade neste grupo. A
endometriose e falha de implantagéo levando a infertilidade foram demonstradas em camundongos fémeas
com auséncia do gene HOXA10, nos quais os embrides normais ndo eram capazes de implantar, no entanto
os embrides mutantes eram capazes de se implantar em outro utero. A presenga do HOXA10 no tecido

endometridtico ectépico sugere que a expressao deste

Enderego: Av.Ipiranga, 6681

Bairro: CEP: 90.619-900

UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE

Telefone: (513)320--3345 Fax: (513)320-3345 E-mail: cep@pucrs.br
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gene & necessaria para o desenvolvimento do novo tecido endometrial. Desta forma fica claro que esta
relagdo nao é necessaria somente para a reestruturagdo do endométrio topico a cada ciclo menstrual, mas
também para a formagéo do tecido endometrial ectopico. Existem diversas fungdes celulares que ocorrem
de forma fisiolégica no endométrio ciclico e no estabelecimento da endometriose que ja foram relacionadas
a miRNAs sugerindo uma possivel fungéo destes na regulag@o da expressado génica no

endométrio e/ou nas desordens relacionadas a este. Diversos estudos identificaram diferentes miRNAs no
tecido endometrial ectépico e sugerem que estes estao relacionados com a fisiopatologia da endometriose
por apresentarem expressao alterada quando comparados ao tecido endametrial tépico. Ao analisar a
expressao dos miRNAs nas pacientes com endometriose e relacionar com as vias (que mediam inflamacgao,
remodelamenteo tecidual, apoptose, proliferagao celular, angiogénese e cicatrizagao) que eles coordenam,
observa-se que ha uma importante diferenca no tecido endometrial topico e no ectépico. A maioria dos
miRNAs identificados mostram-se menos expressos nas pacientes com endometriose quando comparados
com pacientes livres da doenca. A diferenga dos miRNAs entre o tecido endometrial topico e o ectépico ja
encontrada estao relacionadas a codificacdo de proteinas por diferentes genes envolvidos na adesao
celular, remodelamento da matriz extracelular, migragéo e proliferagéo, regulagao do sistema imune além de
diversos mecanismos relacionados diretamente com o estabelecimento dos implantes endometriais tais
como adesao das células endometriais no periténio, invasdo e proliferagdo no mesotélio e sobrevivéncia das
células endometriais ectopicas.

Objetivo da Pesquisa:

Obijetivo Primario:

Avaliar a expressao dos microRNA 135a e 135b no endométrio ectépico e topico

Objetivo Secundério:

Descrever a expressao do miRNA 135a e 135b no endométrio ectdpico.

Descrever a expressao do miRNA 135a e 135b no endométrio tépico.

Comparar a expressao do miRNA 135a e 135b no endométrio ectépico com a expressao no tecido
endometrial tépico.Descrever a expressdo do gene HOXA10 no endométrio ectopico.

Descrever a expressao do gene HOXA10 no endométrio tépico.

Comparar a expressao do gene HOXA10 no endométrio ectopico e tépico.

Verificar a relagdo da expressao do MiRNA 135a e MiRNA135b no endométrio ectpico com a expressao do
gene HOXA10.

Avaliar a expressdao do miRNA 135a e miRNA 135b no endométrio ectépico nas diferentes fases do ciclo
menstrual.

Enderego: Av.Ipiranga, 6681

Bairro: CEP: 90.619-900

UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
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Comparar a expressdo do gene HOXA10 no endométrio ectdpico nas diferentes fases do ciclo menstrual.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Em relacdo a riscos, ndo ha risco adicional para as pacientes visto que o material coletado faz parte
do procedimento cirtrgico ao qual a paciente sera submetida.

Beneficios: Os beneficios poderao ser em longo prazo, apés resultados do trabalho que poderao ser uteis
para melhor elucidagdo da doenca e consequentemente nas descobertas de tratamentos mais eficazes.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Emenda incluindo a Santa Casa como co-participante. Desta forma, serdo incluidas como amostra, além
das pacientes oriundas do servigo de Ginecologia do HSL-PUC, todas as pacientes do servico de
Ginecologia da Santa Casa de Porto Alegre, submetidas a

cirurgia no periodo determinado (de maio de 2013 a outubro de 2014), que aceitarem a participar do estudo
assinando TCLE.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:

Todos os termos necessarios para esta emenda foram anexados.

