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Prefacio

“The secret of the care of the patient is in caring for the patient”
p g r

Francis Weld
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Capitulo 1

1.1. Introducao

Numerosos estudos cientificos dedicados a endometriose sao objecte de publicagao
anual nas mais prestigiadas revistas mundiais de diferentes areas da Medicina (Ginecologia,
Epidemiologia, Biologia Celular e Molecular, Genética e Imunologia, para citar apenas as mais
frequentemente envolvidas). Apesar deste esforgo investigacional e da reflexao que obviamente
condiciona, continuam por clarificar os mecanismos fisiopatolégicos desta doenca. Do ponto
de vista tedrico este desconhecimento resulta numa proliferagdo de teorias, que no entanto se
mostram incapazes de explicar todas as formas de aparecimento e manifestacao da doenca.
Do ponto de vista pratico as implicacdes deste desconhecimento sao ainda mais graves, uma
vez que implicam o aparecimento de multiplas propostas terapéuticas, algumas das quais sem
fundamento cientifico adequado e, na maior parte dos casos, totalmente ineficazes para a
resolucao do problema das doentes.

Apesar de estarmos ainda longe de conhecer com rigor todos os circuitos fisiopatolégicos
gue conduzem ao aparecimento da endometriose, admite-se que a capacidade intrinseca das
células endometriais em algumas mulheres de aderirem e invadirem o mesotélio, ou seja, de
nele se implantarem, aliada a variabilidade da resposta imunoléogica e a faléncia dos mecanismos
homeostaticos de regulacao da populacao celular, poderdo constituir aspectos decisivos no
estabelecimento inicial e posterior desenvolvimento da endometriose (Oosterlynck e col. 1991;
Taylor e col. 1997; Mclaren e col. 1997; Braun e Dmowski 1998; Witz 1999; Lebovic e col.
2001; Dmowski e col. 2004; Xavier 2002; Seli e col. 2003). Pressupde-se que as mulheres
com um défice local de certas fungbes imunolégicas seriam incapazes de erradicar os implantes
de endométrio ectdpico, ao mesmo tempo que o excesso de fenédmenos angiogénicos (promovendo
a neovascularizacao) e a fraca expressao de factores pré-apoptéticos (promovendo a sobrevivéncia
celular) no endométrio de mutheres afectadas facilitaria a implantacdo, proliferacao e
desenvolvimento das células endometriais fora da cavidade corporal uterina. Por outras palavras,
o endométrio de mulheres destinadas a desenvolver a endometriose podera ter uma maior
capacidade para se implantar, proliferar e desenvolver na cavidade peritoneal (Donnez e col.
1998; Healy e col. 1998; Fasciani e col. 2000; Xavier e col. 2004a).

A clarificacao da fisiopatologia da endometriose, para além de constituir uma premissa
essencial para o desenvolvimento de estratégias de diagnostico e tratamento que se revelem
mais eficazes que as actualmente disponiveis, € também fundamental para methorar a
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Introducdo e definicdo de objectivos

compreensao dos achados de exames complementares nao invasivos habitualmente utilizados
no seu estudo. Um destes exemplos € a ultrasonografia, actualmente o método imagioldgico
de primeira linha na avaliagdo da endometriose (Mais e col. 1993; Volpi e col. 1995; Dogan e
col. 1996; Patel e col. 1999; Brosens e col. 2003). Se por um lado a introducdo na pratica
clinica das sondas endovaginais permitiu melhorar a definigdo morfoldgica dos 6rgaos pélvicos
com especial énfase para o endométrio (Bohm-Velez e Mendelson 1992; Fleischer e col. 1997),
esta avaliagcao morfoldgica foi entretanto enriquecida com a possibilidade do estudo hemodinamico,
ap6s a incorporacao, neste tipo de sondas, da tecnologia Doppler, sobretudo apds o advento
da codifica¢é@o de cores com a técnica de Doppler a cores e o power Doppler, também designado
por angiografia Doppler (Kurjak e col. 1997). Com base nesta tecnologia foi ja possivel definir
0s padroes da arquitectura vascular do ovério ao longo do ciclo menstrual (Beires 1999), o que
permitiu confirmar a ultrasonografia como um meio capaz de efectuar, neste 6rgao reprodutivo,
um estudo simultaneamente morfoldgico e funcional, ou seja morfofuncional. Na area da
infertilidade a angiografia Doppler tem sido ja utilizada para efectuar a avaliagdo morfofuncional
do endométrio, designadamente no estudo da relagdo entre a sua perfusado sanguinea e a sua
receptividade (Yang e col. 1999; Contart e col. 2000; Kupesic e col. 2001; Chien e col. 2002).
A aplicacao deste conceito ao estudo da vascularizacdo endometrial em mulheres com
endometriose constitui um desafio empolgante, uma vez que nao ha, nesta area, estudos
cientificos consistentes.

A necessidade de consolidar a hipétese fisiopatologica da disfuncdo endometrial,
nomeadamente a hipotese do maior potencial angiogénico do endométrio de mulheres com
endometriose, aliada ao facto de ser hoje tecnicamente possivel definir a vascularizacdo
endometrial e subendometrial por meio da ultrasonografia transvaginal e angiografia Doppler,
justificam, no nosso entender, o estudo dessa perfusao sanguinea nas doentes com endometriose.
A aplicacado dessa tecnologia ao endométrio podera permitir a detecgdo de fenémenos de
vasculariza¢do excessiva, eventualmente relacionados com o desenvolvimento da doenca, ou
seja, permitir uma verdadeira avaliacdo morfofuncional (Xavier e col. 2004b). Por outro lado,
consideramos oportuno o estudo no meio circulatdrio sistémico dessas doentes de factores
biomoleculares com propriedades angiogénicas, inflamatérias e de adesividade celular. Os
resultados desse estudo poderdo permitir consolidar a hipétese da endometriose como entidade
associada a uma actividade angiogénica excessiva e a uma desregulacdo da actividade
inflamatoria e da adesividade celular que contribuem para o desencadear de uma cascata de
eventos, resultando em Ultima andlise no estabelecimento da doenca em toda a sua plenitude.



Capitulo 1

1.2. Definicao de Objectivos

Atese que nos propusemos realizar procura contribuir para a clarificagdo dos mecanismos
etiopatogénicos da endometriose, assentando para tal numa base essencialmente clinica, na
qual o estudo da vascularizacao endometrial por meio da ultrasonografia com angiografia
Doppler em mulheres com endometriose se assume como fulcro principal. No entanto, uma vez
que consideramos indispensavel sustentar os achados clinicos com fundamentos fisiopatologicos,
realizamos uma investigacao de ambito biomolecular, na qual estuddmos a actividade ao nivel
sérico de factores com propriedades angiogénicas, inflamatérias, de regulacdo da populacao
e da adesao celular, em doentes com endometriose e em mulheres sas. Finalmente pretendemos
avaliar o valor diagnéstico dos niveis plasmaticos de dois marcadores tumorais quando aplicados
a detecgdo da endometriose.

0O nosso trabalho teve assim por objectivos:

1. Dar um contributo para a definicao dos padroes de arquitectura vascular endometrial ao
longo do ciclo menstrual, tanto em mulheres sas como em doentes com endometriose, recorrendo
para tal & utilizacao da ultrasonografia transvaginal e angiografia Doppler.

2. Determinar, ao longo do ciclo menstrual, 0s niveis séricos do “vascular endothelial growth
factor” (VEGF) (propriedades predominantemente angiogénicas), do “tumor necrosis factor-alfa”
(TNF-a) (propriedades angiogénicas, inflamatoérias, de regulacao da populacao e da adesao
celular), da proteina C-reactiva (marcador de inflamagao) e da caderina epitelial (caderina-E)
(propriedades predominantemente de adesao celular), em doentes com endometriose
comparando-os com os de mulheres saudaveis.

3. Estabelecer o valor como teste de diagnostico do doseamento dos niveis plasmaticos dos
determinantes antigénicos associados a tumores OC 125 (CA 125) e 1116-NS-19-9 (CA 19-9)

na deteccao da endometriose.

4. Avaliar o interesse clinico e o impacto assistencial deste estudo em doentes com endometriose.
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2.1. Definicao e e dados epidemiolégicos

2.1.1. Definicao

A endometriose, entidade clinica descrita pela primeira vez ha mais de 100 anos, pode
ser definida como a presenca de tecido endometrial funcionante (glandulas e estroma) implantado
fora da cavidade corporal uterina. Esse tecido endometrial ectopicamente implantado é
habitualmente designado por foco de endometriose e tem como localizagdo mais comum a
cavidade pélvica (Figura 2.1). A presenca de lesdes de endometriose extra-pélvica, embora
menos frequente, tem sido amplamente referida (Foster e col. 1981; van Schil e col. 1996;
Jubanyik e Comite 1997; Coimbra e col. 2000).

0Os sintomas associados a esta entidade resultam da hemorragia ciclica que ocorre a
partir das lesdes para os tecidos adjacentes, conduzindo ao aparecimento de uma reacgao
inflamatéria mais ou menos extensa e em (ltima andlise a formagao de aderéncias e distorgdes
anatémicas (Missmer e Cramer 2003).

A definicao de endometriose acima descrita, embora amplamente consagrada, encerra
em si mesmo questdes ainda por resolver e cuja repercussao sobre a forma como se diagnostica
e se estuda a doenca nao pode ser menosprezada.

Figura 2.1: Localizag6es mais comuns das
lesdes de endometriose pélvica (Adaptado
de Hornstein e Barbieri. Endometriosis. In:
Ryan KJ, Berkowitz RS, Barbieri RL, editors.
Kistner's Gynecology and women's heaith.
St. Louis: Mosby; 1999: 495).
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Uma das limita¢bées mais importantes que esta definicdo condiciona é, desde logo, o
facto do diagnéstico definitivo de endometriose sé ser possivel realizar apos a demonstragéo
da presenca de glandulas e / ou estroma endometrial em localizagdo ectdpica, obrigando quase
sempre a realizacdo de uma cirurgia. Por outro lado, é possivel estabelecer este diagnéstico
numa mulher assintomatica, em gque o achado de lesoes ocorre de uma forma perfeitamente
casual e secundaria a uma intervencao cirlirgica realizada por outro motivo. Esta uGltima
consideracao é suportada pelo resultado de diferentes estudos, segundo os quais a prevaléncia
do achado de endometriose em mulheres assintomaticas durante a realizagdo de uma esterilizacao
cirargica pode variar entre 2% e 43% (Strathy e col. 1982; Kirshon e Poindexter 1989; Moen
e Stokstad 2002). No entanto, uma entidade clinica quando analisada numa perspectiva de
salde pUblica s6 adquire relevo se provoca sintomas ou resulta em morbilidade com impacto
negativo na qualidade de vida dos individuos na qual é diagnosticada. Este & o motivo que leva
alguns ginecologistas a sugerir que o diagnéstico de endometriose deva ser definido, ndo apenas
pela presenca de endométrio ectépico, mas também pela evidéncia de que as lesdes sdo activas,
ou seja, sdo responsaveis por sintomas de dor pélvica, de infertilidade e / ou pela presenca de
uma tumefacgdo anexial (Audebert e col. 1992). Aiguns autores, ndo sem polémica, v40 mesmo
ao ponto de sugerir que, uma vez que as formas de endometriose minima ou ligeira podem
ocorrer intermitentemente em todas as mulheres, nao devem ser consideradas uma doenga
(Koninckx 1994; Evers 1994).

E 6bvio que esta polémica reflecte as discordancias que a endometriose desperta na
comunidade cientifica, ndo apenas nos aspectos clinicos, relacionados com as modalidades
de diagndstico e as op¢oes terapéuticas, mas sobretudo nos aspectos relativos a metodologia
que deve ser seguida num trabalho de investigacao, particularmente em estudos caso-controlo.
De acordo com Holt e Weiss (2000), a estratégia de seleccao dos casos para estudo de doentes
com endometriose deve obedecer ao critério da presenca de lesdes celularmente activas, nas
quais se incluem as doentes com dor pélvica, infertilidade nao atribuivel a outras causas,
presenca de lesoes infiltrativas ou de endometriomas. Deste modo, a recomendagao de excluir
de estudos caso-controlo as mulheres assintomaticas e sem lesdes activas, mesmo que
susceptiveis de diagndstico anatomo-patolégico de endometriose, € uma consequéncia natural
(Holt e Weiss 2000; Zondervan e col. 2002).

2.1.2. Dados Epidemiolégicos

Uma alta taxa de morbilidade e enormes custos sociais resultam da associacdo entre
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a endometriose, a dor pélvica cronica e a infertilidade, apesar de continuar por esclarecer a
verdadeira prevaléncia, incidéncia e factores de risco para esta doenca (Missmer e Cramer
2003). Esta limitacao resulta do facto de poucos estudos epidemioldgicos terem sido realizados
até ao momento, desde logo porque a especificidade desta doenga, nomeadamente no que diz
respeito aos critérios de diagnéstico ja atras discutidos, levanta problemas metodolégicos de
dificil resolucao para um correcto desenho desses estudos.

a. Prevaléncia

Estimativas resultantes de estudos realizados nos Estados Unidos apontam para uma
prevaléncia da endometriose da ordem dos 7% nas mulheres em idade reprodutiva (Hornstein
e Barbieri 1999). Quando considerada a populagao de mulheres admitidas em institui¢coes
hospitalares por dor pélvica, o valor da prevaléncia variou entre 0s 5 e 0s 21% (Liston e col.
1972; Kleppinger 1974; Hasson 1976). Na populacao infértil é ainda mais elevada, podendo
variar, segundo diferentes estudos, entre os 5 e 0s 50% (Peterson e Behrman 1970; Liston e
col. 1972; Kleppinger 1974; Hasson 1976; Hornstein e Barbieri 1999). As adolescentes,
particutarmente as que apresentam dor pélvica crénica sob a forma de dismenorreia grave,
constituem um grupo onde a prevaléncia pode atingir valores entre os 45 e 0s 70% (Laufer e
col. 1997; Propst e Laufer 1999). A aplicacao destes conhecimentos a pratica clinica permite
identificar os grupos de maior risco de endometriose, aumentando dessa forma o indice de
suspeicao para o seu diagnéstico, ao mesmo tempo que diminui o intervalo entre o inicio dos
sintomas e o diagnostico definitivo. Este facto reveste-se de uma clara importancia
fundamentalmente por dois motivos: por um lado possibilita 0 estabelecimento de uma estratégia
terapéutica mais precoce, por outro, aumenta a eficacia de estratégias preventivas da progressao
das lesdes, de utilidade inquestionavel sobretudo na populacao de adolescentes.

b. Incidéncia

Se a estimativa da prevaléncia da endometriose tem grandes limitacoes, o calculo da
incidéncia & ainda mais complexo. Num dos poucos trabalhos onde é abordada esta questao
de uma forma sustentada, Houston (1984) estimou que, entre 1970 e 1979, a incidéncia de
endometriose confirmada histologicamente numa populagédo de mulheres de raga branca com
idades compreendidas entre 0s 15 e 0s 45 anos e residentes no Minnesota era de 160 por
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100.000 mulheres por ano. Essa incidéncia variou com a idade, oscilando de 17 por 100.000
mulheres por ano entre os 15 e 0s 19 anos, para 285 por 100.000 mulheres por ano entre os
40 e o0s 44 anos, voltando a descer para 184 por 100.000 mulheres por ano entre os 45 e 0s
49 anos de idade (Houston 1984). Estes dados vém ao encontro da nocao generalizada de que
a endometriose € uma doenca que afecta a muther desde a adolescéncia até ao periodo de
pos-menopausa imediata, estando esta distribuicdo etaria seguramente relacionada com factores
hormonais enddgenos.

¢. Factores de risco

No que diz respeito aos factores de risco, algumas observacdes consistentes tém
emergido dos estudos completados até a data (Tabelas 2.1 e 2.2) (Missmer e Cramer 2003).

Factores associados a um maior risco de endometriose

Menstruais e reprodutivos Constitucionais Ambientais
Menarca precoce Factores genéticos Exposi¢do ao alcool
Intertdnios de curta duragéo Alta estatura Exposicdo a cafeina
Fluxo menstrual abundante Pélo de cor ruiva Exposi¢do a dioxinas
Nuliparidade Raca branca

Tabela 2.1: Quadro representativo dos principais factores reconhecidamente associados a um risco
aumentado para o desenvolvimento de endometriose.

Factores associados a um menor risco de endometriose

Menstruais e reprodutivos Constitucionais Ambientais
Multiparidade Aumento do IMC Exercicio fisico regular
Utilizagao de contraceptivos orais Héabitos tabaquicos

Tabela 2.2: Quadro representativo dos principais factores reconhecidamente associados a um risco
diminuido para o desenvolvimento de endometriose (IMC = indice de massa corporal).
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Os factores menstruais e reprodutivos sdo aqueles que mais frequentemente tém sido
associados a endometriose. Esta associacao resulta da hipotese, desde hd muitos anos
reconhecida, de que o crescimento e diferenciagao dos implantes endometriais ectopicos €
hormono-dependente (Witz 1999). A identificagdo de receptores de estrogénio e de progesterona
nesse endométrio ectépico serve de suporte a essa teoria (Lessey e col. 1989; Prentice e col.
1992; Bergqvist e col. 1993; Nisolle e col. 1997), embora se admita que a sensibilidade desse
tecido a acg¢ao da progesterona possa estar alterado.