Recomendagoes:

N&o existem recomentdactes para a emenda que inclui as pacientes da Santa Casa.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:

N&o existem pendéncias para a emenda que inclui as pacientes da Santa Casa.

Situagido do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

N&ao

Consideracgoes Finais a critério do CEP:

PORTO ALEGRE, 25 de Marco de 2013

Assinador por:
Rodolfo Herberto Schneider
(Coordenador)

Enderego: Av.lpiranga, 6681

Bairro: CEP: 90.619-900

UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
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ANEXO 3 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo completo do Expresséo do microRNA 135 em lesGes de endometriose em pacientes

estudo: submetidas a tratamento cirdrgico
Investigador: Rafaella Gehm Petracco

(Médico do estudo):
Endereco: Avenida Ipiranga, 6690/801 — Porto Alegre - RS

Nimero de telefone: (51) 3339-1142
(51) 99593055

Introducéo

Vocé estd sendo convidada para fazer parte de um estudo clinico. Antes que vocé decida participar
desta pesquisa, é importante que entenda por que esta pesquisa estd sendo realizada. Leia as
informacdes a seguir cuidadosamente antes de discuti-las com o médico do estudo.

A decisédo de participar deste estudo cabe a vocé. A sua participacdo é totalmente voluntéaria.

A sua decisdo nao vai afetar o seu relacionamento com seu médico ou alterar os cuidados médicos
atuais ou futuros de nenhuma forma.

Pergunte ao médico responsavel pelo estudo sobre qualquer item que ndo esteja claro para vocé.
N&o tenha pressa para decidir se deseja participar deste estudo.

Qual a finalidade deste estudo?

Atualmente a endometriose € uma doenca que afeta muitas mulheres, mesmo com todos os estudos
ja realizados, ainda ndo se sabe ao certo porque a endometriose ocorre. Este estudo tem como
objetivo pesquisar fatores que possam estar relacionados ao aparecimento da endometriose.

Como sera feito o estudo?

Vocé estd prestes a ser submetida a cirurgia para diagnosticar ou para tratar uma doenca chamada
endometriose. Este procedimento ocorrera no bloco cirdrgico sob anestesia, como ja deve ter sido
explicado pelo seu médico. Durante este procedimento uma camera sera introduzida pelo colo do
Utero para observar a cavidade uterina (ou cavidade endometrial), apés a realizacdo deste
procedimento, se nao for encontrado nenhuma anormalidade, sera coletado uma pequena amostra
do tecido endometrial (desta camada de dentro do Gtero). Este tecido € novamente formado a cada
ciclo menstrual, portanto essa pequena porgdo que serd retirada ndo Ihe causara dano nenhum. Apds
este procedimento vocé serd submetida a videolaparoscopia, na qual outra camera sera introduzida
pelo seu umbigo para avaliar a cavidade abdominal. Neste momento se for encontrado qualquer foco
de endometriose eles serdo retirados, como forma de tratar a doengca. Uma pequena por¢do deste
tecido retirado

Rubrica do sujeito da pesquisa Rubrica do médico estudo

sera usado para o estudo e o restante sera enviado para estudo anatomo patolégico que € o
procedimento de rotina neste tipo de cirurgia.

Quais os possiveis riscos e efeitos colaterais?

Nao ha nenhum risco ou efeito colateral que possa ser causado exclusivamente pela realizagédo do
estudo visto que os procedimentos serdo feitos rotineiramente para a cirurgia a qual vocé seréa
submetida.

O estudo néo requer que vocé se submeta a henhum outro procedimento ou exame adicional que
ndo faca parte de um tratamento padréo para o seu problema de salde atual segundo os padrdes
normais de pratica do seu médico.
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Ao assinar este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, vocé estara autorizando que sua
informacao médica relacionada ao estudo seja analisada e estas informag8es publicadas na literatura
médica mantendo sempre sob sigilo sua identidade. Na ocasido da publicacdo dos resultados desta
pesquisa, sua identidade sera mantida no mais rigoroso sigilo. Serdo omitidas todas as informacdes
que permitam identifica-la.

Caso tenha alguma preocupacéo ou duvida com relacdo a sua participacdo neste estudo, entre em
contato com Dra Rafaella Petraccco: (51) 33391142 ou (51) 99593055 (celular 24 horas)

No entanto, se tiver alguma queixa ou preocupacdo sobre a maneira como o médico do estudo
realizou o estudo, questfes sobre a pesquisa e sobre os seus direitos enquanto envolvida no projeto
ou problemas decorrentes da pesquisa, vocé pode entrar em contato com o responsavel pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul, pelo telefone:
(51) 3320-3345 localizado na Avenida Ipiranga 6690- Prédio 60 - Sala 314 - Porto Alegre - RS — Brasil
- CEP: 90610-900 (horério de funcionamento: das 8:00 as 17:00 horas).

Ou Comité de Etica em Pesquisa da Santa Casa de Misericérdia de Porto Alegre — sob
coordenacéo Dr. Claudio Telbken, telefone 3214.8571.

Eu concordo em patrticipar deste estudo de pesquisa realizado por Rafaella Petracco.
Eu tive tempo para refletir sobre a participacdo nesse estudo.

Posso, a qualquer momento, se desejar, interromper minha participacdo sem fornecer nenhum
motivo. Informarei minha decisdo ao médico do estudo. Posso, a qualquer momento, pedir
informacdes adicionais ao médico do estudo ou ao médico indicado por ele.

Nome do SUJEITO da PESQUISA: .....iuuieiiit ittt e

Assinatura do sujeito da pesquisa: ..........cocoiiiiiiiii Data__ _ /

Nome do médico do estudo: ...........coeiiiiiiiiiiiii

Assinatura do médico do estudo: ............coooiiiiiiiiinen. Data__ _ [/ /

Assinatura da testemunha®:.............cooooiiii Data__ _ / /

*A assinatura da testemunha € necessaria apenas se a paciente ndo puder ler
ou fornecer consentimento por escrito.
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ANEXO 4 - QUESTIONARIO

NUmero da amostra:

Data de nascimento:

Raca:

Numero de filhos e via de parto:

Tempo em que sabe que tem endometriose ou que tem sintomas suspeitos:

Tempo do ciclo menstrual (inicio de uma menstruacdo até o inicio da

préxima):

Duracéao do fluxo:

Intensidade do fluxo menstrual:
Classificacao da colica (nota de 0 a 10):

Data da ultima menstruacao:
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ANEXO 5 - CLASSIFICACAO REVISADA PELA ASSOCIACAO AMERICANA DE
MEDICINA REPRODUTIVA EM 1997

Appendix
The Revised AFS Classification of Endometriosis

AFS Clasification of Endometriosis

Patient's Name — Date
Stage I  (Minimal) - 1-§
Stage 11  (Mild) L 6-15 Laparoscopy — Laparotomy — . Photography
Stage [II (Moderate) - 1640 Recommended Treatment
Stage IV (Severe) ->40
Total Prognoesis
E ENDOMETRIOSIS < lem 1-3em > 3em
§ Superficial 1 2 4
[ Deep 2 4 6
R Superficial 1 2 4
= Deep 4 16 20
-
g L Superficial 1 2 4
Deep 4 16 20
POSTERIOR Partial Complete
CULDESAC
OBLITERATION 4 40
ADHESIONS < 1/3 Enclosure 1/3 - 2/3 Enclosure > 2/3 Enclosure
- R Filmy 1 2 4
:
= Dense 4 8 16
=]
L Filmy 1 2 4
Dense 4 8 16
R Filmy 1 2 4
E Dense 4 g 16
g L Filmy 1 2 4
Dense 4% g= 16

* If the fimbriated end of the fallopian tube is completely enclosed, change the point assignment to 16.

Additional Endometriosis: Associated Pathology:
To Be Used with Normal To Be Used with Abnormal
Tubes and Ovaries Tubes andfor Ovaries

L\/\/RL\/—\/

7, N

2 7\

216
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The Revised AFS Classification of Endometriosis

EXAMPLES & GUIDELINES

STAGE I1 (MILD) STAGE Il (MODERATE)

STAGE I (MINIMAL)

- * .