Para além dos factores estritamente hormonais, todas as situagdes que contribuam
para o aumento do nmero de células endometriais transportadas para a cavidade pélvica ao
longo da vida sao consideradas potenciadoras do risco de desenvolvimento de endometriose.
Nesta linha de raciocinio incluem-se a menarca precoce, os interlinios de curta duracao, o fluxo
menstrual abundante e a nuliparidade (Cramer e col. 1986; Matorras e col. 1995; Sangi-
-Haghpeykar e Poindexter 1995; Arumugan e Lim 1997; Eskenazi e Warner 1997; Missmer e
Cramer 2003). A multiparidade, pelo contrario, foi apontada como protectora, mesmo tendo
em conta o possivel enviesamento resultante do facto da paridade das mulheres com endometriose
poder ser influenciada pela maior prevaléncia de infertilidade (Sangi-Haghpeykar e Poindexter
1995). Cada gravidez reduziria o nimero de meses nos quais a mulher estaria exposta a
menstruacdo durante a sua vida, diminuindo, dessa forma, a exposi¢ao da cavidade pélvica as
células endometriais (Sangi-Haghpeykar e Poindexter 1995). Por outro lado, a dilatagdo do
canal cervical secundaria ao parto eutocico, seria outro factor protector ao permitir uma melhor
drenagem do fluxo menstrual. Da mesma forma, o uso de contraceptivos orais diminuiria o risco
de desenvolvimento de endometriose (Missmer e Cramer 2003), em consequéncia da redugao
do fluxo menstrual que caracteristicamente se lhes associa, uma vez que a cavidade pélvica
estaria exposta a um menor nimero de células endometriais ectépicas (Sangi-Haghpeykar e
Poindexter 1995; van der Linden e col. 1996; Eskenazi € Warner 1997). A diminuigdo do nimero
de mutagdes monoclonais, resultante da inibi¢ao da ovulagao, seria mais um factor contributivo
para a reducao desse risco. Outro argumento importante para sustentar a redug¢ao do risco de
endometriose nas mulheres medicadas com contraceptivos orais baseia-se nas teorias que
defendem a necessidade da existéncia de defeitos da integridade do epitélio de superficie do
peritoneu e do ovario para que ocorra a implantacao das células endometriais ectdpicas (van
der Linden e col. 1996). A ovulagao incessante, ao provocar uma maior extensao desses defeitos
no epitélio de superficie do ovario, aumentaria a exposicao do cOrtex ovarico a adesao das
células endometriais, ocorrendo o fenémeno inverso nas mulheres em que a ovulagao se
encontra inibida. Apesar de serem apelativos os indicios apresentados em favor de uma
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diminui¢do do risco de endometriose associado ac uso dos contraceptivos orais, foi possivel
encontrar argumentos com sentido contrario. Barbieri (1998) defendeu que a exposicio aos
estrogénios sintéticos, mesmo que em baixas doses, pode aumentar o risco de implantacéo e
desenvolvimento das lesoes de endometriose. Apesar desta controvérsia, continua a ser
generalizada a utilizacao dos contraceptivos orais na profilaxia e tratamento das formas leves
de endometriose, motivo pelo qual se aguarda com expectativa os resultados de novas
investigacdes sobre esta matéria.

Relativamente aos factores constitucionais, € um dado adquirido desde ha longa data
que algumas mulheres podem ter uma predisposicdo genética para o desenvolvimento de
endometriose. Simpson e col. (1980) determinaram que o risco de uma familiar do primeiro
grau de uma doente com endometriose poder vir a desenvolver a doenca é de cerca de 7%, ao
passo que esse risco seria de apenas 1% no grupo de controlo, constituido, nesse estudo, pelas
parentes do mesmo grau do marido da respectiva doente. Em concordancia com estes resultados
estdo as observacoes de uma maior concordancia nas gémeas monozigoticas do que nas
dizigbticas (Moen 1994; Kennedy e col. 1995). O modo mais provavel de transmissao é o de
hereditariedade poligénica e multifactorial e ndo o da hereditariedade mendeliana (Propst e
Laufer 1999; Simpson e col. 2003). O numero e os genes envolvidos ndo estio ainda totalmente
determinados. Relativamente ao peso e ao indice de massa corporal, uma relagio inversa com
0 risco de desenvolvimento de endometriose foi ja estabelecida (Cramer e col. 1986; Darrow
e col. 1993; Signorelio e col. 1997). A explicacdo avancada para este achado baseou-se na
constatacao de uma maior incidéncia de ciclos ovulatorios nas mulheres de alta estatura e
baixo indice de massa corporal quando comparadas com as mulheres obesas (Dorgan e col.
1995). Esta diferenca teria duas consequéncias capazes de influenciar o risco de desenvolvimento
de endometriose. Por um lado, a maior incidéncia de ciclos ovulatorios associar-se-ia a um maior
nivel de hormonas ovaricas na corrente sanguinea (Dorgan e col. 1995). Por outro lado, do
fendmeno de ovulacdo incessante resultaria uma maior extensdo de defeitos no epitélio de
superficie do ovario, aumentando desse modo a exposi¢do do cortex ovarico & adesao dessas
células endometriais (van der Linden e col. 1996). Segundo este autor, nas mulheres com ciclos
ovulatérios regulares, o cortex do ovario seria o local preferencial de desenvolvimenito e progressao
da endometriose. Estudos observacionais permitiram também estabelecer uma relagéo directa
entre o risco aumentado de endometriose, o pélo ruivo e a raga branca, em contraposicao com
a raga negra (Houston 1984; Sangi-Haghpeykar e Poindexter 1995; Eskenazi e Warner 1997).

Desde a década de 80 que determinados aspectos do estilo de vida da muther
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contemporanea, bem como a exposi¢do a certos factores ambientais tém sido relacionados
com o risco de desenvolvimento de endometriose. A associa¢cao com o habito tabaquico é o
paradigma dessa relacao (Cramer e col. 1986; Vessey e col. 1992; Darrow e col. 1993; Matorras
e col. 1995). Cramer e col. (1986) constataram que as mulheres fumadoras de pelo menos
vinte cigarros por dia apresentavam um risco diminuido de endometriose. Esse menor risco
resultaria, segundo estes autores, de um menor nivel de estrogénios circulantes na sua forma
livre, uma vez que o tabaco aumenta os niveis da globulina de transporte das hormonas sexuais.
Vessey e col. (1993) nao puderam, no entanto, confirmar esses achados. Num estudo efectuado
em mais de 17 mil mulheres que frequentavam clinicas de medicina familiar, ndo encontraram
qualquer altera¢ado do risco nas mulheres fumadoras. Esta controvérsia leva-nos a introduzir
as dioxinas na discussao sobre os factores de risco para endometriose. Produto da poluicao
ambiental, a exposicao as dioxinas foi pela primeira vez implicada no aumento do risco de
endometriose em macacas Rhesus, aparentemente devido ao seu efeito imunossupressor (Rier
e col. 1993). Mais recentemente foi apontada como possivel factor de risco na espécie humana
(Pauwels e col. 2001; Eskenazi e col. 2002). Estima-se que um individuo fumador de vinte
cigarros por dia esteja exposto a cerca 4,3 pg/Kg de peso/dia de dioxinas, sob a forma de
dibenzodioxina policloronada (Missmer e Cramer 2003). Dessa forma, nas mulheres fumadoras,
o efeito final do uso do cigarro no risco de desenvolvimento de endometriose nao esta ainda
totalmente clarificado, uma vez que resulta do balango entre a menor exposi¢éo aos estrogénios
€ a maior exposicao as dioxinas. Mais consistente é a associacao entre o risco de desenvolvimento
da doenga e o consumo de alcool e de cafeina ou a pratica de exercicio fisico regular. Enquanto
que as mulheres com esse tipo de actividade fisica tém um risco diminuido, no caso do consumo
de alcool e de cafeina esse risco estara aumentado (Grodstein e col. 1994; Abdalla e Rizk
1998).

2.2. Evolucao nos conceitos relativos a etiopatogénese

"Apesar da endometriose ter sido descrita detalhadamente ha mais de 100 anos,
continua a ser uma das doencas do aparelho genital feminino de mais dificil compreensao e
resolucao".
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Esta afirmacao € ja considerada um "lugar comum" na introdu¢&o de qualquer documento
que tenha por objectivo fazer uma abordagem aos aspectos fisiopatologicos da entidade clinica
a qual se atribuiu a designacdo de endometriose. A complexidade etiopatogénica que caracteriza
esta doenca justifica o aparecimento, ao longo de varias décadas, de mlltiplas teorias que se
propSem explicar os mecanismos que estdo na base do desenvolvimento das lesdes de
endometriose.

2.2.1. Teoria da menstruacao retrograda

Também conhecida por teoria da implantagao ou de Sampson, foi proposta pela primeira
vez por este autor em 1927 (Brosens 1993). Defende que a endometriose é secundaria a
regurgitacao de tecido endometrial viavel através dos oviductos durante o periodo menstrual,
com implantagao e proliferagao subsequente deste tecido na superficie peritoneal ou nos 6rgaos
pélvicos (Brosens 1993). Esta teoria baseia-se em trés premissas: a primeira é a admisséo da
existéncia de menstruacéo retrograda através dos oviductos; a segunda é a de que o tecido
endometrial regurgitado € viavel na cavidade peritoneal; a terceira é a de que as células
regurgitadas séo capazes de aderir ao peritoneu, de nele se implantarem e posteriormente de
o invadirem e nele proliferarem (Seli e col. 2003). Varios autores demonstraram a veracidade
da primeira premissa através da identificagao do fenémeno da menstruagao retrégrada em
procedimentos cirlrgicos pélvicos realizados durante o periodo menstrual. Nas séries de Halme
e col. (1984) e de Liu e Hitchcock (1986), a prevaléncia deste fenémeno, mesmo em mulheres
sem endometriose, atingiu valores quase universais, respectivamente de 90% e 76%. A
demonstracao da viabilidade das células endometriais regurgitadas surgiu mais tarde com a
cultura bem sucedida dessas células obtidas directamente do sangue catamenial (Keettel e
Stein 1951) ou do liquido peritoneal (Beyth e col. 1975; Nagel e col. 1984; Mungyer e col.
1987; Kruitwagen e col. 1991). A sustentacao mais definitiva desta teoria foi obtida com a
demonstragao de que as células endometriais, uma vez alcancada a cavidade peritoneal, eram
capazes de se implantar e originar lesoes de endometriose. Esta demonstracao foi primeiramente
levada a cabo no modelo animal por Scott e TelLinde, ainda na década de 50, através da
observagao de que a disseminagao artificial de células endometriais no peritoneu de babdes
resultava no desenvolvimento de implantes de endometriose em 50% dos casos (Seli e col.
2003). Ridley e Edwards (1958) efectuaram uma experiéncia semelhante, neste caso na espécie
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humana, que consistiu na injeccao de sangue menstrual no tecido subcutdneo da parede
abdominal de doentes, 90 a 180 dias antes de se submeterem a uma intervenc¢ao cirdrgica por
indicacao ginecolégica. Nessa altura o local da injecgdo foi excisado para exame histolégico,
tendo entdo sido possivel identificar a presenca de glandulas e estroma endometrial, reforcando
dessa forma a conviccao de gue o tecido ectopico viavel é capaz de se implantar e desenvolver.
Este fendomeno explicaria 0 achado de lesées iatrogénicas de endometriose no trajecto de agulha
de amniocentese (Kaunitz e Di Sant'Agnese 1979), em cicatrizes de episiotomia (Wittich 1982)
ou, mais vulgarmente, em cicatrizes de cesariana (Rovito e Gittlernan 1986). Dessa forma, a
demonstragdo "in vitro" de que o endométrio é capaz de aderir a superficie do mesotélio
peritoneal, por intermédio das células do estroma, representa uma sustentagao importante da
teoria da menstruacao retrégrada como fonte das células endometriais para a adesao ao
peritoneu (Witz e col. 1999). A constatacao de um risco aumentado de endometriose em doentes
com anomalias millerianas que resultem no obstaculo ao fluxo menstrual através do colo e da
vagina (Sanfilippo e col. 1986; Olive e col. 1987) constitui igualmente um dado a favor do
modelo da menstruagao retrégrada. Por outro lado, as mulheres afectadas pela doenc¢a tém
uma maior prevaléncia de ciclos menstruais de curta dura¢do e simultaneamente uma maior
duracao e intensidade do fluxo menstrual (Cramer e col. 1986). Finalmente, o facto das lestes
de endometriose encontradas na cavidade pélvica terem uma distribuicao preferencial pelas
areas pendentes, vai de encontro a hipétese da deposicac do sangue menstrual regurgitado
nesses locais (Jenkins e col. 1986). Embora no complexo processo de estudo da etiopatogénese
da endometriose a teoria da menstruacao retrégrada seja ainda hoje a de maior aceitagao junto
da comunidade cientifica e clinica, ela encerra em si mesmo uma limitagdo explicativa que
nunca foi capaz de ultrapassar. Se a menstruacao retrégrada € um fenémeno praticamente
universal, a questao que sistematicamente fica sem resposta € a de saber porqué s6 algumas
mulheres desenvolvem a doenca. A procura de resposta para esta questao constitui provavelmente
0 maior estimulo para as numerosas equipas de investigagao que actualmente se dedicam ao
estudo desta entidade.

2.2.2. Teoria da extensao directa

A progressdo directa do endométrio eutdpico através da musculatura uterina, da qual
resultaria o desenvolvimento da endometriose, constitui a proposta apresentada por Cullen em
1908 e que esta na base deste teoria (Seli e col. 2003). Para além de ter demonstrado a
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presenga de elementos glandulares, caracteristicos de epitélio endometrial, em localizacdo
ectopica, Cullen constatou que em b5 de 56 casos estudados existia uma continuidade directa
desses elementos com o endométrio eutdpico. A semelhanca entre este mecanismo etiopatogénico
proposto para explicar o desenvolvimento das lesoes de endometriose e o ja entao descrito
para a adenomiose, esteve na base da designacao inicial de adenomiose externa (Seli e col.
2003). A questao que entretanto se colocou foi a da legitimidade da aplicacao desta teoria,
aparentemente pacifica no caso da adenomiose, ao desenvolvimento da endometriose.
Actualmente, apesar do reconhecimento da capacidade de crescimento, por um mecanismo de
extensao directa, de implantes de endometriose ja estabelecidos, nunca foi possivel demonstrar
que este mecanismo seja o responsavel pelo estabelecimento inicial dos referidos implantes.

2.2.3. Teoria da metaplasia celomica

Iwanoff e Meyer sao 0s proponentes originais da teoria da metaplasia celémica (Ridley
1968). Segundo estes autores, o epitélio germinativo do ovario e o0 mesotélio do peritoneu
pélvico sdo capazes de sofrer um processo de metaplasia endometrial. Na base desta proposta
residem estudos embrioldgicos realizados por Gruenwald na década de 40, nos quais demonstrou
uma origem comum para 0s canais mullerianos, o epitélio de superficie do ovario e o peritoneu
pélvico (Ridley 1968). Os estimulos responsaveis pela transformacdo desses elementos epiteliais
em endométrio ainda ndo estdo clarificados. No entanto, a possibilidade de fendmenos
inflamatérios, resultantes da irritacdo do peritoneu pélvico pela regurgitacdo de sangue menstrual
ou de processos infecciosos agudos, poderem constituir estimulos importantes para essa
metaplasia tem vindo a ser defendida (Witz 1999). Independentemente dos estimulos implicados
na inducao deste processo, a base da sustentacao desta teoria reside na ocorréncia de
endometriose em qualquer local da cavidade abdominal, mas sobretudo relatos de situagoes
peculiares, dificilmente explicadas por outras teorias etiopatogénicas. Exempios dessas situacoes
sao os achados de endometriose na cavidade toracica, classicamente atribuida a um processo
de metaplasia do epitélio pleural (Foster e col. 1981; van Schil e col. 1996; Jubanyik e Comite
1997; Coimbra e col. 2000), a ocorréncia em mulheres pré-plberes (Clark 1948) e sobretudo
a rara ocorréncia em homens (Oliker e Harris 1971; Pinkert e col. 1979; Schrodt e col. 1980).
Todavia, mesmo nestes casos de maior especificidade etiopatogénica, a inevitabilidade do
envolvimento da metaplasia celémica € contestada por alguns autores (Cassina e col. 1997).
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Segundo estes, o achado de lestes de endometriose ao nivel da cavidade toracica podera ser
secundaria a migracao transdiafragmatica de fragmentos peritoneais de endométrio ou mesmo
a metéastases vasculares de tecido endometrial. Por outro lado, os casos relatados em homens
poderao ter resultado da presenga de restos embrionarios de tecide miilleriano, uma vez que
em todos os casos 0s doentes estavam a efectuar terapéutica com estrogénios, capaz de
promover a diferenciagdo desses restos embrionarios em tecido endometrial. Esta fragilidade
de sustentacdo da teoria da metaplasia celdmica faz com que, ainda hoje, apesar de atraente,
a sua aceitagao na patogénese da endometriose nao seja consensual.

2.2.4. Teoria da Inducao

Tem sido alvo de contestagdo a descri¢gdo das teorias da indugdo e da metaplasia
celémica de uma forma independente, uma vez que sdo consideradas complementares na
explicacao para o desenvolvimento das lesdes de endometriose (Witz 1999). A proposta de
uma so6 teoria que conjugue o fenémeno da indugdo com o da metaplasia celdmica, eventualmente
designada por teoria da inducao da metaplasia celémica, poderia tornar a proposta mais
facilmente compreensivel sem que isso representasse qualquer desvirtuagdo no seu contetdo.
Apesar disso, a teoria da indu¢do continua a ser apresentada isoladamente pela generalidade
dos autores. Propde que factores imunolégicos e bioquimicos seriam responsaveis pela indugéo
de células indiferenciadas no sentido da diferenciagdo em tecido endometrial. Levander e
Normann (1955) realizaram um estudo experimental em coelhas que permitiu fundamentar
esta hipotese etiopatogénica para a endometriose, ao implantarem no tecido celular subcutaneo
de coelhas estimuladas com gonadotrofinas, sec¢des da parede uterina obtidas de coelhas
gravidas, com endomeétrio fresco ou previamente desnaturado. Sete dias depois, cortes histologicos
da area implantada permitiram identificar a presenca de células com caracteristicas de endométrio
e formacgoes cisticas, sendo a reacgao tecidular mais pronunciada no caso do endométrio
desnaturado, facto que levou os autores a concluir que, mais do que as células endometriais
viaveis, seriam os produtos de secrecao endometrial que estariam na origem do desenvolvimento
da endometriose. Mais tarde, Merril (1966) realizou um estudo semelhante ao implantar filtros
microporosos contendo miométrio, gordura ou tecido endometrial, no fundo de saco de Douglas,
no retroperitoneu ou no tecido celular subcutaneo de coelhas, tendo posteriormente avaliado,
através de cortes histologicos, o tecido adjacente a esses filtros. Formacoes cisticas revestidas
por células com caracteristicas semelthantes as do endométrio foram observadas apenas no
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tecido adjacente aos filtros contendo tecido endometrial. A presenca de glandulas ou estroma
endometrial, dois componentes habituais das lesdes de endometriose, ndo foi, no entanto,
passivel de demonstracdo no tecido estudado, facto que por si s6 fragiliza as conclusoes deste
trabalho. A inducdo do fenémeno de metaplasia celémica no epitélio germinativo do ovario em
cultura com células do estroma endometrial foi recentemente demonstrada "in vitro", ap6s
exposicao a altas doses de 17B-estradiol (Matsuura e col. 1999). Este achado sugere que a
inducdo da metaplasia celémica pode explicar algumas formas de endometriose, nomeadamente
a endometriose ovarica.