PERITONEUM PERITONEUM PERITONEUM
Superficial Ende - 1-3cm -2 Deep Endo - >Jcm -6 Deep Endo = >»3cm -6
R. OVARY R. OVARY CULDESAC
Superficial Ende - <lem -1 Superficial Ende - <lem -1 Partial Obliteration -4
Filmy Adhesions - <I/3. -1 Filmy Adhesions - <1/3 -1 L. OVARY
TOTAL POINTS _4 L. OVARY Deep Endo = 13cm - 16
Superficial Ende -  <lem -1 TOTAL POINTS 26
TOTAL POINTS 9
STAGE Il (MODERATE) STAGE [V (SEVERE) STAGE TV (SEVERE)

PERITONEUM PERITONEUM PERITONEUM
Superficial Endo - >3cm -4 Soperficial Endo - >3cm -4 Deep Endo - s3em -6
R. TUBE L. OVARY CULDESAC
Filmy Adhesions - <1/3 -1 Deep Endo - l-3cm  -32%** Complete Obliteration - 40
R. OVARY Dense Adhesions - <1-3 -§*=+ R OVARY
Filmy Adhesions -  <l1/3 -1 L. TUBE Deep Endo - l3em -16
L. TUBE Dense Adhesions - <1/3 -B** Dense Adhesions - <I/3 -4
Dense Adhesions - <1/3 -16* 52 L. TUBE
L. OVARY TOTAL POINTS 2 Dense Adhesions - =23 - 16
Deep Endo _ =lcm - L. OVARY
Dense Adhesions - <173 -4 Deep Endo - 13 - 16
TOTAL POINTS EN *Point assignment changed to 16 Dense Adhesions -~ >213  -16
**Point assignment doubled TOTAL POINTS 114

Determination of the stage or degree of endometrial in-
volvement is based on a weighted point sytem. Distribution
of points has been arbitrarily determined and may require
further revision or refinement as knowledge of the disease
increases.

To ensure complete evaluation, inspection of the pelvis in
a clockwise or counterclockwise fashion is encouraged.
Number, size and location of endometrial implants, plaques,

deep endometrioma of the ovary associated with more than
3cm of superficial disease should be scored 20 (not 24).

In those patients with only one adnexa, points applied to
disease of the remaining tube and ovary should be multiplied
by two. **Points assigned may be circled and totaled. Aggre-
gation of points indicates stage of discase (minimal, mild,
moderate, or severe).

The presence of endometriosis of the bowel, urinary tract,

endometriomas and/or adhesions are noted. For example,

five separate 0.5cm superficial implants on the peritoneum
(2.5 cm total) would be assigned 2 points. (The surface of
the uterus should be considered peritoneum.) The severity
of the endometriosis or adhesions should be assigned the

highest score only for peritoneum, ovary, tube or culdesac.
For example, a 4cm superficial and a 2cm deep implant of
the peritonenm should be given a score of 6 (not 8). A 4cm

fallopian tube, vagina, cervix, skin etc., should be docu-
mented under “additional endometriosis.” Other pathology
such as tubal occlusion, leiomyomata, urine anomaly, elc.,
should be decumented under “associated pathology.” All
pathology should be depicted as specifically as possible on
the sketch of pelvic organs and means of observation (lapa-
roscopy or laparotomy) should be noted.
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ABSTRACT

Objective: The pathogenesis of endometriosis still unclear and there is
evidence for a role of genetic components. The microRNA 135a and 135b (miR135)
IS known to silence gene expression and increased miR135 down-regulated the
HOXA10 gene, a key mediator of endometrial receptivity and implantation.
Considering that several genes are known to be differentially expressed in eutopic
and ectopic endometrium of women with endometriosis, we compared the expression

of miR135 in those tissues during the menstrual cycle.

Design: Samples obtained from twenty three patients submitted to
laparoscopic were analyzed. To determine the miRNA expression we used the poly
(A) RT-PCR method and gene transcripts were amplified by real-time PCR using the
U6 as a house keeping control.

Results: All endometriosis lesions samples expressed miR135. Similar
expression levels of miR135 were detected in the ectopic when compared with
eutopic endometrium. However, during the secretory phase the expression of

miR135 was down regulated comparing to the proliferative phase.

Conclusions: miR135 is down regulated during the secretory phase of women
with endometriosis. This finding is likely due to physiological lower levels of estrogen
and higher levels of progesterone during this phase. But more evidence are still

necessary.