2.2.5. Teoria dos restos embrionarios

No final do século XIX, von Recklinghausen e pouco tempo depois Russel, fazem os
primeiros relatos da presenga, fora da cavidade uterina, de um epitélio em tudo semelhante ao
endometrial, tendo ambos os autores defendido gue, em presenca de determinados estimulos,
restos celulares de origem muilleriana poderiam sofrer uma diferenciacdo em tecido endometrial
(Witz 1999; Seli e col. 2003). Russel baseou o seu pressuposto na constatacao da presenca
de glandulas uterinas e tecido conjuntivo interglandular em cortes histologicos de ovarios
normais, originados, segundo a sua conclusao, de reminiscentes dos canais de Muller. Esta
associacao afigura-se, no entanto, algo simplista, uma vez que esse tecido ectopico observado
no ovario poderia ser secundario a metastases vasculares ou linfaticas de tecido endometrial,
de processos de metaplasia ou da simples implantagdo na superficie do ovéario de tecido
regurgitado da cavidade uterina e posteriormente invaginado (Hughesdon 1957; Brosens e col.
1994; Witz 1999). Mais recentemente foi possivel observar em cortes histologicos seriados, a
transformacao gradual de tecido mulleriano em tecido endometrial em trés casos de endometriose
tubdria e ovérica com restos embrionéarios adjacentes (Mai e col. 1998). Este fendmeno foi no
entanto observado em apenas 3 das 18 doentes estudadas, motivo pelo qual os autores
admitiram que se trata de um processo fisiopatolégico pouco comum. A rara ocorréncia de
endometriose em homens (Oliker e Harris 1971; Pinkert e col. 1979; Schrodt e col. 1980)
constitui, ainda hoje, um argumento importante para os defensores deste modelo, embora
mesmo nestes casos outras possibilidades etiopatogénicas se possam admitir, como é o caso
da metaplasia celémica.
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2.2.6. Teoria das metastases linfaticas e vasculares

Em 1924, baseado na observagado de lesdes de endometriose no espaco retroperitoneal
e em localiza¢6es nao directamente adjacentes ao tecido peritoneal, Halban assume-se como
0 primeiro autor a propor esta teoria defendendo a hip6tese da disseminacio de tecido
endometrial através do sistema linfatico (Witz 1999; Seli e col. 2003). Um ano depois, Sampson
acrescenta a possibilidade da via hematogénea para a ocorréncia dessa disseminacao,
sustentando a sua proposta na demonstracao da presenca de tecido endometrial nas veias
uterinas de uma doente com adenomiose (Seli e col. 2003). Os resultados de multiplos estudos
subsequentes vieram ao encontro destas propostas. O achado de tecido endometrial no
sistema linfatico em 6,5% das pecas operatérias de linfadenectomia pélvica € um exemplo
desse tipo de evidéncia (Javert 1949).

2.3. Formas de apresentacao

Historicamente trés formas diferentes de apresentacado da endometriose tém sido
descritas: a endometriose ovérica, a endometriose nodular profunda ou do septo rectovaginal
€ a endometriose peritoneal (Brosens 1993; Donnez e col. 1996). Apesar de alguns trabalhos
importantes o terem antecedido, Sampson foi inegavelmente o autor que mais contribuiu para
a descricao dessas formas de apresentagao, que por envolverem mecanismos etiopatogénicos
com algumas especificidades, tém sido apontadas como podendo constituir diferentes entidades
clinicas e ndo apenas meras formas particulares de apresentacdo de uma mesma entidade.
Em 1899 surgiram os primeiros estudos, iniciados por Russel e consolidados em 1921 por
Sampson, que permitiram propor a endometriose ovarica como uma das formas de apresentacdo
da doenca (Brosens 1993). Contemporaneamente a estes estudos, Cullen faz em 1908 a
primeira descricao da endometriose nodular profunda ou do septo rectovaginal, inicialmente
designada adenomiose externa, termo que viria a ser abandonado em 1927 apds novos trabalhos
de Sampson. Este Gitimo autor, ap0s ter proposto a teoria da menstruagao retrégrada como
base etiopatogénica da endometriose despertou o interesse cientifico para uma terceira forma
de apresentagdo da doenca, designada endometriose peritoneal (Donnez e col. 1996). A
endometriose ovérica, a endometriose nodular profunda ou do septo rectovaginal e a endometriose
peritoneal, apesar de apresentarem aspectos etiopatogénicos, anatomo-patoldgicos e clinicos
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semelhantes, motivo pelo qual sdo ainda hoje consagradas numa (nica entidade clinica,
apresentam especificidades suficientemente importantes que levam alguns autores a consideréa-
-las como entidades auténomas (Donnez e col. 1996; Nisolle 1996).

2.3.1. Endometriose ovarica

A endometriose ovarica constitui a forma de apresentacao da endometriose representada
pela lesao vulgarmente conhecida por endometrioma. Foi inicialmente descrita como um cisto
hemorragico do ovario, embora com caracteristicas especiais, uma vez que, ao exame microscopico,
apresentava implantes superficiais de um epitélio em tudo semelhante ao endometrial (Brosens
1993). A andlise histolégica de cortes seriados de ovarios contendo endometriomas no seu
interior permitiu concluir que, em cerca de 90% dos casos, 0s endometriomas ndo sao mais
que pseudocistos extra-ovaricos, cuja parede é formada pelo cortex ovarico invertido e
posteriormente encerrado por processos aderenciais (Figura 2.2) (Hughesdon 1957; Brosens
e col. 1994).

Implante de tecido endometrial Estadio inicial do processo de
na superficie do ovario invaginacao do cértex ovarico

¥ ¥

J

Estadio final do processo de Endometrioma recémformado
invaginacao do cértex ovarico
' ¥

U @

Figura 2.2: Esquema representativo do mecanismo de formagao dos endometriomas (adaptado de Xavier
P. Endometriose. Diferentes formas de apresenta¢ao ou mais que uma doenga? Arq Med 2004,18:104).

A avaliagdo dos endometriomas por meio da técnica de cistoscopia ovarica,
complementada por biépsias orientadas, permitiu inclusivamente identificar o ponto de retracgao
e invaginacao inicial do cértex ovarico, geralmente representado pela presenga de um implante
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de tecido endometrial com glandulas e estroma na sua superficie (Brosens e col. 1994). Nas
areas mais periféricas do endometrioma, esse implante pode estar apenas representado por
tecido glandular ou estroma, facto sugestivo de que, a partir de um ponto central de invaginaco,
o tecido endometrial se estende sobre a superficie do cortex ovarico, de forma a recobrir
internamente a parede do endometrioma (Brosens e col. 1994). Esta teoria explicativa da
formacgao do endometrioma permite compreender porque é que esta lesdo ndo deve ser
considerada como uma forma de endometriose profunda, uma vez que ndo ha invasdo do
estroma ovarico.

0 conteldo do cisto, formado por restos sanguineos resultantes de fendmenos
hemorragicos crénicos, tem uma aparéncia macroscépica semelhante & do chocolate, motivo
pelo qual esta lesdo é também conhecida por "cisto de chocolate". Esta nomenclatura aplicada
aos endometriomas revela-se, no entanto, pouco precisa, uma vez que a aparéncia atras descrita
nao é especifica destas lesdes, podendo também estar presente em casos de cistos do ovario
com hemorragia intralesional. A localizagao preferencial, embora nao exclusiva, dos endometriomas
no ovario esquerdo & explicada por factores anatémicos facilitadores da formacao de aderéncias
entre o ovario esquerdo e as estruturas pélvicas adjacentes, nomeadamente o colon sigméide
(Vercellini e col. 1998; Brosens e col. 2003).

A transformacao de restos de tecido miilleriano intra-ovarico em tecido endometrial é
uma hip6tese igualmente admitida para a patogénese dos endometriomas. Todavia, mesmo
para os seus proponentes este fendmeno foi considerado pouco comum (Mai e col. 1998).

A endometriose ovérica é a forma de apresentagao da doenc¢a mais susceptivel de ser
identificada pelo recurso a ultrasonografia transvaginal (Mais e col. 1993; Volpi e col. 1995;
Dogan e col. 1996; Alcazar e col. 1997; Guerriero e col. 1998; Patel e col. 1999; Brosens e
col. 2003). Do ponto de vista da imagiologia ultrasonografica, o endometrioma caracteriza-se
fundamentalmente pela presenca de ecos internos difusos e de baixa intensidade, associada
a focos hiperecogénicos na parede (Figura 2.3) (Mais e col. 1993; Volpi e col. 1995; Dogan e
col. 1996; Patel e col. 1999; Brosens e col. 2003). Estas caracteristicas ultrasonogréficas ndo
s30, no entanto, especificas dos endometriomas, uma vez que podem ser também identificadas
em casos de cistos com hemorragia intralesional, em cistos dermdides e, ocasionalmente, em
tumores epiteliais do ovario (Aleem e col. 1995; Brosens e col. 2003).

0O recurso ao Doppler a cores parece melhorar a eficacia diagnéstica da ultrasonografia
transvaginal no caso concreto dos endometriomas. No entanto, esse potencial da técnica ndo
esta totalmente clarificado. Num estudo efectuado a 27 doentes, com o objectivo de determinar
a acuidade diagnéstica da ultrasonografia transvaginal, com e sem recurso a técnica de Doppler
a cores, Alcazar e col. (1997) ndo encontraram diferencas com significado estatistico entre
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Figura 2.3: Ultrasonografia transvaginal de um endometrioma. Realce para o contetido do cisto caracterizado
por ecos internos difusos de baixa intensidade.

essas duas modalidades. Quando o exame foi efectuado sem recurso a técnica de Doppler a
cores, a sensibilidade e a especificidade encontradas (89% e 91% respectivamente), foram
inclusivamente superiores as observadas para a modalidade do exame com recurso a técnica
de Doppler, cuja sensibilidade e especificidade foram respectivamente de 76% e 89%. Aleem
e col. (1995) descreveram as caracteristicas hemodindmicas dos endometriomas, avaliados
com recurso a tecnologia Doppler e concluiram que estas lesfes cisticas apresentam uma
vascularizagdo escassa, ao contrario do que acontece no caso de neoplasias do ovario ou de
cistos do corpo amarelo, onde a vasculariza¢ao € tipicamente densa (Figura 2.4).

Lospratia-Sonwine

e:TY 3%

Figura 2.4: Imagens de ultrasonografia transvaginal com técnica de power Doppler. A parede do endometrioma
caracteriza-se por apresentar escassos pontos de cor, traduzindo uma baixa vasculariza¢do. Na imagem
da direita, para além da escassez de pontos de cor, sdo evidentes os focos hiperecogénicos da parede.
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Com base nestas observagdes, concluiram que a técnica de Doppler a cores pode
aumentar a eficécia diagnéstica e discriminativa da ultrasonografia transvaginal, facto que foi
confirmado por Guerriero e col. (1998). Num estudo realizado com 58 doentes estes autores
encontraram valores de sensibilidade de 81% e especificidade de 91% quando a técnica de
Doppler a cores ndo foi utilizada, sendo esses valores de 90 e 97% respectivamente, no caso
de utilizacao da técnica.

Uma das maiores limitagdes da ultrasonografia transvaginal no diagndstico dos
endometriomas resulta da auséncia de estudos adequados que permitam estabelecer uma
correlagao entre os achados imagioldgicos e o exame histolégico das amostras representativas
desses achados. Este facto obriga a que o diagnéstico ultrasonogréafico seja sempre confirmado
pelo diagndstico histolégico.

2.3.2. Endometriose nodular profunda ou do septo rectovaginal

No inicio do século XX Cullen faz as primeiras referéncias a uma entidade clinica
caracterizada pela presenga de lesdes nodulares constituidas por feixes de musculo liso
proliferativo e de tecido conjuntivo, interpostos por aglomerados de tecido glandular e estroma
endometrial (Brosens 1993; Donnez e col. 1996). A sua localizagéo tipica no septo rectovaginal
e 0 seu caracter retroperitoneal, faz com gue estas lesdes sejam mais eficazmente detectadas
através do exame pélvico ou da ressonancia magnética nuclear do gue pela ultrasonografia.
Sob o ponto de vista semioldgico estas lesdes associam-se frequentemente & presenca de dor
pélvica crénica, dispareunia e dismenorreia e constituem a forma de apresentacéo da endometriose
inicialmente designada por adenomiose externa e que, apds os trabalhos de Sampson, se
passaria a designar por endometriose nodular profunda. Esta UGltima designac&o reflecte a
hipétese etiopatogénica, até ha poucos anos nao contestada, de que as lesdes profundas
retroperitoneais, incluindo as do septo rectovaginal, resultam de um processo infiltrativo de
lesGes de endometriose, inicialmente localizadas no espaco intraperitoneal, num processo
designado endometriose profunda infiltrativa (Koninckx e Martin 1992).

Actualmente vive-se uma era de ressurgimento do conceito da doenga adenomidtica
apos a publicacdo, na segunda metade da década de 90, de importantes artigos versando este
assunto (Donnez e col. 1996; Nisolle 1996). De acordo com Donnez e col. (1996), o0 nédulo
retroperitoneal € um nodulo adenomiético cuja histopatogénese ndo depende da implantacao
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e posterior infiltracdo de células endometriais regurgitadas, mas sim da metaplasia de restos
milierianos localizados no septo rectovaginal. Esse processo metaplasico dos restos millerianos
em tecido glandular endometrial e, menos frequentemente, em estroma endometrial, é o
responsavel pela marcada proliferagdo do tecido muscular liso, criando uma aparéncia
adenomiomatosa similar & da adenomiose da parede uterina (Donnez e col. 1996). Este nddulo
seria entdo constituido por tecido muscular liso e conjuntivo, epitélio glandular activo e, quando
presente, uma escassa representagdo de estroma endometrial, facto que levou Nisolle (1996)
a concluir que o ndédulo adenomidtico do septo rectovaginal teria uma origem diferente das
lesdes de endometriose peritoneal, uma vez que nestas Gltimas o epitélio glandular esta
sistematicamente envolvido por estroma do tipo endometrial. Do mesmo modo, estes autores
argumentam que se a origem das duas lesdes fosse comum, seria de esperar que todas as
doentes com endometriose do septo rectovaginal apresentassem simultaneamente lesoes
intraperitoneais, o que nem sempre sucede. Finalmente, a resisténcia que estas lesoes nodulares
apresentam ao tratamento hormonal, contrariamente ao que sucede com as lesdes peritoneais,
& considerado mais um argumento em favor de uma origem diferente para estas duas formas
de apresentacao da endometriose. Por outras palavras, segundo estes autores, a endometriose
ovarica e peritoneal sao formas intraperitoneais da doencga, ao passo que a endometriose
nodular profunda ou do septo rectovaginal constitui a sua forma retroperitoneal, propondo
mesmo para esta Ultima a designacdo de doenca adenomidtica do espago retroperitoneal
(Nisolle e Donnez 1997).

Esta polémica ndo esta contudo clarificada, uma vez que a redugdo da profundidade
e do volume do fundo de saco de Douglas nos casos de endometriose do septo rectovaginal é
apontada como um argumento em favor de uma origem intraperitoneal (Vercellini e col. 2000).
Os implantes ectdpicos depositados no fundo de saco de Douglas apds regurgitacao tubaria
seriam englobados por um processo inflamatério intenso, resultando numa lesao nodular capaz
de infiltrar a parede muscular do recto e da vagina, sustentando as observacdes de Koninckx
e Martin (1992) sobre a existéncia de uma forma de endometriose profunda infiftrativa (Vercellini
e col. 2004). Para estes autores a endometriose é entdo uma entidade (nica com diferentes
formas de apresentacdo que se podem caracterizar por mecanismos de desenvolvimento distintos.

2.3.3. Endometriose peritoneal

Os trabalhos de Sampson e a proposta da teoria da menstruagao retrégrada como base
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etiopatogénica da endometriose constituem os fundamentos da proposta da endometriose
peritoneal como uma forma adicional de apresentacéo da doenca (Brosens 1993). As lesoes
gue a caracterizam podem designar-se por lesdes tipicas ou atipicas em fungio do seu aspecto
macroscopico. A observagao das chamadas lesoes peritoneais tipicas, acastanhadas ou violaceas,
também conhecidas por lesées em "olho-de-perdiz", permite a suspeicdo do diagnéstico de
endometriose no decurso de uma cirurgia laparoscopica. No entanto, esta entidade é também
caracterizada pela presencga de lesbes vermelhas ou brancas, designadas por lesoes atipicas
ou subtis. Segundo varios autores, a aparéncia macroscopica das lesoes reflecte as diferentes
fases da evolucd@o que se seguem ao fendmeno inicial de implantagao do tecido endometrial
ectépico no mesotélio peritoneal (Figura 2.5) (Jansen e Russel 1986; Brosens 1994; Nisolle e
Donnez 1997; Donnez e col. 2002).

De acordo com Donnez e col. (2003), o tecido endometrial ectépico vidvel comega por
se implantar na superficie do mesotélio peritoneal, induzindo a formacédo de numerosos vasos
sanguineos e linfaticos subperitoneais. Este fenémeno de angiogénese, para além de ser decisivo
para o desenvolvimento das lesdes, confere-lhes uma coloragdo avermelhada. Por este facto,
as lesdes vermelhas sao consideradas as mais activas e mais vascularizadas e classificadas
como lesoes iniciais (Donnez e col. 2003). Estas, para além de apresentarem uma vasta rede
de vasos sanguineos e linfaticos, sdo histologicamente caracterizadas pela presencga de células
e estroma endometrial que sofrem ciclicamente um processo de descamacao e extravasamento
sanguineo em tudo semelhante ao mecanismo da menstruacdo. A reaccao inflamatéria induzida
por este fenébmeno ciclico condiciona o aparecimento de uma escarificagio do tecido sublesional
que acaba por encarcerar o implante. Ficam assim criadas as condi¢des para que ocorra a
acumulacao de restos tecidulares intraluminais, facto que caracteriza as lesdes tipicas, de cor
castanha ou violacea (Donnez e col. 2003). Esta reac¢ao inflamatéria e a subsequente fibrose
sa0 as responsaveis pela marcada reducdo da vascularizacdo que se verifica na fase final de
evolucdo das les6es. Em determinadas situagdes, a redugdo da vascularizagdo € mesmo
completa, originando as lesdes brancas, nao pigmentadas, que se caracterizam, sob o ponto
de vista histoldgico, pela presenga de placas esbranquicadas de colagénio (Nisolle 1996; Donnez
e col. 2003). As lesbes brancas sao inactivas, podem representar formas cicatriciais ou latentes
de endometriose, sendo habitualmente conotadas com o estadio final de evolucdo das lesdes
(Brosens 1994; Nisolle e Donnez 1997; Donnez e col. 2003).
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Figura 2.5: Diferentes fases de evolugéo das lesbes de endometriose peritoneal. 1: Disseminagao de tecido
endometrial a partir da trompa uterina e posterior adesdo ao mesotélio peritoneal. 2. Lesbes vermelhas:
apos a adesao do tecido endometrial ao mesotélio peritoneal, segue-se a fase de invasdo, com proeminéncia
para os fenémenos de angiogénese. 3: Lesdes castanhas: o extravasamento sanguineo a partir das lesoes
confere a tipica coloragdo acastanhada onde é notério o abundante infiltrado inflamatério. 4: Lesdes
brancas: a Ultima etapa deste processo evolutivo € dominada pela formagao de fibrose (adaptado de Xavier
P. Endometriose. Diferentes formas de apresentagao ou mais que uma doenc¢a? Arq Med 2004; 18:106).
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2.4. A fisiopatologia da endometriose a luz dos
conhecimentos actuais no campo da biologia molecular

A proliferacao de teorias que tém sido propostas com o objectivo de explicar a
etiopatogénese da endometriose € um facto marcante e que incontornavelmente se associa a
esta entidade. A grande questao que esta na base do debate cientifico da actualidade resulta,
no entanto, do facto de nenhuma delas ser capaz de justificar por si sé as diferentes formas
de manifestacdo da doenca (Harada e col. 2001). A teoria da menstruagao retrograda é a que
mais claramente satisfaz a comunidade clinica que lida com esta entidade, uma vez que é
facilmente entendida por ela propria e sobretudo pelas pacientes avidas de respostas (Redwine
2002, Seli e col. 2003). A teoria da inducao / metaplasia celdmica € igualmente atraente, uma
vez que, como atras ficou patente, permite explicar formas de apresentacdo da doenga dificiimente
compreensiveis com base apenas no fenémeno da implantacdo de fragmentos endometriais
resultantes da menstruacao retrograda. Numa era em que a compreensao dos fenémenos
biomoleculares domina a atenc¢ado dos investigadores em todas as areas da medicina, estas
teorias, apesar de atraentes pela sua simplicidade explicativa, apresentam no entanto, um
caracter mecanicista demasiadamente fragil para poderem ser aceites pacificamente pela
comunidade cientifica. A endometriose, ndo sé ndo escapa a esta onda de entusiasmo
generalizado pelo estudo dos fenémenos biomoleculares como parece constituir em si mesmo
um modelo impar para esse estudo, tal a sua complexidade.

As investigacGes mais recentemente realizadas na area da fisiopatologia da endometriose
tém resistido a tentagdo de abandonar definitivamente o mecanicismo dos modelos inicialmente
descritos. Pelo contrario, observa-se um esforgco continuo de a eles adaptarem os mais recentes
conhecimentos da biologia molecular. Se admitirmos que a teoria da menstruagao retrégrada
mantém uma pertinéncia inquestionavel, apesar das varias décadas de debate que entretanto
atravessou, multiplos eventos terdao que ser admitidos para que um processo, essencialmente
fisioldgico, resulte no estabelecimento de lesbes endometridticas (Seli e col. 2003). Desde logo
¢ vital que ocorra a adesao e posteriormente a invasio das células endometriais no mesotélio
peritoneal, ou seja, que ocorra uma implantacao celular na sua plenitude (Harada e col. 2001;
Seli e col. 2003). Na opinido de Seli e col. (2003), a sobrevivéncia e proliferagdo das células
endometriais ectopicas seré obrigatoriamente o passo que se segue a implantacao para que
desta possa resuftar o estabelecimento de doenca. Em todo este processo, os factores ambientais,
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genéticos, imunolédgicos e enddcrinos, desempenham um papel de suporte e facilita¢cdo desde
ha muito tempo reconhecido (Figura 2.6) (Simpson e col. 1980; Moen e Magnus 1993; Kennedy
e col. 1995; dos Reis e col. 1999; Harada e col. 2001, Seli e col. 2003).

MENSTRUACAO RETROGRADA

MEIO
AMBIENTE . HORMONAS, CITOCINAS, IMU IDADE, ..
/ HEREDITARIEDADE
IMPLANTAGCAO METAPLASIA

ENDOMETRIOSE

PROLIFERACAOQ REGRESSAO

Figura 2.6: Diagrama representativo de um possivel modelo para a etiopatogénese da endometriose
(adaptado de Harada et al. Role of cytokines in endometriosis. Fertil Steril 2001; 76:3).

2.4.1. Implantacao das células endometriais no mesotélio peritoneal

a. Os mecanismos envolvidos no processo de adesao celular

A capacidade intrinseca das células endometriais intraperitoneais de algumas mulheres
de aderirem e invadirem o mesotélio, ou seja, de nele se implantarem, podera explicar as nitidas
diferengas entre a prevaléncia do fenémeno da menstruacao retrégrada e o da endometriose
(Witz 1999; Harada e col. 2001; Seli e col. 2003). A interac¢ao entre o endométrio regurgitado
e 0 mesotélio peritoneal, apesar de controversa, constitui, segundo alguns autores, o fendmeno
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chave para a ocorréncia da implantacao (Spuijbroek e col. 1992; Martelli e col. 1993; Jeziorska
e col. 1996; Osteen e col. 1996; van der Linden e col. 1996; Bruner e col. 1997; Kokorine e
col. 1997; Witz e col. 1999). Spuijbroek e col. (1992) demonstraram que as lesdes precoces
de endometriose tém a capacidade de invadir a matriz extracelular do peritoneu, facto suportado
pelos achados de Kokorine e col. (1997), segundo os quais, as lesdes activas de endometriose
caracterizam-se por um aumento da expressao da colagenase intersticial. A observa¢ao "in
vitro", de que células endometriais séo capazes de aderir a fragmentos de membranas amniéticas,
muito semelhantes ao peritoneu no que diz respeito a expressao de citoqueratinas epiteliais e
da matriz extraceluiar, veio legitimar ainda mais este modelo de interac¢do celular como base
fisiopatoldgica para o estabelecimento inicial das les6es de endometriose (van der Linden e
col. 1996). A observacao feita por estes autores de que a camada epitelial de amniécitos, desde
que intacta, previne a adesao das células endometriais, levou-os a concluir que a ocorréncia
da implantacao implicava a existéncia de solugdes de continuidade pés-traumatica no epitélio
mesotelial. Achados semelhantes foram referidos em estudos subsequentes (Groothuis e col.
1999; Koks e col. 1999). Witz e col. (1999), pelo contrario, concluiram que o mesotélio ndo
funciona como barreira a adesao do endométrio. Apos terem cultivado fragmentos endometriais
com extractos de peritoneu da parede abdominal e do fundo de saco de Douglas, observaram
gue as células do estroma endometrial aderiam ao mesotélio, mesmo gque este se apresentasse
intacto. Notaram igualmente que, nos locais de implantagao, era sistematica a presenca de
quebras da barreira mesotelial, sendo que esse fendmeno era secundario a implantacao dos
fragmentos de endométrio e ndo uma condig¢ao para que esta ocorresse. Estes achados levaram
0s autores a concluir que as células do estroma endometrial, para além de aderirem ao mesotélio,
sd0 as responsaveis pela invasao da sua matriz extracelular, reconhecendo, no entanto, que
mais estudos sao necessarios para caracterizar correctamente estes mecanismos celulares.
Em estudos subsequentes Witz e col. (2001) confirmaram os resultados iniciais, nomeadamente
os que lhe permitiram concluir que nesse processo de adesao estao envolvidas as células do
estroma endometrial e nao apenas as células epiteliais.

Para compreender este processo, aparentemente complexo, da implantacao do
endométrio ectépico no mesotélio peritoneal, serd necessario clarificar os mecanismos
biomoleculares nele envolvidos (Harada e col. 2001).

As moléculas de adesado celular tém assumido um protagonismo consideravel nesta
postura de investigacado dos fendmenos biomoleculares aplicados a etiopatogénese da
endometriose. Varias dessas moléculas foram ja descritas, com destaque para o grupo das
integrinas, caderinas, familia CD44, selectinas e a superfamilia das imunoglobulinas (ICAM-1,
ICAM-2, ICAM-3, VCAM-1 e CD31) (Holness e Simmons 1994; Rosen e Bertozzi 1994; Haas e
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Plow 1994; Behrens 1995; Stauder e Giinthert 1995). Estdo ja publicados trabalhos que
implicam o envolvimento das moléculas CD44 e ICAM-1 na fisiopatologia da endometriose
(Somigliana e col. 1996; Fukaya e col. 1999; Dechaud e col. 2001; Calhaz-Jorge e col. 2003a);
no entanto, parecem ser as integrinas e as caderinas as de maior importancia na manutengao
da adesividade entre as células e entre estas e a matriz extracelular (van der Linden e col 1995).
As integrinas sdo glicoproteinas transmembrana heterodiméricas compostas por uma subunidade
a e uma B que funcionam como receptores de superficie ndo apenas para media¢ao da adesao
das células entre si, mas sobretudo da adesdo entre as células e a matriz extracelular (Hynes
1992). A sua expressdo por células neoplasicas do ovario foi ja implicada no mecanismo de
adesao dessas mesmas células ao mesotélio peritoneal (Strobel e Cannistra 1999; Lessan e
col. 1999). Essa convic¢ao encontrou um suporte importante nos achados de Witz e col. (2000),
que identificaram as integrinas a21 e a3p1 na superficie das células mesoteliais, apontando-
-as como potenciais mediadoras da adesao de células neoplasicas e endometriais que ocorre
a esse nivel.

Tanto ou mais importantes que as integrinas na mediacdo da adesao intercelular
parecem ser as caderinas, grupo de glicoproteinas transmembrana dependentes do célcio, cuja
principal fungdo é a da manutencao da arquitectura tecidular (Takeichi 1991; van der Linden
1996; Truong e lkura 2002). Dos diferentes tipos de caderinas existentes destacam-se a
caderina-N ou caderina neuronal, forma predominante nos tecidos neurcnais, a caderina-P ou
caderina placentaria, cuja expressao esta limitada a epiderme, mesotélio e epitélio da cérnea
e a caderina-E ou caderina epitelial, cuja expressao se limita aos tecidos epiteliais naoc neuronais
(Shimoyama e col. 1989; Takeichi 1991). A caderina-E tem merecido, desde ha varios anos,
uma atencdo muito particular por parte de investigadores ligados a area da oncologia (Shimoyama
e col. 1989; Katayama e col. 1994; Koch e Franke 1994; Ranscht 1994; Behrens 1995; Carneiro
e col. 1999; Machado e col. 2000 e 2001; Sundfeldt e col. 2001; Huntsman e col. 2001;
Sobrinho-Simaes e Oliveira 2002; Juhasz e col. 2003). Behrens (1995) sugeriu que a caderina-
E teria uma accao supressora das metastases e que a sua perda pelos tecidos epiteliais poderia
associar-se ao comportamento invasivo das células tumorais. Por outro lado, a presencga de
mutacdes no gene que codifica a caderina-E tem sido associada a um aumento de risco de cancro
do estébmago (Carneiro e col. 1999; Machado e col. 2000 e 2001; Huntsman e col. 2001;
Sobrinho-Simées e col. 2002). A determinacao dos niveis séricos da caderina-E também tem
sido alvo de estudo em doentes oncologicos. Katayama e col. (1994) foram os primeiros autores
a estudar os niveis séricos da caderina-E em doentes com patologia neoplasica. Determinaram,
através de um ensaio imunoenzimatico (ELISA), os niveis séricos desta molécula em doentes
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com cancro do estdbmago e do figado, tendo constatado um aumento significativo da sua
imunoreactividade quando comparada com individuos saudaveis. Os mesmos resultados foram
obtidos por outros autores em doentes com cancro do estdmago, da bexiga, melanoma maligno
cutaneo, doenca de Paget invasiva e cancro do ovéario em estadios Ili ou IV (Griffiths e col. 1996;
Shirahama e col. 1996; Gofuku e col. 1998; Gadducci e col. 1999; Chan e col. 2003; Juhasz
e col. 2003). Nas conclusées destes estudos a caderina-E é sistematicamente apontada como
um potencial marcador tumoral prospectivo. Por outro lado, Shirahama e col. (1996) observaram
um aumento dos niveis séricos desta molécula no soro de doentes com formas graves de
psoriase e de dermatite atdpica, facto que lhes permitiu apontar a sua potencial utilizagdo como
marcador sérico de formas graves de doencas inflamatérias cutaneas, para além do ja referido
interesse como marcador tumoral.

A importancia destas moléculas para a mediagao da adesao das células entre si e a
matriz extracelular despertou também o interesse dos investigadores para a sua aplicacao ao
estudo do endométrio e da endometriose. van der Linden e col. (1994) determinaram por
métodos imunohistoquimicos a expressao da caderina-E e das integrinas a2p1, a3p1, a4p1,
abB1 e ab6B1, em células obtidas na fase folicular precoce do ciclo menstrual, a partir do
liquido peritoneal, do endométrio ectépico, do fluxo menstrual, do peritoneu e de endometriomas.
Constataram que a caderina-E e todas as integrinas, com excep¢ao da integrina o631, eram
expressas ndo apenas nos endometriomas, mas também nas restantes células ou tecidos
potencialmente envolvidos na etiopatogénese da endometriose. Levantaram pela primeira vez
a hipétese do envolvimento destas moléculas no processo de menstruacao retrégrada e da
adesédo dos fragmentos endometriais ao mesotélio peritoneal. Um ano depois, 0 mesmo grupo
levou a cabo um estudo onde pretendeu avaliar, novamente por métodos imunohistoquimicos,
a expressao da caderina epitelial e placentéria e das integrinas a2p1, o381, a4p1, a5p1l e
a6B1, no endométrio humano ao longo do ciclo menstrual (van der Linden e col. 1995). Nesse
trabalho verificaram que o endométrio expressa, sem variagdes entre as diferentes fases do
ciclo menstrual, todas as moléculas de adesao estudadas, com excepc¢ao da integrina a2p1,
que se encontrava ausente na fase secretora intermédia. A partir deste trabalho, os autores
reforgam a hipétese ja anteriormente equacionada do provavel envolvimento destas moléculas
no processo de adesdo dos fragmentos endometriais ao mesotélio peritoneal ac demonstrar
que o endométrio humano expressa, sem excepcao, todas as moléculas de adesao estudadas
na fase secretora tardia, ou seja, na fase do ciclo em que ocorre o fluxo retrogrado para a
cavidade peritoneal. Terminam, no entanto, com o reconhecimento de que a potencial fungao
na patogénese da endometriose continua por esclarecer. Em 1997 Gaetje e col. (1997) publicaram
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um trabalho baseado na premissa de que a caderina-E, ao funcionar nos carcinomas como
molécula supressora das metastases, poderia estar envolvida na modulag¢ao da capacidade
invasora das células endometriais em doentes com endometriose. Os resultados desse estudo
foram ao encontro da hip6tese inicialmente colocada, uma vez que revelaram que o endométrio
ectopico apresentava um nimero significativamente maior de células epiteliais negativas para
a caderina-E (logo com maior capacidade de invasdo) quando comparadas com o endométrio
eutdpico. Estes resultados foram posteriormente confirmados por diferentes autores (Darai e
col. 1998; Scotti e col. 2000; Poncelet e col. 2002). Com base nestas observagdes € licito
admitir que as moléculas de adesao, particularmente a caderina-E, possam desempenhar um
papel importante na etiopatogénese da endometriose, nomeadamente na fase inicial do
estabelecimento das lesdes peritoneais, funcionando como mediadoras da interac¢ao das
células epiteliais entre si e com o mesotélio peritoneal. A utilidade potencial da caderina-E como
eventual marcador sérico da endometriose nao foi, no entanto, alvo de qualquer estudo, facto
que determinou a sua inclusao no trabalho de investigacao que serve de base a esta dissertacao.

b. Os mecanismos envolvidos no processo de invasao celular

Ultrapassada a fase inicial de adesédo celular, a invasdo do mesotélio peritoneal pelas
células endometriais € um fenédmeno considerado crucial para que ocorra o desenvolvimento
das lesdes de endometriose. Este processo de invasao parece ser altamente dependente da
accdo de enzimas proteoliticas designadas metaloproteases da matriz (MMPs) e dos seus
inibidores, os inibidores tecidulares das metaloproteases da matriz (TIMPs) (Seli e col. 2003).
As MMPs sao responsaveis pela degradacao dos componentes da matriz extracelular, tal como
o colagénio, os proteoglicanos, a fibronectina e a laminina (Koks e col. 2000). Do balango entre
estas enzimas e 0s seus inibidores, resulta a remodelacao ciclica e fisioldgica de varios tecidos
em processos fisiologicos, nomeadamente na embriogénese, na reparac¢ao tecidular, na invasao
trofoblastica extravilositaria e na menstruacao (Salamonsen e Woolley 1996; Hulboy e col.
1997; Koks e col. 2000). Da sua ac¢do podem também resultar processos patolégicos como
a artrite reumatdide e a invasao tumoral (Stetler-Stevenson e col. 1993). Para além de ja ter
sido identificada a expressdo das MMPs ao nivel do endométrio, foi também demonstrado que
ela é maxima durante a menstruacao, fenémeno que parece estar dependente da queda dos
niveis de progesterona (Salamonsen e Woolley 1996; Kokorine e col. 1996; Jeziorska e col.
1996; Koks e col. 2000). Este achado vem de encontro a hipotese ja aventada, segundo a qual
as MMPs estao directamente envolvidas no fendmeno de invasao do mesotélio peritoneal pelas
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células endometriais, ou seja no processo de implantacao celular que determina o desenvolvimento
das lesbes de endometriose (Spuijbroek e col. 1992; Bruner e col. 1997; Koks e col. 2000). A
demonstracao, em doentes com endometriose, da existéncia de uma desregulagio na expressao
das MMPs e das TIMPs no liquido peritoneal e nos endometriomas, é igualmente um dado a
favor do seu envolvimento na patogénese da doenga. Bruner e col. (1997) foram capazes de
demonstrar esse envolvimento através de estudos realizados no modelo animal, nos quais
comegaram por efectuar o tratamento de tecido endometrial humano com progesterona, de
forma a inibir a actividade das MMPs. Posteriormente transplantaram para o modelo animal
esse tecido previamente tratado e observaram que n&o havia lugar ao desenvolvimento de
lesGes de endometriose, contrariamente ao que acontecia nos animais transplantados com
tecido endometrial ndo tratado, nos quais ocorria a formacao das referidas lesdes. Nestes
dltimos, a injec¢do intraperitoneal de TIMPs (outra forma de inibir a actividade das MMPs)
permitia evitar o desenvolvimento da doenga. Concluiram entdo que a actividade excessiva das
MMPs no tecido endometrial ect6pico, ou na sua vizinhanga, poderia facilitar a invasdo e
crescimento das lesbes de endometriose. Igualmente importante para a compreensao da
patogénese da endometriose, nomeadamente dos seus circuitos paracrinos, foi a observacao
de que a acgao inibitéria da progesterona sobre as MMPs parece ser mediada por determinadas
citocinas, tal como o TGF- e a IL1 (Bruner e col. 1999; Osteen e col. 1999). Todas estas
consideracoes parecem sugerir que o tecido endometrial ao entrar na cavidade abdominal e
ap6s aderir ao mesotélio peritoneal promove a sintese de MMPs e, desse modo, a invasio da
matriz extracelular desse mesmo mesotélio (Koks e col. 2000). Igualmente implicita a estes
achados estéa a presungdo de que a quantidade de tecido endometrial que tem acesso a cavidade
abdominal, directamente proporcional ao volume de menstruagdo retrograda, determina em
grande parte o maior ou menor grau de risco para o desenvolvimento de endometriose.