Keywords: endometriosis, microRNA135, HOXA10, implantation, infertility
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INTRODUCTION

Since 1860 (Rokitansky, C), when it was first described, the etiopathogeny of
endometriosis is still not fully understood. It is an estrogen dependent and
progressive disease that is characterized by the presence of endometrial cells
(epithelial and stromal) outside the uterus with the most frequent sites being the
pelvic organs and peritoneum. Histopathological study is mandatory to confirm the
diagnosis, and although its prevalence is not clear, it affects 5 to 10% of women in
reproductive age and up to 50% of women with infertility (Snesky and Liu, 1980;
Houston, 1884; Cramer, 1987). The most common symptom is pain, characterized by
dysmenorrhea, dyspareunia or even chronic pelvic pain, and frequently these

symptoms are associated with infertility.

There are many evidences that environmental, hormonal, immunological and
genetic components are involved (Giudice and Kao, 2004), and some studies have
shown that epigenetic factors and adults stem cells have influence on its genetic
compounds (Lee et al., 2009; Du and Taylor, 2007). It has been described an
estrogen receptor gene polymorphisms and various exon-deleted progesterone
receptor mRNA involved with endometriosis. Different studies identified aneuploidies
in chromosomes 11, 16 and 17 and loss of heterozygosity in chromosomes 9, 11 and
22 when comparing eutopic endometrium of patients with and without the disease
(Jiang et al., 1996; Kosugi et al., 1999; Gogusev et al., 1999; Kennedy, 2003;
Bischoff and Simpson, 2000) suggesting that the genetic involvement is related with

the development and progression of endometriosis

HOXAZ10 is a well known gene that is directly involved in the embryogenesis of
the uterus and embryo implantation. The role of HOXA10 in the pathogenesis of
endometriosis has been largely investigated, and it has a cyclic expression under
influence of steroids hormones (Taylor et al., 1997; Cermik et al., 2001; Zanatta,
2010). Lower levels of HOXA10 expression are found in the endometrium during
implantation window in endometriosis patients which could explain the implantation
failure and higher incidence of infertility shown by this group of patients (Taylor, et al.,
1999).
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MicroRNAS (miRNAs) are small single strand noncoding RNA containing
about 22 nucleotides, essential for gene regulation (Bartel, 2009), and able to control
many genes at the same time. MiRNAs are associated with different physiological
process such as apoptosis, differentiation, and hematopoiesis. The aberrant
expression of mMIRNAs are associated to many diseases, specially different types of
cancers, due its role in cell function such as proliferation, differentiation and

apoptosis (Croce, 2008).

Endometrial disorders such as impaired endometrial receptivity, dysfunctional
uterine bleeding and endometriosis are thought to arise from aberrations in the
cellular and molecular homeostasis of the endometrium. Indeed, miRNAs have been
differentially expressed in the ovaries, oviduct, endometrium, miometrium and cervix,
in normal and pathological tissue suggesting a relationship with the physiopathology
of many diseases, including endometriosis, because of aberrant expression when
compared to eutopic endometrium tissue (Ohlsson et al., 2010; Filigheddu et al.,
2010).

The difference in miRNA expression between eutopic and ectopic endometrial
tissue are related to protein codification by different genes involved in cell adhesion,
extracellular matrix remodeling, migration, proliferation, immune system regulation,
and others mechanisms directly related to the establishment of endometriosis
implants (Wu et al., 2006; Eyster, et al., 2007). The miRNA135 (miR135) has two
subtypes: 135a and 135b, and most of researches have evaluated only the
expression of one subtype, since that they target different genes. Previously, our
group has shown an inverse correlation between the miR135 with HOXA10
expression in patients with endometriosis where we detected that HOXA10 was
aberrantly regulated in the endometrium of women with endometriosis by both
miR135a and miR135b, proving the role of HOXA10 in the pathogenesis of
endometriosis and its association with the specific miR135 (Petracco et al., 2012).
Moreover, it was also found that miR135 is upregulated in different phases of the
menstrual cycles and has cell specificity, suggesting that the alterations seen early,
in the proliferative phase, can be related to a failure that will go on during
implantation window (Petracco et al., 2011, Petracco et al., 2012).HOXA10
expression in endometriosis lesions has been studied and is down regulated when

compared to eutopic endometrium. Also, the relation between HOXA10 and
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MiRNA135a e miRNA135b has been detected in the eutopic endometrium. However
the expression of this specific miRNA has never been evaluated in the ectopic
endometrial tissue. The aim of this study was to evaluate the miRNA135a e 135b
expression in the ectopic and eutopic endometrium and during the different phases of

the menstrual cycle.