2.4.2. Sobrevivéncia e proliferacao das células endometriais ectépicas

a. Angiogénese

A importéncia da angiogénese, definida em termos genéricos como a formacao de
novos vasos sanguineos a partir da vasculatura pré-existente é, desde ha muito, reconhecida
na fisiologia dos tecidos humanos (Guyton 1986). A identificagdo da ocorréncia desse processo
na placenta motivou a utiliza¢do deste termo pela primeira vez em 1935 (Reynolds e Bicknell
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1995). A formagao de novos vasos sanguineos a partir de capilares pré-existentes é secundaria
a accdo de um estimulo adequado. Na sua presenca ocorre a protedlise da membrana basal
e a degradacdo da matriz intersticial dos capilares adjacentes, facto que permite a migracao
de pequenos grupos de células endoteliais em direcgao ao estimulo angiogénico, local onde
essas células vao proliferar de forma a constituir uma nova ansa capilar (Guyton 1986). Sao
actualmente conhecidos numerosos factores com potencial para a modula¢ao da angiogénese,
embora, na maior parte dos casos, com mecanismos de actuacdo ainda nao totalmente
esclarecidos. Por ser o melhor estudado e provavelmente o mais potente, destaca-se entre estes
o VEGF (Phillips e col. 1990; Shweiki e col. 1993; Redmer e Reynolds 1996; Yamamoto e col.
1997; Yan e col. 1998; Reynolds e Redmer 1998; Ferrara e col. 1998; Kumar-Singh e col.
1999; Orre e Rogers 1999; McLaren 2000; Xavier 2000). O TNF-o, a IL8, 0 FGF-1 e -2 e 0 TGF,
apresentam igualmente uma reconhecida importancia (Redmer e Reynolds 1996; Ryuto e col.
1996; Reynolds e Redmer 1998; Kumar-Singh e col. 1999; Fasciani e col. 2000; Xavier 2000;
Calhaz-Jorge e col. 2003b). Muitos outros factores estdo a ser estudados, tendo jé sido
demonstrada a sua participagao de forma directa ou indirecta no fendmeno da angiogénese.
Exemplos sdo a angiogenina, a eritropoieting, a angiotensina Il, o ANP, o VIP e o PAF, entre outros
(Andrade e col. 1994; Hu e col. 1996; Pedram e col. 1997; Lee e col. 1999; Ribatti e col. 1999).
A angiogénese é o resultado de uma complexa interac¢ao de factores estimuladores e inibidores,
onde também parecem participar os fenémenos inflamatérios que reconhecidamente podem
ter uma accao mitogénica, nomeadamente sobre as células endoteliais.

A investigacdo do fendmeno da angiogénese constitui actualmente uma das éreas da
medicina que mais empenho tem merecido por parte da comunidade cientifica, uma vez que
um crescimento inapropriado destas ansas capilares tem sido associado a varios processos
patologicos, nomeadamente a sustentagdo do desenvolvimento de tumores, retinopatias
proliferativas, hemangiomas e fibroses no caso de um crescimento excessivo, ou a anomalias
nos processos de cicatrizagdo em casos de crescimento deficiente (Augustin e col. 1995;
Redmer e Reynolds 1996). O significado deste processo, quando enquadrado no dominio da
oncologia, assume uma importdncia acrescida, uma vez que é actualmente reconhecido que
a densidade da vascularizacao intratumoral representa um indicador para a emergéncia e
crescimento de lesées malignas e, no caso de tumores sélidos, constitui mesmo um factor de
prognostico independente (Obermair e col. 1999).

Os 6rgaos reprodutores femininos constituem um alvo preferencial de investigagdo da
angiogénese, uma vez que o endomeétrio, os foliculos ovéaricos e o corpo amarelo s&o, juntamente
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com a placenta, locais do organismo da mulher saudavel onde este fenémeno ocorre repetidamente
e com um significado suficientemente importante para constituir um modelo de estudo fisiolégico
(Reynolds e Bicknell 1995; Augustin e col. 1995; Modlich e col. 1996). No caso concreto destes
orgaos, os desvios no fenémeno da angiogénese podem levar ao aparecimento de entidades
clinicas téo variadas como a sindroma do ovario policistico, a sindroma de hiperestimulacdo
ovérica, as hemorragias uterinas disfuncionais, a adenomiose, os leiomiomas uterinos, a
hiperplasia e o carcinoma do endométrio, o carcinoma do ovario e a endometriose (Xavier 2000;
Reynolds e col. 2002; Xavier e col. 2004a; Xavier e col. 2004b). A implantacédc das células
endometriais ectopicas no mesotélio peritoneal ou na superficie do ovario corresponde a etapa
inicial da formacao de uma nova lesao de endometriose. O seu desenvolvimento e impacto
clinico subsequente &, no entanto, fortemente dependente da formacio de uma rede vascular
sublesional capaz de garantir o aporte sanguine¢ necessario a proliferacdo e sobrevivéncia
celular (Figuras 2.7 e 2.8).

Implantacao Proliferacao

\ \

Invaginacao Endometrioma

\ \

Figura 2.7: As primeiras etapas da formacao dos endometriomas sao marcadas por intensos fenémenos
de angiogénese, fundamentais para o posterior desenvolvimento das lesdes.
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Angiogénese

Figura 2.8: A angiogénese que ocorre apds o processo de implantagdo dos fragmentos de endométrio
permite a formagao de uma rede vascular sublesional, sem a qual ndo ocorrera o desenvolvimento das
lesbes de endometriose no mesotélio peritoneal.
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E actualmente reconhecido que o crescimento tecidular acima de uma dimenséo
correspondente a cerca de 1 x10% células requer a formacado de novos vasos sanguineos, facto
gue permite compreender a importéncia da angiogénese em todo este processo (Witz 1999).
A producdo de factores angiogénicos, nomeadamente do VEGF, pelas lesbes de endometriose,
constitui um dos possiveis mecanismos através do qual os implantes, na sua fase inicial de
desenvolvimento, asseguram essa neovascularizacdo (Donnez e col. 1998; Witz 1999; McLaren
2000; Fasciani e col. 2000).

Fasciani e col. (2000) compararam os niveis intralesionais do VEGF e da IL8, determinados
através de um ensaio imunoenzimatico (ELISA), em endometriomas e em cistos foliculares e
concluiram que os niveis destes factores angiogénicos sao significativamente mais elevados
nos endometriomas. Por outro lado, Donnez e col. (1998) observaram que em doentes com
endometriose, a expressao imuno-histoquimica do VEGF era maior no endométrio ectdpico que
no eutdpico, facto que interpretaram como sendo resultante da forte actividade angiogénica
das lesbes de endometriose. No mesmo estudo, em concordancia com a hipétese etiopatogénica
de que as lesoes vermelhas s&o mais precoces e mais activas que as lesdes castanhas, estes
autores verificaram que a maior expressao do VEGF se observava nas lesdes vermelhas, ao
passo que as lesdes castanhas apresentavam uma pobre expressao desse factor, resultante
da sua ja escassa vascularizagdo. Mas 0 aumento da actividade angiogénica que ocorre em
doentes com endometriose n&o parece ser da exclusiva responsabilidade do endométrio ectépico,
j& que uma maior expressao imuno-histogquimica do VEGF no endométrio eutépico de doentes
com endometriose relativamente a mulheres séas foi igualmente observada por Donnez e col.
(1998). Estes achados apoiam a hipétese da disfuncdo endometrial como factor contributivo
para o desenvolvimento inicial da endometriose, uma vez que o endométrio dessas doentes
seria caracterizado por ter um maior potencial angiogénico e, dessa forma, uma maior capacidade
para se implantar e proliferar fora da cavidade uterina (Donnez e col. 1998; Healy e col. 1998;
Fasciani e col. 2000; Xavier e col. 2004a e 2004b).

Para além do tecido endometrial eutdpico e ectdpico, os macréfagos peritoneais parecem
ser igualmente locais de forte produg¢ao do VEGF. Um aumento da concentragdo deste factor
no liquido peritoneal de doentes com endometriose, quando comparada com mulheres sas, foi
ja relatado por diversas vezes, facto que sustenta o importante papel que a actividade deste
factor parece exercer no estabelecimento e manutengéo inicial das lesdes (Oosterlynck e col.
1993a; McLaren e col. 1996; Shifren e col. 1996; Kupker e col. 1998; Mahnke e col. 2000;
Wu e Ho 2003). Por outro lado, a evidéncia de altas concentragdes de VEGF nos endometriomas
sugere que a angiogénese possa ser um evento especifico para o desenvolvimento dessas
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lesbes cisticas (Fasciani e col. 2000).

Apesar de atraente seria demasiadamente simplista pensar que as citocinas actuam
apenas num determinado mecanismo biomolecular envolvido na fisiopatologia da endometriose.
A evidéncia de que a actividade desses factores é geralmente mais complexa esta na demonstracéo
das propriedades biologicas do TNF-a. Trata-se de uma citocina que promove a angiogénese
mediante a mobilizacdo de células do sistema imunitario, sobretudo dos macréfagos, e a
libertagd@o de outras citocinas e factores de crescimento, merecendo por isso uma atengao
particular no contexto da etiopatogénse da endometriose (iwabe e col. 2000; Gazvani e Templeton
2002). No entanto, para além da sua accao angiogénica, foi ja demonstrado que o TNF-a
também é capaz de estimular a adesdo das células endometriais ao colagénio, promover a sua
proliferacdo e aumentar a expressdo das MMPs, facilitando desse modo o processo de invasao
celular (lwabe e col. 2000; Gazvani e Templeton 2002). Parece entao que esta citocina actua
em diferentes fases do desenvolvimento das lesoes de endometriose. Sendo um produto de
secrecdo dos macréfagos, a demonstragdo do aumento dos seus niveis no liquido peritoneal
em doentes com endometriose aponta claramente para uma participagao deste factor na
fisiopatologia da doenca (Vignali e col. 2002; Bullimore 2003).

b. Apoptose.

Se 0s mecanismos de angiogénese sdo importantes para a regenerac¢ao ciclica do
endométrio, ndo menos importantes parecem ser os fenédmenos de apoptose que antecedem
a descamacdo menstrual. A importancia da apoptose, também designada de morte celular
programada, para homeostasia dos tecidos organicos ja hd muito foi reconhecida. Em 1885
surgem, por intermédio de Flemming, os primeiros relatos sobre a presenc¢a de duas formas
diferentes de morte celular: o "suicidio celular" ao qual Kerr em 1972 atribui 0 termo apoptose
e 0 "homicidio celular" ou necrose (Kerr e col. 1972; Kane 1995). Manjo e Joris (1995) propéem
um Novo conceito para os termos apoptose, oncose € necrose. Segundo estes autores, a apoptose
e a oncose representariam os eventos iniciais do mecanismo de morte celular, por suicidio ou
homicidio, sendo a necrose o estadio final comum a ambos. Esta teoria ndo recebeu grande
aceitacdo por parte da comunidade cientifica que continua a considerar apenas a existéncia
da apoptose como contraposicdo a necrose, sem contemplar a existéncia da oncose (Xavier
2002). Por este facto, optou-se também neste trabalho por seguir as recomendacbes da
generalidade dos autores ao admitir apenas os conceitos de apoptose e necrose.
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A apoptose pode ser distinguida da necrose por critérios morfolégicos e bioguimicos
bem definidos. Uma diferenca importante entre ambas reside no facto da apoptose ter uma
maior apeténcia para a deleccao celular selectiva, ao passo que a necrose afecta grupos
celulares indiscriminadamente. Do ponto de vista morfologico esta Gltima € caracterizada pelo
aparecimento de intumescéncia citoplasmatica, vacuolizacao dos organelos e vesiculagio da
membrana citoplasmatica. E tipicamente acompanhada de lise nuclear (cariblise), ocorrendo
fragmentacéo do ADN com um padré@o nao especifico (Manjo e Joris 1995). Pelo contrario, na
apoptose ocorre uma condensagao citoplasmatica e nuclear. No nucléolo, a cromatina condensa-
-se em massas e desloca-se para a periferia nuclear que fragmenta (cariorréxis). Da periferia
celular sdo emitidas protuberéncias contendo diversos organelos condensados. Essas
protuberancias tornam-se mais acentuadas, destacam-se para o espaco intercelular formando
ai os corpos apoptéticos que por fim sdo endocitados por macréfagos. Do ponto de vista
bioquimico, a apoptose caracteriza-se por uma fragmentacgdo do DNA em segmentos especificos,
inactivacao mitocondrial e acidificagao citoplasmatica, sendo a fase efectora de todo este
processo dependente da activacao de uma cascata de proteases especificas, designadas por
caspases, num mecanismo semelhante ac da cascata da coagulagao (Kerr e col. 1972; Manjo
e Joris 1995; Engler e Gottlieb 1998). E com base nessa fragmentacao que se aplicam técnicas
comuns de pesquisa da apoptose como o TUNEL, a electroforese do ADN e a citometria de fluxo
(Engler e Gottlieb 1998).

Devido ao caracter selectivo da morte celular por apoptose, nos tecidos afectados pela
sua ocorréncia observa-se uma grande delecgao celfular com quase nenhuma distor¢ao
arquitectural. A expressao na superficie celular de certos marcadores, nomeadamente a
fosfatidilserina, acompanha as altera¢des da membrana citoplasmatica das células em apoptose,
facto que permite o seu rapido reconhecimento e fagocitose, antes da libertacdo de factores
celulares que actuam como mediadores da inflamagao (actina e ADN), ao contrario do que
sucede na necrose (Engler e Gottlieb 1998).

0 desenvolvimento ou a regressao de uma populagao celular estd assim dependente
da interac¢ao entre factores favorecedores da sobrevivéncia celular ou anti-apoptéticos e factores
pré-apoptéticos (favorecedores da morte celular). Como exemplo do primeiro grupo citam-se
hormonas (estrogénios, progesterona, gonadotrofinas e hormona de crescimento), citocinas (IL-
-1) e factores de crescimento (EGF/TGF-a, ILGF-1), ao passo que do segundo grupo fazem parte
os androgénios, as hormonas libertadoras das gonadotrofinas e os seus analogos, certas
citocinas (IL-6 e o TNF-a) e os radicais livres do oxigénio e do 6xido nitrico (Viatier e col. 1995;
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Hsueh e col. 1996; Billig e col. 1996; Homburg e Amsterdam 1998; Kiess e Gallaher 1998;
Karbowski e col. 1999). E hoje aceite pela generalidade dos autores que a acgdo destes factores
é geneticamente controlada, através da maior ou menor expressao celular de proto-oncogenes,
nomeadamente dos da familia Bcl-2/Bax (Xavier 2002).

0 fendmeno da apoptose tem vindo a ganhar um protagonismo crescente na literatura
cientifica mercé da sua participacao no desenvolvimento e funcionamento de virtuaimente
todos os sistemas do organismo. O tamanho de uma determinada populac¢éo celular depende
do balanco entre a producgao e a perda. A apoptose esta envolvida na remodelagdo de muitos
tecidos sdos, sendo exemplo disso a renovacgao celular que ocorre ao nivel do figado e da mucosa
gastroduodenal (Xavier 2002). Exerce ainda um papel importante na involug¢éo e atrofia de
muitos tecidos organicos, tal como acontece com o corpo amarelo humano em involugdo que
caracteristicamente apresenta numerosos corpos apoptéticos (Kerr e col. 1972). E igualmente
responsavel pela perda celular espontédnea que ocorre nas neoplasias. Nestas, encontram-se
geralmente um grande nimero de mitoses e corpos apopt6ticos, sendo a taxa de crescimento
da lesdo directamente dependente do balanco entre ambos. Ap6s tratamento médico de uma
neoplasia verifica-se um aumento dos fenémenos de apoptose, podendo esse "indice apoptético”
ser utilizado como uma medida da resposta do tumor a intervengao (Kerr e col. 1972). Pelo
contrario, a desregulacdo da apoptose estad envolvida no aparecimento de numerosos processos
patolégicos, nomeadamente de certos tumores, infecgoes viricas, doengas autoimunes e
neurodegenerativas, imunodeficiéncia, infertilidade e provavelmente na endometriose. O
aparecimento de fendmenos de apoptose em tecidos ndo passiveis de regeneracao,
nomeadamente no cérebro e miocardio, conduz, como facilmente se compreende, a uma
situagao de doenga (Engler e Gottlieb 1998).