MATERIAL AND METHODS

Subjects and tissue collection

Thirty one subjects who underwent surgery for diagnosis or treatment of
endometriosis were recruited between March 2013 through May 2014 to participate.
The study was approved by the Ethical Committee from the Pontifical Catholic
University of Rio Grande do Sul(PUCRS) and Santa Casa Hospital, Porto Alegre, Rio
Grande do Sul, Brazil. After they signed the informed consent, endometrial biopsies
and excision of endometriosis lesions were obtained from women with both surgical
and histological diagnosis of endometriosis. Biopsies were performed using a Pipelle
catheter (CCD International, Paris, France). The diagnosis of endometriosis was
confirmed by histology in all women. Exclusion criteria included the use of hormonal
medications or supplements within the 3 months before surgery, pregnancy, cancer,
endometrial pathologies including polyps and submucosal/intramural fibroids, or
those patients who did not know their last menstrual period or refuse to participate in
the study. Out of the 31 subjects included, 8 were excluded because mRNA levels
were too low. After the first analysis the samples were divided according to the
menstrual cycle as follows: proliferative, day 1-14 (n=11) and secretory, day 15-28
(n=12).

Quantitative RT-PCR

Eutopic and topic endometrium biopsies were placed in a tube containing RNA

later® (Ambion, California, USA) and storedat-80°C until processing. Total RNA was
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extracted from the whole tissue using Trizol reagent® (Invitrogen, California, USA)
according to the manufacturer's instructions. RNA samples concentrations were
determined using a fluorometer plataform (Qubit® 2.0, Invitrogen, California, EUA)

using serial dilutions according to manufacturer’s instructions.

For miRNA expression determination, we used the poly (A) RT-PCR method
using Invitrogen NCode miRNA first-strand cDNA synthesis MIRC-50 kit (Invitrogen,
California, USA). Gene transcripts were amplified by real-time PCR in the Applied
Biosystems® 7500 Real-Time PCR platform (Thermo Fisher Scientific Inc.,Waltham,
MA, USA) using the forward specific primers to miR135a (5'-
TATGGCTTTTTATTCCTATGTGA-3"), and miR135b (5°-
TATGGCTTTTCATTCCTATGTGA-3) and the universal reverse primer
complementary to the anchor primer. The anchor real-time primer was used as a
negative control. Primers for the U6, a small nuclear RNA, (U6 forward: 5'-
CTCGCTTCGGCAGCACA-3"; reverse: 5-AACGCTTCACGAATTTGCGT-3") was

used as a control to determine the relative miRNA expression.

Real-time PCR was performed using the Supermix SybrGreen and ROX
(Quatro G Laboratory, Porto Alegre, Brazil). The 25 ng of cDNA was used for a 50uL
total reaction (according to the manufacturer’s instructions). The thermal cycling
conditions were initiated by uracil-N-glycosylase activation at 50°C for 2 min and
initial denaturation at 95°C for 10 min, followed by 40 cycles at 95°C for 15 sec, and
annealing at 57° C for 20 sec. Melting analysis was performed by heating the
reaction mixture from 74° C to 99° C at a rate of 0.2 °C/sec. Threshold cycle (Ct) and
melting curves were acquired by using the quantitation and melting curve program of
the AB 7500 platform. The experiments were done in duplicate. The mRNA level of
each sample was normalized according to the U6 gene expression. mRNArelative

level was presented using the formula 272,

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using unpaired Mann- Whitney test for the

ectopic vs. eutopic endometrium samples and for comparison between different
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phases of the menstrual cycle. All the analyses were done using SPSS v. 20.0,

considering a P < 0.05 as significant.

RESULTS

The mean age of the twenty three patients enrolled was 32 years (range from
24 to 40 years old), 16 were nuliparous and 7 had at least one pregnancy. One
patient had suspicious for endometriosis for 10 years, 2 for 3 years, 2 for 2 years, 4
for one year, 3 for a few months, and in eleven patients, submitted to surgery for
infertility diagnosis, endometriosis was found. The main symptom for surgery was
pelvic pain (30.43%), sterility (56.52%), or both (13.04%). Patients had mild or
moderate endometriosis (stages lI-lll, revised ASRM classification system, 1997).
The patients were firstly analyzed globally and then divided in different phases of the
menstrual cycle, using Noyes criteria (Noyes, 1975).

Expression of microRNA135a in endometriosis lesions

All the 23 samples analyzed have shown a significant amount of miRNA135a
in an asymmetric manner. Initially we compared the expression of the miRNA135a in
endometriosis lesions with the eutopic endometrium considering all the phases of the
menstrual cycle. The expression of miR135a in endometriosis lesions when
compared to normal tissue were only 0.37 higher (p=0.98), showing that there is no

statistical difference between these two tissues (Figure 1, A).

Expression of microRNA135b in endometriosis lesions

We analyzed the miRNA135b in the endometriosis lesions and in the
endometrium of all patients, considering both phases of the menstrual cycle. All
samples expressed miR135b in an asymmetric manner. We verified that the

MiRNA135b is upregulated 1.82 times in the ectopic endometrium when compared to
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eutopic tissue, but this difference was not statistical significant. (p=0.808) (Figure 1,
B).

Expression of microRNA135a during the different phases of the menstrual

cycle

Patients were divided in two different phases of the menstrual cycle,
proliferative and secretory. In the proliferative and secretory phase, there were no
differences between the expressions of miRNA135a in the endometriosis lesions
comparing to the eutopic endometrium. However, in the secretory phase the
miR135a has a lower expression (3.77 times) comparing to the eutopic endometrium
in comparison to the proliferative phase (p=0.013), suggesting that there is a down

regulation of this microRNA in the second phase of the menstrual cycle (Figura 2, A).

Expression of microRNA135b during the different phases of the menstrual

cycle

Analyzing the mir1l35b expression in different phases of the menstrual cycle,
we found no difference between the ectopic and eutopic endometrium in the
proliferative and secretory phase. However comparing the expression in the
secretory to the proliferative phase we found that miR135b had an expression 4.75

times lower in the secretory phase (p=0.032) (Figura 2, B).

DISCUSSION

Different profiles of miRNAS have been described in the endometriotic tissue
(endometrioma, peritoneal endometriosis, ovarian endometriosis and others) and
compared to the expression in the eutopic endometrium of non paired patients and
with control patients (disease free). The expression of miRNAs in these samples has

also been described in different phases of the menstrual cycle.




Anexo 6 - Original Article 89

This study had the purpose to evaluate the expression of two miRNA, 135a
and 135b, in ectopic endometrium comparing to topic endometrium of the same
patient in different phases of the menstrual cycle. The miR135 expression is
upregulated in the eutopic endometrium of patients with endometriosis comparing to
the endometrium of free disease patients and has been shown that this aberration is
directly involved with HOXA 10 expression.

Studies involving microRNAs and endometriosis have been increasing in the
literature. Many authors seek to identify the most prevalent miRNAs using microarray
and tries to correlates with genes involved in the pathogenesis of endometriosis. As
far as we know, only one publication (from our group) using software to predict
MiRNA targets have identified the miR135.

Most of the studies tries to identify different miRNA expression, specially,
comparing to control patients (free disease), comparing the ectopic to eutopic
endometrium. Only a few publications look at this difference in the same patient. In
addition many papers have analyzed only the eutopic endometrium and only in
certain phase of the menstrual cycle. To the best of our knowledge the current study
is the first to compare the miR135 expression comparing ectopic with eutopic
endometrium in patients with endometriosis, and in different phases of the menstrual

cycle.

The ectopic endometrium seems to be more susceptible to hormonal
alterations than the eutopic endometrium, the lesion could suffer more alteration
regarding to estradiol fluctuation comparing to the endometrium. Ohlsson and
colleagues (2009) evaluated the miRNAs in different phases of the menstrual cycle
and did not found any difference when comparing the expression in the proliferative
with the secretory phase. Here we could show that the mirl35 has a higher
expression in the second phase of the menstrual cycle, in which we have lower levels
of estradiol and higher levels of progesterone. According to the literature,
endometriosis lesions are highly sustained by high levels of estradiol. The regulatory
effects that progesterone has on HOXA10 expression justify the higher levels of this
gene during the secretory phase of the menstrual cycle; also know as window of
implantation. The findings that there are a lower expression of the miR135 during the
secretory phase in comparison with the proliferative phase, explain the importance of

HOXA10 for embryo implantation. With this finding is essential to realize more
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studies comparing this expression in patients with endometriosis with control
patients, to check if there are lower levels of the miR135 in patients with

endometriosis when comparing to controls.