Os actuais conhecimentos relativamente ao papel desempenhado pela apoptose e pelo
sistema imunolégico no aparelho genital feminino, tanto na homeostasia como no aparecimento
de fenémenos patolégicos nomeadamente ao nivel do endométrio, conferem a este campo da
investigacdo uma importancia crescente (Xavier 2002).

0 endométrio humano esta sujeito ao mecanismo de regulacdo celular através da
apoptose. Varios estudos tém demonstrado uma maior incidéncia deste processo de morte
celular nas células endometriais durante a fase secretora intermédia e tardia do ciclo menstrual,
relacionando-o com o inicio da descamacao menstrual (Otsuki e col. 1994; Gompe! e col. 1994;
Shikone e col. 1997; Mclaren e col. 1997; von Rango e col. 1998; Tschugguel e col. 1999). Os
proto-oncogenes da familia Bcl-2/Bax sdo responsaveis pelo controlo da apoptose que ocorre
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no endométrio humano, sendo os proto-oncogenes Bax e Bcl-x short favorecedores e os Bel-2
e Bclx long inibidores da ocorréncia desse fenémeno de morte celular. O endométrio normal
apresenta uma populacao de células epiteliais glandulares com imunoreactividade equilibrada
para ambos os proto-oncogenes durante a fase proliferativa e secretora inicial do ciclo, mas
verifica-se uma diminuicao da expressao Bcl-2 na fase secretora tardia e durante o periodo
menstrual, passando entdo a haver um predominio da populagado Bax-positiva. Ficam assim
criadas as condicoes para que ocorra um aumento dos fenémenos de apoptose nestas Ultimas
fases do ciclo (Mclaren e col. 1997; von Rango e col. 1998; Tschugguel e col. 1999).

E intuitivamente apelativo que a sobrevivéncia do tecido endometrial fora da cavidade
uterina esteja associada a uma desregulacdo dos mecanismos que conduzem a morte celular
programada pré-menstrual. Como ja referido, os fenémenos de apoptose, secundarios a um
aumento dos factores pro-apoptéticos e/ou reducao de factores anti-apoptoticos, encontram
a sua maior expressao no endométrio pré-menstrual de mulheres nao susceptiveis de desenvolver
endometriose (Otsuki e col. 1994; Gompel e col. 1994; Shikone e col. 1997; Mclaren e col.
1997; von Rango e col. 1998; Tschugguel e col. 1999). Pelo contrario, nas mulheres susceptiveis
de vir a desenvolver endometriose foi ja demonstrada uma menor activagao dos moduladores
pré-apoptéticos e maior expressao de factores anti-apoptéticos, especialmente durante a fase
secretora tardia do ciclo menstrual (Dmowski e col. 2001). Este achado parece indicar um
aumento da viabilidade das células endometriais disseminadas para a cavidade peritoneal
durante o fend6meno da menstruacao retrégrada, facilitando assim a sua implantacéo e
sobrevivéncia em localizacao ectopica (Dmowski e col. 2001). A observacao de que a proporgao
de macréfagos peritoneais Bcl-2 positivos em mulheres com endometriose parece ser
significativamente superior a encontrada nas mulheres sem esta doenga, nas quais predominam
0s macrofagos Bax-positivos favorecedores da apoptose, pode igualmente explicar a maior
capacidade de sobrevivéncia quer dos macréfagos peritoneais quer do tecido endometrial
ectopico nas mulheres com endometriose, relativamente ao que acontece nas mulheres sem
esta doenca (Mclaren e col. 1997).

c. Défice de competéncia imunolégica

Do que atras foi dito, resulta claro que a sobrevivéncia e a proliferacdo das células
endometriais ectépicas € altamente dependente dos fendmenos de angiogénese e de resisténcia
a apoptose. Todavia, a fisiopatologia da endometriose € seguramente mais complexa do que
o simples balanco entre estes dois processos celulares.
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Segundo alguns autores, um défice de competéncia imunoldgica nas mulheres destinadas
a desenvolver a doenca facilitaria a implantacao, persisténcia e progressao do tecido endometrial
ectdpico (Oosterlynck e col. 1991; Taylor e col. 1997; Braun e Dmowski 1998; Lebovic e col.
2001; Seli e col. 2003). Apesar de nao estar totalmente esclarecido o processo pelo qual o
organismo se liberta dos fragmentos de endométrio regurgitados para a cavidade pélvica durante
a menstruacdo, admite-se que esteja envolvida ndo apenas a imunidade humoral mas também
a celular. A endometriose caracterizar-se-ia entdo pela existéncia de uma disfun¢do em ambos
os tipos de imunidade, embora ndo esteja ainda clarificada se essa disfuncao € causa ou
consequéncia da doenca (Seli e col. 2003). O facto é que esse disttrbio imunolégico parece
contribuir decisivamente para o desenvolvimento das duas principais queixas associadas a
endometriose: a dor e a infertilidade (Seli e col. 2003).

0 aumento do niimero de células com fungdes imunitarias no liquido peritoneal de
doentes com endometriose tem sido extensamente reportado desde a década de 80, sendo os
macroéfagos peritoneais o paradigma desse aumento (Halme e col. 1983; Olive e col. 1985;
Dunselman e col. 1988). Poder-se-ia esperar que do aumento do nlimero e da actividade destas
células resultasse uma maior eficacia na eliminagao dos fragmentos endometriais ectépicos,
inibindo o desenvolvimento das lesdes. Paradoxalmente, a esse aumento esta associado uma
promocgao do crescimento do endométrio ectopico, provaveimente devido a um aumento da
libertagdo de factores de crescimento e de citocinas, para além da disfuncgéo intrinseca do
préprio macréfago na sua actividade fagocitica (Lebovic e col. 2001). A sustentacdo dessa
hipétese foi apresentada por Surrey e Halme (1990) que foram capazes de demonstrar que o
crescimento de células endometriais em meio de cultura era promovido pela adi¢do de liquido
peritoneal de doentes com endometriose.

Nao menos importante sera seguramente o papel das células "natural killer" (NK) em
todo este processo. Estas desempenham o papel de reconhecimento e destruicdo de células
tumorais, células hospedeiras infectadas por virus e linhas celulares nao reconhecidas nos
processos de transplantagao (Lebovic e col. 2001). A diminuicdo da sua actividade, mais do
que a diminui¢do do seu nlimero, poderia estar associada a uma menor eficacia na depuracao
do tecido endometrial regurgitado para a cavidade peritoneal, facilitando assim o desenvolvimento
das lesoes de endometriose. Oostertynck e col. (1991) foram os primeiros autores a demonstrar
uma diminuicao da actividade das células NK contra células endometriais autblogas em mulheres
com endometriose, achado que inclusivamente correlacionaram com o estadio da doenga. Mais
tarde, o mesmo grupo de autores demonstrou que o liquido peritoneal de
doentes com endometriose se caracterizava por uma maior actividade supressora das células
NK, quando comparado com o de mulheres sas, facto gue mais uma vez sugere o envolvimento
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de factores humorais sollveis (Oosterlynck e col. 1993b). Estes achados foram também
identificados no soro de doentes com endometriose (Kanzaki e col. 1992). Mais recentemente
foi demonstrado que as células NK de mulheres com a doenga apresentavam uma maior
expressao de receptores inibidores da actividade "killer", capazes de suprimir a actividade
citotoxica destas células (Wu e col. 2000).

Do que atras foi descrito resulta que o complexo circuito de fendmenos fisiopatolégicos
que sustentam o desenvolvimento da endometriose continua ainda longe duma clarificagao
satisfatéria. Este facto justifica por si s6 a manuteng¢ao ou até um incremento da investigacao
gue € realizada no ambito desta doenca.
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3.1. Introducao e definicao de objectivos

Descrita pela primeira vez nos finais do século XIX por von Recklinghausen (Brosens
1993), a endometriose continua a desafiar os investigadores que se dedicam ao esclarecimento
da sua fisiopatologia. A teoria da menstruacao retrégrada é a que descreve de uma forma mais
compreensivel 0s mecanismos que conduzem a doenga, tendo-se tornado por isso na mais
popular entre a comunidade cientifica e clinica. No entanto, ndo tem sido capaz de esclarecer
o porqué de apenas algumas mulheres desenvolverem a doenca, apesar da regurgitacao de
tecido endometrial para a cavidade pélvica durante a menstruagao ser praticamente universal
(Halme e col. 1984; Liu e Hitchcock 1986). Halme e col. (1984) e Liu e Hitchcock (1986)
identificaram este fenémeno em 90 e 76%, respectivamente, das mulheres sem endometriose
submetidas a procedimentos cirlrgicos pélvicos durante o periodo menstrual. Uma possivel
explicacao para as diferencas encontradas entre a prevaléncia do fenémeno da menstruacao
retrograda e o desenvolvimento da endometriose em toda a sua plenitude podera residir nas
caracteristicas do endométrio eutopico das mulheres que virdo a desenvolver a doenga (Donnez
e col. 1998; Healy e col. 1998): quando comparado com o de mulheres saudaveis mostrou um
maior potencial para se implantar e desenvolver fora da cavidade uterina, fendmeno esse
favorecido por uma disfuncao endometrial associada a uma actividade angiogénica excessiva
(Donnez e col. 1998; Healy e col. 1998; Fasciani e col. 2000; Xavier e col. 2004a).

0 endométrio humano caracteriza-se, do ponto de vista funcional, por uma resposta
a estimulos hormonais provenientes do ovario que condicionam o aparecimento de modificacdes
ciclicas na sua estrutura histolégica tendo por objectivo a criacdo das condicdes necessarias
para que ocorra a implantacao do blastocisto. S0 estes os pressupostos que compdem o ciclo
endometrial, descrito pela primeira vez em 1908 por Hitschmann e Adlerl (Rogers 1996).

0 aporte vascular do endométrio é proveniente das artérias uterinas e ovaricas que
penetram obliqguamente na espessura do miométrio até alcangar o seu terco médio (DuBose
e col. 1985; Rogers 1996) (Figura 3.1). A este nivel ramificam-se num plano paralelo ao da sua
superficie, passando a designar-se por artérias arqueadas (DuBose e col. 1985; Rogers 1996).
A emisséo de ramificagdes a partir das artérias arqueadas em angulo recto em direc¢éo ao
endomeétrio origina as artérias radiais (DuBose e col. 1985; Rogers 1996). O fluxo sanguineo
para o endométrio é proveniente das artérias radiais que se ramificam ao passar na jungao
miométrio-endométrio. Essas ramificacdes designam-se por artérias basais ou endometriais e
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Artérias radiais

Artérias basais Artéria uterina

/

Artérias espiraladas

Endométrio

Artérias arqueadas

Miométrio

Figura 3.1: Esquema representativo do aporte vascular ao endométrio.

s30 0s vasos directamente responsaveis pelo aporte sanguineo a camada basal do endométrio
(DuBose e col. 1985; Rogers 1996; Chien e col. 2002). Depois de originarem as artérias basais
as artérias radiais progridem em direccdo a superficie do endométrio e passam a designar-se
por artérias espiraladas. Estes sdo os vasos que proporcionam a vascularizagdo ao tergo
superficial e a quase toda a extensao do tergo médio do endométrio (DuBose e col. 1985; Chien
e col. 2002). Ao contréario das artérias basais, as artérias espiraladas séo constituidas por
paredes sensiveis a accao hormonal evidenciando uma resposta fundamentalmente
vasoconstritora (DuBose e col. 1985). As artérias basais sao vasos de menor calibre e extensao,
insensiveis & actividade hormonal e atingem apenas a camada basal do endométrio ou a por¢ao
mais externa do seu terco médio (DuBose e col. 1985).

0 endométrio e a sua vasculariza¢do tém sido objecto de mudiltiplos estudos. A introdugao
na prética clinica das sondas endovaginais para exame ultrasonogréafico permitiu melhorar a
definicdo morfolégica dos 6rgaos pélvicos com especial énfase para o endométrio (Bohm-Velez
e Mendelson 1992; Fleischer e col. 1997). No entanto, para além da morfologia, representada
essencialmente pela espessura e padrao sonografico, € possivel ainda uma avaliagao funcional,
proporcionada pelo estudo das variagdes da sua perfusdo sanguinea (Fanchin 2001).

0 advento da tecnologia Doppler, sobretudo apds o aparecimento da codificacdo de
cores e do power Doppler, também designado angiografia Doppler, veio impulsionar o estudo
da perfusdo sanguinea dos 6rgaos genitais (Rubin e col. 1994; Kurjak e col. 1997). A defini¢ao
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dos padrdes da arquitectura vascular do ovario ao longo do ciclo menstrual foi ja determinada
com base na angiografia Doppler (Beires 1999), facto que permitiu confirmar ser este método
um meio capaz de efectuar, neste érgao reprodutivo, um estudo simultaneamente morfolégico
e funcional, ou seja morfofuncional. A sua aplicacdo ao endométrio tem sido descrita na area
da infertilidade, designadamente no estudo da relacao entre a perfusao sanguinea e a
receptividade da mucosa uterina (Yang e col. 1999; Contart e col. 2000; Kupesic e col. 2001;
Chien e col. 2002). A eventual demonstracao por esta via duma disfungdo endometrial na
endometriose, ou por outras palavras, a existéncia duma maior actividade angiogénica no
endométrio de mulheres afectadas, constitui um desafio empolgante por duas razées
fundamentais: em primeiro lugar porque ha uma manifesta necessidade de clarificar os
mecanismos etiopatogénicos da endometriose e em segundo lugar porque nao ha, nesta area,
estudos cientificos consistentes. O facto da angiografia Doppler estar ja validada para o estudo
da perfusdo sanguinea endometrial (Applebaum 1995; Salle e col. 1998; Yang e col. 1999;
Chien e col. 2002), justifica, no nosso entender, a sua aplicacao as doentes com endometriose.

Foi, assim, nosso objectivo estudar com angiografia Doppler a vascularizacao (sub e
intraendometrial) ao longo do ciclo menstrual em mulheres com e sem endometriose, de forma
a estabelecer um padrao funcional vascular do endométrio nesses dois grupos.

3.2. Populacao e Métodos

3.2.1. Seleccao da populacao estudada

Foram recrutadas para o estudo 30 mulheres com suspeita de endometriose e 17
outras presumivelmente saudaveis que frequentavam a consulta de Ginecologia do Departamento
de Ginecologia e Obstetricia do Hospital de Sdo Jodo. Essas mulheres, com idades compreendidas
entre os 19 e os 37 anos, constituiram-se, pois, em dois grupos: com endometriose e de
referéncia. O principal critério utilizado para a selecgdo das mulheres com endometriose foi o
da identificacao de pelo menos um endometrioma ovarico num exame ultrasonografico
transvaginal (Figura 3.2), na auséncia de qualquer outra entidade médica ou ginecolégica
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Figura 3.2: Imagens representativas de endometriomas obtidas por ultrasonografia transvaginal. De realcar
o padrao tipico do conteldo da lesdo caracterizado por ecos internos difusos de baixa intensidade.

associada. A inclus3o final das participantes no grupo com endometriose ficou condicionada
a confirmacao do diagndstico através da realizagdo de laparoscopia e exame histol6gico do
produto de biépsia da lesdo. Essa confirmagao foi conseguida em todos os casos pelo gue ndo
houve qualguer doente excluida por esse motivo.

As participantes seleccionadas para o grupo de referéncia foram recrutadas entre
mulheres propostas para esterilizacao cirlirgica per-laparoscopica ou para investigagao de uma
infertilidade conjugal de causa inexplicada. Em todos estes casos excluiu-se a presencga de
endometriose durante a realizagao da laparoscopia.

Para além dos critérios de selecgdo inicial, foram adoptadas as seguintes condicoes
a aplicar a todas as mulheres participantes: [1] auséncia de exposi¢ao a qualquer tratamento
hormonal ou & ac¢do de um dispositivo intra-uterino nos trés meses que antecederam o inicio
do estudo; [2] regularidade dos ciclos menstruais, definida pela presenca de interliinios com
duracdo entre 28 a 30 dias e de cataménios com durago entre dois e cinco dias; [3] confirmagao
da ovulacdo e de uma fase luteinica adequada no ciclo durante o qual se realizou o estudo
ultrasonogréfico, pela observagdo de uma valor de progesterona sérica supetrior a 8.00 ng/mL
entre 0 21° e 0 23° dia (Hull e col. 1982; Silva-Carvalho 1995).

Das mulheres inicialmente seleccionadas como controlos duas foram excluidas por
nao ter sido possivel confirmar a ovulacao e a fase luteinica adequada no ciclo durante o qual
se realizou o estudo (valor de progesterona sérica inferior a 8.00 ng/mL entre 0 21° e 0 23°
dia). N&o foi excluida nenhuma das doentes do grupo "endometriose” tendo entao restado para
analise 45 participantes: 30 no grupo com endometriose e 15 no de referéncia.
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Catorze doentes (46.7%) com o diagnéstico confirmado de endometriose tinham uma
historia de infertilidade (auséncia de gravidez apés mais de 12 meses de actividade sexual
regular sem contracep¢do) com a endometriose como Unico factor identificado. No grupo de
controlo seis (40.0%) mulheres apresentavam uma historia de infertilidade conjugal de causa
inexplicada.

Todas as participantes no estudo foram devidamente esclarecidas e deram o seu
consentimento por escrito, de acordo com as recomendacdes da Comissao de Etica do Hospital
de Sao Joao, a qual foi submetido.

3.2.2. Desenho do estudo

Cada uma das 45 participantes foi submetida durante o ciclo menstrual a quatro
observagoes ultrasonograficas, o que perfaz um total de 180. Os exames foram realizados com
intervalos de sete dias, tendo o primeiro sido efectuado sistematicamente entre o terceiro e 0
quinto dia do ciclo. Desta forma todas foram submetidas a um exame em cada fase do ciclo
menstrual de acordo com o seguinte critério:

. Fase proliferativa inicial: dia 1 ao dia 7 do ciclo.

. Fase proliferativa tardia: dia 8 ao dia 14 do ciclo.

. Fase secretora inicial: dia 15 ao dia 21 do ciclo

. Fase secretora tardia: dia 22 ao dia 28-30 do ciclo.