Another study evaluated the difference in many miRNAs in the same patient
(ectopic and eutopic endometrium), they also evaluated the endometrium of patients
without the disease and the endometrium of patients with endometriosis but didn’t
used paired samples. They separated the tissue, epithelial and stromal cells for the
analysis and all patients were in the secretory phase. The result was that there were
48 microRNAs that have an altered expression in this comparison, and the miR135
was not listed. Many of the miRNAs they detected were involved with the
development and progression of endometriosis and are responsible for process like
angiogenesis, inflammation and regulation of the immune system (Pan et al., 2007).
Another study using microarray showed that 14 miRNAs had increased, and eight
decreased expression in the ectopic endometrium when compared to eutopic. When
the authors analyze the data according to the different phases of the menstrual cycle

they did not detected any difference among those miRNAs (Ohlsson, et al., 2009)

A study published by Shi et al., 2014, have shown that different miRNAs are
expressed in the control eutopic endometrium comparing to ectopic endometrium
from patients with endometriosis. One of those is the miR183 that had a lower
expression, and increases the potential of invasion inhibiting the apoptosis of
endometrial stromal cells. They also found that the miR183 expression can be
inhibited by ovarian steroids and inflammatory factors. These findings suggest that
aberrant expression of miR183 is involved in the pathogenesis of endometriosis. The
present study did not consider the miR135 within different estradiol exposition.
However, it is shown that during the secretory phase, when lower levels of estradiol
are suppose to be present, there were an alteration of the miR135 expression,
suggesting that this hormone may have a direct influence on its expression and

consequently on their target genes.

A recent review (Hull and Nisenblat, 2013) have proved that is hard to
determine the relation between the pathogenesis of endometriosis and miRNAs
expression levels, but they have pointed to an important role of these molecules with

the physiopathology of endometriosis. Therefore a further investigation is mandatory
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for the development of diagnostic tools and therapeutic approaches through miRNAs

manipulation aiming to drive mRNAs expression.

In a large review (Santamaria and Taylor, 2014) regarding the roles of
MiRNAs in gynecological diseases was shown that six miRNAs have the potential to
be used as new tools for diagnosis. Among them, when the miR199a and miR542-3p
are used together they have 96.6 and 76.6% of sensibility and specificity. Once
more, these findings support the idea that circulating miRNAs can be used as
important non invasive biomarkers for diagnosis and to classify different stages of

endometriosis.

Two studies described a higher miRNAs expression (1.5 - 2 times) in the
ectopic endometrium and the authors did not show differences in the miR135
expression levels supporting our findings. Although we did detect the presence of

miR135, the levels were not distinct between the tissues from the same patient.

Maybe the most important that we can emphasize considering all these
studies is the diversity of results, specially comparing the same miRNA studied by
different authors. The role of many miRNAs in the pathogenesis of endometriosis has
been established and proved, however its exact contribution in the development and
maintenance of the disease is still not fully understood.

CONCLUSION

There are many evidences that the physiopathology of endometriosis have a
genetic compound and many studies have correlated the disease with different

MiRNASs levels and expression alterations in endometriosis tissue.

We can conclude that miR135 is expressed in the eutopic and topic
endometrium in an assimetric manner. The comparison between the eutopic and
topic endometrium expression of the miR135 did not show a significant difference.
We could detect that the miR135 expression was altered during the menstrual cycle.
The miR135 expression (comparing ectopic to topic endometrium) during the

secretory phase is down regulated comparing to the proliferative phase.
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We can suppose that they have an important role in the homeostasis of the
reproductive tissue. Therefore, its aberrant expression can impact the endometrial

functioning, impairing embryo implantation.

Although more studies are necessary to elucidate the whole function of
miR135 in endometriosis, this miRNA is becoming an important target to the
understanding of the pathogenesis of the disease and a possible biomarker to guide

diagnosis tools and therapeutic interventions.
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FIGURES

Endometriosis EROERGSE

Figure 1.Box plot showing the comparison of miR135a (A) and miR135b (B)
expression in ectopic and topic endometrium, analyzing all the 23 patients did not
show a significant difference on its expression using Mann Whitney test, p=0.98 for

miR135a and p=0.80 for miR135b.
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Figure 2. Box plot showing the miR135a (A) and miR135b (B) expression in the
proliferative (n=11) and secretory (n=12) phases when compared the ectopic to topic
endometrium, showing that miR135 is down regulated during the secretory phase of

the menstrual cycle. Statistical analysis using Mann Whitney test, p<0.05.