Pode desde ja referir-se que o dia médio de realiza¢do do exame em cada fase do ciclo
foi similar nos dois grupos (Tabela 3.1).

Entre 0 21° e 0 23° dia do ciclo menstrual uma amostra de sangue venoso foi colhida
de cada uma das participantes para determinacdo da concentragao de progesterona sérica,
que foi realizada com base num ensaio radioimunoenzimatico (RIA) utilizando para tal o "kit"
Coat-A-Count Progesterone comercializado pelo fabricante DPC Inc. (Los Angeles, USA) e seguindo
as recomendacdes do fabricante.
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3.2.3. Estudo ultrasonografico

Os exames ultrasonograficos foram realizados na Unidade de Ecografia do Departamento
de Ginecologia e Obstetricia do Hospital de Sao Joao, sempre pelo mesmo operador (P.X.).

Foi utilizado um Gnico aparetho Aloka SSD 5000 (Japao) com power Doppler, equipado
com sonda vaginal de 5 MHz (UST-9118), com angulo de 120° e filtro passa-alto de 50 Hz. Os
exames foram sistematicamente efectuados ap6s um repouso de 15 minutos entre as 8 e as
9 horas da manha para excluir os efeitos do ritmo circadiano no fluxo sanguineo (Zaidi e col.
1995). Iniciou-se 0 exame ultrasonografico com a obtencdo de uma imagem longitudinal do
ttero ao longo do seu maior eixo, permitindo dessa forma a identificagdo do endométrio. A sua
espessura foi medida segundo o método da dupla camada e definida como a maior distancia
entre as duas interfaces endométrio-miométrio (Figura 3.3). De seguida, estudaram-se com
power Doppler as regides sub e intraendometrial que foram definidas em conformidade com
as descrigdes de Scoutt e col. (1991) e de Tetlow e col. (1999). A regido intraendometrial
correspondeu entao a area sonografica compreendida entre as duas margens hiperecogénicas
do endométrio, ao passo que a regido subendometrial correspondeu uma fina camada
hipoecogénica que rodeia toda a cavidade uterina e que é delimitada internamente pela margem
hiperecogénica do endométrio (Scoutt e col. 1991, Tetlow e col. 1999) (Figura 3.3).

Figura 3.3: Imagem ultrasonografica do maior eixo longitudinal do Utero. A espessura do endométrio
correspondeu a maior distancia entre as duas interfaces endométrio-miométrio. A regido intraendometrial
esta representada pela area compreendida entre as duas margens hiperecogénicas do endométrio, ao
passo que a regiao subendometrial correspondeu uma fina camada hipoecogénica que rodeia a cavidade
uterina e separa as areas hiperecogénicas do endométrio e do miométrio (setas).
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Para efeitos do estudo e seguindo as recomendacdes de Chien e col. (2002),
consideramos como limite externo da regido subendometrial uma linha imaginéria localizada
5 mm para fora da margem hiperecogénica do endométrio.

O pulso de frequéncia foi escolhido para uma velocidade de cor < 4 cm/s e o ganho
de cor foi ajustado para 80% + 2% de modo a optimizar a detecgéo de fluxo nos pequenos vasos
e minimizar os artefactos relacionados com o movimento. Estas definicdes foram padronizadas
de forma a serem aplicadas em todos os exames. A presenca ou auséncia de sinais de cor
nestas duas regibes foi entao observada no inicio e no final da exploragao que teve uma duracao
minima de 15 minutos a fim de permitir a analise durante varios ciclos cardiacos.

A classificacdo adoptada para classificar os padroes de distribuicdo do fluxo sub e
intraendometrial foi a proposta e validada por Chien e col. (2002) e que passamos a descrever:

. Padrao A: auséncia de sinais de cor tanto na regido sub como na intraendometrial
(Figura 3.4).

. Padrao B: presenca de sinais de cor na regido subendometrial e auséncia na
intraendometrial (Figura 3.5).

. Padrao C: presenga simultédnea de sinais de cor em ambas as regides (Figura 3.6).

Figura 3.4: Imagem representativa do padrao vascular do tipo A caracterizado pela auséncia de sinais de
cor na regiao sub e intraendometrial.
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Figura 3.5: Imagem representativa do padrdo vascular do tipo B caracterizado pela presenca de sinais
de cor na regido subendometrial {(seta) mas auséncia na regido intraendometrial.

Figura 3.6: Imagem representativa do padrao vascular do tipo C caracterizado pela presenca de sinais
de cor na regiao sub e intraendometrial (setas).
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No caso de se observarem diferentes padrées durante a realizagdo do exame optou-
-se sempre por aquele com maior nimero de sinais de cor. De forma a permitir comparar os
fluxos sanguineos observados nos diferentes exames atribuimos um valor numérico a cada
padrado: valor 1 para o padrao A, 2 para o padrédo B e 3 para o padrao C. Desse modo foi possivel
criar o que designamos por indice de vascularizagdo para cada exame ultrasonografico e um
indice de vascularizacao médio para cada um dos dois grupos estudados.

3.2.4. Analise estatistica

A anélise estatistica dos resultados baseou-se na utilizagao, conforme apropriado, dos
testes Wilcoxon ou Kruskal-Wallis para comparacao de variaveis quantitativas.

Os resultados relativos ao dia do ciclo em que se realizou o exame, a espessura do
endométrio, a idade e ao indice de massa corporal das participantes no estudo estdo expressos
em média + desvio padrdo. Os restantes resultados sdo apresentados como média £ erro
padrao. As propor¢oes foram comparadas com base na utilizagao do teste do qui-quadrado ou
no teste exacto de Fisher quando apropriado.

Considerou-se como estatisticamente significativo um valor de P < 0.05.
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3.3. Resultados

Tal como ja referido anteriormente, a metodologia ultilizada permitiu que o dia médio
de realizacao do exame ultrasonografico fosse similar nos dois grupos (Tabela 3.1).

Fase do ciclo Endometriose Controlo

Proliferativa inicial 40+1.7 43120
Proliferativa tardia 109+1.7 11.2+21
Secretora inicial 181+18 182+21
Secretora tardia 251+24 256 +2.7

Tabela 3.1: Dia de realizagdo do exame ultrasonografico (média + desvio padrdo) em cada um dos grupos
e para cada fase do ciclo.

No que diz respeito a andlise da variagdo do valor médio do indice de vascularizagdo
dentro de cada um dos grupos de participantes, observamos um aumento do seu valor da fase
proliferativa para a fase secretora em ambos 0s grupos. Quando comparados entre os dois
grupos, as mulheres com endometriose apresentaram um valor médio do indice de vascularizagéo

significativamente mais elevado na fase secretora tardia do ciclo menstrual (2.1 vs. 1.5, P=0.035)
(Tabela 3.2 e Figura 3.7).

Fase do ciclo Endometriose Controlo
(n=30) (n=15)
Proliferativa inicial 13+01 12+01 0.736
Proliferativa tardia 15101 14+041 0.800
Secretora inicial 181041 16+01 0.348
Secretora tardia 21102 15+01 0.035

Tabela 3.2: Valor do indice de vascularizagéo para cada um dos grupos estudados nas diferentes fases
do ciclo menstrual. Resultados expressos em média  erro padrao.
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@ Grupo com endometriose
O Grupo de controlo

Figura 3.7: Evolugéo dos indices de vascularizagdo ao longo do ciclo (média + erro padrao). Nota: Pl = fase
proliferativa inicial; PT = fase proliferativa tardia; SI = fase secretora inicial; ST = fase secretora tardia.

Observamos uma proporcao semelhante de mulheres em ambos os grupos com sinais
de cor nas trés primeiras fases do ciclo quando as regides sub e intraendometriais foram
analisadas separadamente. Todavia, foi observada uma proporgao significativamente maior de
doentes com sinais de cor durante a fase secretora tardia do ciclo na regido intraendometrial
(36.7% vs. 6.7%; P=0.038) e um valor préximo da significancia na regido subendometrial (73.3%
vs. 46.7%; P=0.152) (Tabela 3.3).

Efectuamos igualmente uma analise comparativa dos valores médios dos indices de
vascularizacao ao longo do ciclo menstrual entre as subpopulagoes de mulheres com endometriose
associada ou nao a infertilidade conjugal, assim como entre as mulheres do grupo de referéncia
com e sem infertilidade conjugal. Os indices para essas subpopulagdes foram semelhantes
dentro de cada um dos grupos e para cada uma das fases do ciclo (Tabelas 3.4 e 3.5).

A espessura do endométrio em cada uma das fases do ciclo foi semelhante entre os
dois grupos em estudo (Tabela 3.6).
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Fase do ciclo Endometriose Controlo

(n=30) (%) (n=15) (%)

Proliferativa inicial
Regiao subendometrial 6 (20.0) 2(13.3) 0.699
Regiao intraendometrial 2(6.7) 2(6.7) 0.999

Proliferativa tardia
Regiao subendometrial 13(43.3) 6 (40.0) 0.915
Regiao intraendometrial 1(3.3) 0(0.0) 0.999

Secretora inicial
Regiao subendometrial 21(70.0) 8 (63.3) 0.440
Regido intraendometrial 3(10.0) 1(6.7) 0.999

Secretora tardia

Regiao subendometrial 22 (73.3) 7 (46.7) 0.152

Regiao intraendometrial 11 (36.7) 1(6.7) 0.038

Tabela 3.3: Proporgao de mulheres de cada um dos grupos com sinais de cor na regjao sub e intraendometrial
para cada uma das fases do ciclo menstrual.

. Endometriose e Endometriose e
Fase do ciclo infertilidade infertilidade
Sim (n=14) Nao (n=16)
Proliferativa inicial 1.4+0.2 1.1+0.1 NS *
Proliferativa tardia 1.4+01 15201 NS *
Secretora inicial 18+01 1.8+0.2 NS *

Secretora tardia 22+0.2 20+0.2 NS *

Tabela 3.4: Comparagao dos indices de vascularizagao ao longo do ciclo menstrual nas subpopulacoes
‘ de mulheres com endometriose associada ou ndo a infertilidade conjugal. Resultados expressos em média
' + erro padrdo. * P > 0.100
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Controlo e Controlo e
Fase do ciclo infertilidade infertilidade
Sim (n=6) Nao (n=9)

Proliferativa inicial
Proliferativa tardia
Secretora inicial

Secretora tardia

Tabela 3.5: Comparagéao dos indices de vascularizagdo ao longo do ciclo menstrual nas subpopulagdes
de mulheres do grupo de controlo com e sem infertilidade conjugal. Resultados expressos em média +
erro padrao. * P > 0.100

Endometriose Controlo
(n=30) (h=15)

Proliferativa inicial 40117

Proliferativa tardia 76122

Secretora inicial 10.3+2.8

Secretora tardia 106 +3.1

Fase do ciclo

Tabela 3.6: Espessura do endométrio ao longo do ciclo em cada um dos grupos estudados. Resultados
expressos em média + desvio padrao.

N&o encontrdmos diferencas com significado estatistico entre as duas populagdes de
mulheres no que diz respeito a idade (19-37 vs. 25-35 anos) ou ao indice de massa corporal |
(19.4-26.1 vs. 18.4-29.8 Kg/m2) (Tabela 3.7).

Endometriose Controlo
(n=30) (n=15)

Idade (anos) 29.03+£3.7 30.13+45

IMC (Kg/m2) 22.06 + 3.0 23.40 + 3.6

Tabela 3.7: Idade e indice de massa corporal (IMC) das populag¢des estudadas. Resultados expressos em
média + desvio padro.
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3.4. Discussao

Na sequéncia dos estudos que propuseram a hipétese da disfungdo angiogénica
endometrial como mecanismo relevante na etiopatogénese da endometriose (Donnez e col.
1998; Healy e col. 1998), tivemos por objectivo avaliar a vascularizacdo endometrial ao longo
do ciclo menstrual em mulheres com e sem endometriose, recorrendo a angiografia Doppler.

Os principais achados do nosso estudo foram a observagao de um valor médio do
indice de vascularizaco (que definimos) mais elevado na fase secretora tardia em mulheres
com endometriose e uma maior proporcao destas mulheres com sinais de cor na regiao
intraendometrial também na fase secretora tardia do ciclo menstrual.

Antes de passarmos a analise mais detalhada dos resultados obtidos, pensamos ser
oportuna uma reflexao critica sobre algumas das opgdes metodolégicas que efectuamos. Desde
logo a escolha da angiografia Doppler como método ultrasonografico para a realizagao deste
estudo merece ser comentada. A informacao fornecida pelo exame Doppler de um fluxo sanguineo
ao nivel do aparelho genital pode ser interpretada sob uma perspectiva quantitativa ou qualitativa
(Beires 1999). A aplicacdo da andlise quantitativa ao estudo da perfusao endometrial, através
do indice de pulsatilidade ou de Gosling, ou do indice de resisténcia de Pourcelot, ou ainda da
medida directa do pico de velocidade maxima apresenta claras limitagdes (Friedler e col. 1996;
Tekay e col. 1996; Beires 1999; Yuval e col. 1999; Chien e col. 2002): por um lado a medida
dos indices em questdo é imprecisa quando o fluxo sanguineo ndo € continuo durante o ciclo
cardiaco como acontece na artéria uterina e na circulacdo endometrial e, por outro, a medida
directa do pico da velocidade méaxima, apesar de traduzir de uma forma mais real o fluxo
sanguineo, é mais dificil de ser avaliada uma vez que é dependente do &ngulo de insonorizagdo
e do diametro do vaso em estudo, pardmetros altamente limitativos em leitos vasculares
pequenos e tortuosos (Evans e col. 1989; Beires 1999). Outra explicacio para a ma correlagao
entre a verdadeira perfusdo endometrial e os indices de resisténcia ou de pulsatilidade da
artéria uterina resulta do facto da perfusao total deste vaso néo reflectir a perfusdo endometrial,
uma vez que também irriga a porcédo superior da vagina, o ovario e a trompa de Faldpio ipsilateral
(Schwartz e col. 1997; Yang e col. 1999; Chien e col. 2002). Para além disso, o principal
compartimento uterino é constituido pelo miométrio e nao pelo endométrio, circunstancia
elucidativa para que se compreenda que a maior parte do fluxo sanguineo que passa na artéria
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uterina nunca atinja o endométrio (Schwartz e col. 1997; Yang e col. 1999; Chien e col. 2002).
A anélise qualitativa da informacgéao fornecida pelo exame Doppler é a mais interessante e
resume-se a analise espectral (representacdo das frequéncias Doppler com analise dos perfis
de velocidade de determinado fluxo) ou a avaliagdo da cor na zona estudada (Beires 1999). As
tentativas de aplicacao da analise espectral a estimativa da perfusdo endometrial revelaram-
-se contudo frustrantes (Zaidi e col. 1995, Yuval e col. 1999), pelo que hoje se aceita que a
melhor estimativa para essa perfusao se obtém através da analise dos sinais de cor na area
endometrial (Applebaum 1995; Salle e col. 1998; Yang e col. 1999; Chien e col. 2002). A
eficacia da andlise qualitativa da perfusdo sanguinea endometrial baseada na analise dos sinais
de cor s6 foi possivel apés o advento da técnica de power Doppler, também designada por
angiografia Doppler (Rubin e col. 1994; Kurjak e col. 1997). A angiografia Doppler transforma
a energia total do sinal Doppler em cor (Evans e col. 1989) e resulta da reflexdo das ondas
ultrasénicas a partir dos eritrocitos arteriais, arteriolares, venulares e venosos, representando,
com uma estimativa muito aproximada, a vascularizacao total de um tecido num determinado
momento (Rubin e col. 1994; Amso e col. 2001). A intensidade da cor aumenta em fungao do
incremento da energia, permitindo obter uma representacao bidimensional do vaso a estudar
que se sobrepde a uma imagem em modo B, perdendo-se no entanto informagao sobre a
velocidade e sentido do fluxo (Rubin e col. 1994). As vantagens que apresenta em relacao ao
Doppler a cores sao evidentes, uma vez que € trés a cinco vezes mais sensivel, € independente
do angulo de insonorizagéo e nao € perturbada por fendmenos de "aliasing" (Taylor e col. 1996;
Beires 1999). Por outro lado, 0s artefactos de cor, responséaveis por dificuldades na interpretagao
da imagem de Doppler a cores, sao facilmente distinguiveis do verdadeiro fluxo quando se utiliza
a angiografia Doppler (Amso e col. 2001). A anélise qualitativa da perfusdo sanguinea tecidular
com recurso a esta tecnologia tem-se revelado de grande utilidade quando aplicada ao estudo
de fluxos sanguineos de baixa velocidade, nomeadamente ao nivel da vascularizagao
intramiometrial e endometrial onde a velocidade de fluxo é préxima do zero (Jain e col. 1991;
Beires 1999), permitindo a realizacao de estudos clinicos com uma baixa variabilidade intra e
inter-observador (Evans e col. 1989; Yang e col. 1999; Schild e col. 2000; Amso col. 2001;
Basir e col. 2002; Chien e col. 2002). Basir e col. (2002) observaram um coeficiente de variacao
intra e inter-observador de 6%, ao passo que nos estudos de Chien e col. (2002) a variabilidade
intra-observador foi de 7.8%. Segundo Amso e col. (2001), a questao da variabilidade intra e
inter-observador dos estudos com power Doppler esta intimamente associada a variabilidade
das imagens ultrasonograficas. Recomendam, por isso, que a duracdo do exame permita
assegurar uma analise durante varios ciclos cardiacos, facto que por si s6 melhora a sua
reprodutibilidade. Outro factor que parece contribuir decisivamente para a baixa variabilidade
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intra-observador dos estudos qualitativos com power Doppler quando aplicados ao endométrio
é a possibilidade de facilmente se padronizar o plano e a area a estudar (Amso e col. 2001).
Estas caracteristicas da angiografia Doppler e as suas vantagens relativamente aos outros
métodos de analise ultrasonografica para perfusao endometrial justificam, em nosso entender,
a escolha que efectuamos.

Outra opcao metodolégica deste estudo que nos parece dever ser comentada relaciona-
-se com os critérios de selecgdo das participantes. No que diz respeito a selec¢do dos casos,
o principal obstaculo com que nos deparamos relacionou-se com a definicdo da endometriose
que reconhecidamente levanta questoes de dificil resolucao quando se planeia um estudo caso-
-controlo (Zondervan e col. 2002; Missmer e Cramer 2003). A endometriose quando definida
pela presenca de tecido endometrial funcionante (gldndulas e estroma) implantado fora da
cavidade corporal uterina permite que nela se incluam mutheres com um largo espectro de
sintomas e achados anatomo-patologicos (Missmer e Cramer 2003). Esta excessiva flexibilidade
da definicao chega ao ponto de admitir como casos mulheres totalmente assintomaticas aquando
da realizacdo de uma cirurgia pélvica por motivos nao relacionados com a doenga (Missmer e
Cramer 2003). No entanto, uma entidade clinica, quando analisada numa perspectiva de satde
pliblica, s6 adquire relevo se provoca sintomas ou resulta em morbilidade com impacto negativo
na qualidade de vida dos individuos na qual é diagnosticada (Zondervan e col. 2002). Este foi
o motivo que levou alguns dos mais consagrados especialistas na drea da endometriose a
sugerir por consenso gue o diagndstico da doencga deva ser definido, ndo apenas pela presenca
de endométrio ectopico, mas também pela evidéncia de que as lesdes s&o activas (Audebert
e col. 1992), podendo essa actividade ser definida pela presencga de lesdes infiltrativas (> 5
mm de profundidade de invaso), de endometriomas ou de aderéncias pélvicas nao atribuiveis
a outras causas (Missmer e Cramer 2003). Para minimizar o risco de inclusao incorrecta de
casos considera-se igualmente que s6 devem ser seleccionados aqueles com diagnostico de
endometriose confirmado por laparoscopia, técnica que € desde ha longo tempo reconhecida
como a de elei¢cdo para aquela finalidade (Duleba 1997; Pardanani e Barbieri 1998). No nosso
estudo os casos foram seleccionados com base na deteccédo ultrasonografica de pelo menos
um endometrioma, diagnéstico posteriormente confirmado por laparoscopia e exame histologico
dos produtos de bidpsia das lesbes encontradas.

Alguns desvios na interpretacdo dos nossos resultados poderiam ter resultado da
reconhecida associacdo entre a endometriose e a infertilidade (Xavier e col. 2002; Navarro e
col. 2003). Uma maior perfusdo sanguinea do endométrio associa-se a uma maior receptividade
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e, desse modo, a uma maior probabilidade da ocorréncia de gravidez (Friedler e col. 1996; Yang
e col. 1999; Contart e col. 2000; Schild e col. 2000; Kupesic e col. 2001; Chien e col. 2002;
Xavier e col. 2004b). Uma vez que a prevaléncia de infertilidade nas mulheres com endometriose
é superior a da populacdo geral (Navarro e col. 2003), tendo essa prevaléncia atingido os 46,7%
no nosso grupo de doentes, decidimos incluir no grupo de controlo uma proporgdo semelhante
de mulheres com infertilidade de causa inexplicada de modo a controlar o possivel efeito da
infertilidade na perfusdo sanguinea endometrial. Esta metodologia por nds utilizada permitiu
que dentro de cada um dos dois grupos de participantes fosse possivel comparar a perfusdo
endometrial nas subpopulagbes com e sem infertilidade associada. Tanto no grupo de doentes
como no grupo de controlo encontramos resultados similares, independentemente de terem
ou nhao infertilidade. Esta observagao levou-nos a concluir que a possivel influéncia da infertilidade
na vascularizacdo endometrial ndo foi responsavel pelas diferencas encontradas nos indices
de vascularizagao em mulheres com e sem endometriose.

Uma quest&o adicional que merece ser analisada devido ao seu potencial impacto nos
resultados obtidos é a da contribuicdo de cada uma das regides sonograficas estudadas para
0 total de perfusdo endometrial. De acordo com a descri¢do de estudos de correlagdo entre os
achados imagjoldgicos e os histologicos, a regido sonografica subendometrial, também designada
por halo subendometrial ou zona juncional do miométrio, € representada pela camada mais
interna do miométrio (Scoutt e col. 1991; Tetlow e col. 1999). Quando comparada com as
camadas mais externas verificou tratar-se de um compartimento distinto, composto por um
conjunto de células musculares com maior justaposi¢éo e de vascularizacdo mais intensa
(Scoutt e col. 1991; Tetlow e col. 1999). Numa perspectiva puramente anatémica conclui-se
entao que a regido subendometrial é parte integrante do miométrio e ndo do endométrio. No
entanto, considerando que o fluxo sanguineo para o endométrio passa obrigatoriamente por
esta regiao, a andlise da perfusao subendometrial deve naturalmente ser incluida em estudos
onde o objectivo seja determinar a vascularizagdo endometrial (Chien e col. 2002). Em
conformidade com estas consideragdes estao os dados da literatura que mostram uma maior
exactidao na andlise da perfusdo sanguinea para o endométrio quando se combinam os
pardmetros fluxométricos das duas regibes em comparagéo com a sua avaliacdo individual
(Friedler e col. 1996; Yang e col. 1999; Contart e col. 2000). Estes dados levaram Chien e col.
(2002) a sugerir que a estimativa da perfusdo endometrial deva ser efectuada considerando
essas duas regides como um todo, sugestao que utilizamos no nosso estudo através da utilizacdo
de um indice de vascularizagdo que integrou dados de ambas. Todavia, mesmo apés estas
reflexoes, julgamos manter-se a necessidade de dissecar a contribuicdo de cada uma dessas
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regides para o total da perfusdo endometrial. Esta nossa prudéncia resulta do facto de ter sido
demonstrado que a regjido subendometrial apresenta uma espessura aumentada nas doentes
com endometriose devido & frequente presenca em simultdneo de lesdes de adenomiose
subendometrial (Kunz e col. 2000; Piver e col. 2004). A presenca destas lesbes pode conferir
a regido subendometrial um acréscimo de sinais de cor uma vez que apresentam actividade
angiogénica objectivamente demonstravel (Schindl e col. 2001), desvirtuando desse modo a
interpretacdo do indice de vascularizagdo nas doentes com endometriose. No entanto, foi
igualmente demonstrado que o endométrio das doentes com adenomiose nao apresenta uma
maior actividade angiogénica do que o de mulheres sem doenga (Schindl e col. 2001). Para
estabelecermos um controlo sobre esse possivel factor de enviesamento dos nossos resultados,
decidimos estudar, nos dois grupos de participantes, a propor¢ao de mulheres com sinais de
cor em cada uma das duas regides sonograficas. Desta anélise resultou a observagao de uma
proporcao significativamente maior de mulheres com endometriose que evidenciaram sinais
de cor durante a fase secretora tardia do ciclo na regido intraendometrial e um valor préximo
da significancia na regido subendometrial. Estes resultados demonstram que o achado de
indices de vascularizagdo mais elevados nas mulheres com endometriose em fase secretora
tardia do ciclo ndo pode ser atribuido a presenga simultanea de adenomiose subendometrial
uma vez que, conforme ja referido, esta ndo interfere com a actividade angiogénica da regiao
intraendometrial. Podemos contudo admitir que possa ter tido alguma influéncia no resultado
se considerarmos isoladamente a perfusdo subendometrial.

As alteracdes da vascularizagdo do endométrio ao longo de um ciclo natural em mulheres
saudaveis tém sido extensamente estudadas com base na analise sonogréfica das ondas de
fluxo tanto na artéria uterina como nas artérias espiraladas (Goswamy e Steptoe 1988; Steer
e col. 1995; Bourne e col. 1996; Kurjak e col. 1997). Essa analise mostrou uma diminuicdo da
resisténcia ao fluxo, inversamente relacionado com a perfusao tecidular, da fase proliferativa
para a secretora, atingindo os seus valores mais baixos durante a "janela de implanta¢ao" em
plena fase secretora (Goswamy e Steptoe 1988; Kurjak e col. 1991; Steer e col. 1995; Bourne
e col. 1996). Em concordancia com estas observagoes também encontrdmos um aumento da
perfusdo endometrial da fase proliferativa para a secretora nas mulheres saudaveis. No que
diz respeito as mulheres com endometriose, ndo encontramos dados na literatura relativos a
avaliacao Doppler, quantitativa ou qualitativa, da perfusdo endometrial ao longo do ciclo. No
entanto Healy e col (1998) e Donnez e col. (1998) foram os primeiros autores a demonstrar,
por métodos imuno-histoquimicos, gue o endométrio eutdpico das doentes com endometriose
apresenta uma maior actividade angiogénica e, dessa forma, uma disfungéo potencialmente
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contributiva para a etiopatogénese da endometriose. Donnez e col. (1998) foram particularmente
decisivos na sustentagao dessa hipétese ao observar uma maior expressao imuno-histoquimica
do potente factor angiogénico "vascular endothelial growth factor" (VEGF) no epitélio glandular
eutépico de mulheres com endometriose em fase secretora tardia do ciclo menstrual, ao contrario
do que acontece nas mulheres saudaveis em que a expressao do seu receptor VEGFR-2, principal
mediador da acg¢ao angiogénica, € maxima nas fases proliferativa tardia e secretora inicial
(Meduri e col. 2000; Malamitsi-Puchner e col. 2004). Por outro lado, uma correlacao positiva
entre a perfusao sanguinea endometrial e a expressao do VEGF foi ja estabelecida (Ferrara e
Davis-Smyth 1997; Agrawal e col. 1999; Jinno e col. 2001). O VEGF é um factor angiogénico
gue actua directamente nas células endoteliais para induzir a sua proliferacdo e a angiogénese
(Folkman e Klagsbrun 1987; Folkman e Shing 1992; Gordon e col. 1995). Para além desse
efeito, este factor € também capaz de induzir uma acc¢ao vasodilatadora mediada pela libertacao
de prostaciclina e oxido nitrico pelas células endoteliais (Smith 1998). Sendo assim, a
demonstrag¢ao por Donnez e col. (1998) de um aumento da expressao endometrial do VEGF na
fase secretora tardia do ciclo menstrual em mulheres com endometriose, sugere que, nestas
doentes, um aumento do fluxo sanguineo endometrial (por vasodilatagdo e/ou por
neovascularizagao), possa ocorrer imediatamente antes da menstruacao. Esta hipétese foi
confirmada no nosso estudo pela observacdo de um aumento dos sinais de cor em doentes na
fase secretora tardia do ciclo.

Uma outra possivel explica¢do para o aumento da perfusdo endometrial em doentes
com endometriose seria a da ocorréncia de uma vasodilatagao da sua microvasculatura resultante
da resisténcia do endométrio a acgao da progesterona, uma particularidade atribuida a doentes
com endometriose. Tendo em conta a existéncia de uma correlagao positiva entre o estradiol
e a vasodilatacdo endometrial (Rogers 1996), correlagdo essa contrariada por accdo da
progesterona, a resisténcia endometrial a progesterona resultaria numa ac¢ao sem 0posicao
do estradiol sobre os vasos sanguineos, aumentando dessa forma a perfusdo endometrial. No
entanto, os varios estudos efectuados para explicar as bases moleculares da resisténcia a
progesterona nas doentes com endometriose mostraram que esta € uma caracteristica do
endométrio ectépico mas nao do eutdpico, este Gltimo objecto de andlise na nossa investigacao
(Prentice e col. 1992; Bergqvist e Ferno 1993; Attia e col. 2000). Parece-nos, pois, pouco
provavel que a hipbtese da resisténcia a progesterona tenha sido a responsavel pelos resultados
por nds encontrados. Pelo contrario, o aumento da perfusao endometrial nas doentes em fase
secretora tardia sugere uma maior actividade angiogénica e consequentemente um aumento
da neovascularizagao e da vasodilatacgao.
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De acordo com a teoria da menstruacdo retrégrada o endométrio eutépico apos
regurgitacdo para a cavidade pélvica e adesdo ac mesotélio peritoneal necessita de estabelecer
uma vascularizacao rica para sobreviver e resultar no desenvolvimento da endometriose (Healy
e col. 1998; Donnez e col. 1998; Witz 1999; McLaren 2000; Fasciani e col. 2000). A observacao
de uma excessiva actividade angiogénica no endométrio eutépico pré-menstrual nas doentes
com endometriose sustenta a hipotese do seu maior potencial para a implantacao e proliferacao
fora da cavidade uterina (Donnez e col. 1998). No nosso estudo, as mulheres com endometriose
para além do aumento da vascularizagdo endometrial da fase proliferativa para a secretora
apresentaram um maior indice de vascularizagdo endometrial, sobretudo a custa da regiao
intraendometrial, na fase secretora tardia do ciclo, ou seja, imediatamente antes da menstruagao.
Estes resultados para além de originais apoiam a hipétese do envolvimento da disfung¢édo
angiogénica endometrial na etiopatogénese da endometriose.

Em conclusao, a angiografia Doppler aplicada ao estudo da vascularizagdo endometrial
€ capaz de detectar fendémenos de neovasculariza¢ao ou vasodilatagdo excessiva, permitindo
evoluir de uma simples avaliacdo morfologica para uma avaliagdo simultaneamente morfoldgica
e funcional, ou seja, morfofuncional (Xavier e col. 2004c). Esta tecnologia podera ser utilizada
na detecgdo de disfungdo endometrial angiogénica, factor contributivo para o desenvolvimento
da endometriose.
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4.1. Introducao e definicao de objectivos

A dificuldade na compreensao da fisiopatologia da endometriose resulta na aplicacédo
de estratégias de diagnodstico e tratamentos de eficacia questionavel. Torna-se por isso
fundamental aprofundar o conhecimento sobre os diferentes mecanismos etiopatogénicos que
tém sido implicados no desenvolvimento da doenca. A hipdtese do envolvimento inflamatério
e disfuncional angiogénico tem sido defendida com consisténcia, podendo mesmo explicar o
porqué de s6 algumas mulheres com menstruacao retrograda virem a desenvolver a doenca
(Viniater e col. 1996; Donnez e col. 1998; Healy e col. 1998). Por outro lado, a interac¢ao entre
as células endometriais regurgitadas e o mesotélio peritoneal, constitui, segundo alguns autores,
o fenémeno chave para a ocorréncia de implantacgao e invasao celular (Spuijbroek e col. 1992;
van der Linden e col. 1996; Gaetje e col. 1997; Witz e col. 1999).

A importéncia da angiogénese, definida em termos genéricos como a formacao de
novos capilares a partir da vasculatura pré-existente, € desde ha muito reconhecida na fisiologia
dos tecidos humanos (Reynolds e Bicknell 1995). No entanto, a sua disfuncao tem igualmente
sido associada a varios processos patologicos, dos quais a sustentagdo do crescimento de
processos tumorais € claramente o paradigma (Augustin e col. 1995; Redmer e Reynolds 1996).
E actualmente reconhecido que a densidade da vascularizagao intratumoral representa um
indicador para a emergéncia e crescimento de lesdes malignas e, no caso de tumores sélidos,
constitui mesmo um factor de prognostico independente (Augustin e col. 1995).

A endometriose pode considerar-se um modelo fisiopatolégico onde a angiogénese
desempenha um papel importante, uma vez que o crescimento e proliferacdo das células
endometriais, ap6s a sua implantagao inicial no mesotélio, depende da formacdo de uma rede
vascular sublesional capaz de manter o imprescindivel aporte sanguineo (Donnez e col. 1998;
Healy e col. 1998; Witz 1999; McLaren 2000; Fasciani e col. 2000). O reconhecimento de que
o crescimento tecidular acima de um volume de 2 to 3 mm3 ou de gue uma proliferacao celular
superiora 1 x 106 células requer a formagao de novos vasos sanguineos, sustenta mesmo a
hipétese da endometriose ser uma doenca angiogénese-dependente (Foikman 1995; Witz
1999).

Entre os numerosos factores que tém vindo a ser associados a modulacdo da angiogénese
destaca-se o VEGF por ser o mais potente e o que melhor tem sido estudado (Phillips e col.
1990; Shweiki e col. 1993; Redmer e Reynolds 1996; Yamamoto e col. 1997; Yan e col. 1998;
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Reynolds e Redmer 1998; Ferrara e col. 1998; Kumar-Singh e col. 1999; Orre e Rogers 1999;
McLaren 2000; Xavier 2000). Factor de crescimento com potente acgdo mitogénica, morfogénica
e quimioatractiva sobre as células endoteliais é ainda promotor da permeabilidade vascular
(Dvorak e col. 1995; Ferrara e Davis-Smyth 1997). Os seus elevados niveis no tecido endometrial
ectdpico e no liguido peritoneal em mulheres com endometriose sugere um papel importante
na fisiopatologia da doenga (Oosterlynck e col. 1993; McLaren e col. 1996; Shifren e col. 1996;
Kupker e col. 1998; Donnez e col. 1998; Mahnke e col. 2000; Fasciani e col. 2000; Harada e
col. 20041; Wu e Ho 2003). J4 no que diz respeito aos niveis séricos deste factor em doentes
com endometriose os resultados publicados sao contraditérios (Pellicer e col. 1998; Fasciani
e col. 2001; Matalliotakis e col. 2003; Gagné e col. 2003).

Outros mediadores evidenciam igualmente uma importante actividade angiogénica,
sendo de destacar o TNF-q, a IL8, do FGF-1 e -2 e 0 TGF (Mori e col. 1991; Redmer e Reynolds
1996; Ryuto e col. 1996; Reynolds e Redmer 1998; Kumar-Singh e col. 1999; Fasciani e col.
2000; Xavier 2000; Calhaz-Jorge e col. 2003). Dentro deste grupo o TNF-a merece uma atengao
especial. Sendo um produto de secrecao dos macréfagos activados e um potente indutor do
crescimento de novos vasos sanguinecs (Mori e col. 1991; Ryuto e col. 1996), foi observado
um aumento dos seus niveis no soro e no liquido peritoneal em doentes com endometriose,
facto que sugere fortemente a sua participagao na fisiopatologia da doenc¢a (Matalliotakis e
col. 1997; Bedaiwy e col. 2002; Vignali e col. 2002; Darai e col. 2003; Steff e col. 2004). Para
além da actividade angiogénica, apresenta importantes propriedades inflamatorias, tendo sido
também implicado no processo de adesao das células endometriais ao colagénio, na promogao
da sua proliferacao, ac¢ao aparentemente mediada pela IL8, e no aumento da expressao das
metaloproteases da matriz, facilitando desse modo o processo de invasao celular (Leibovich e
col. 1987; Mori e col. 1991; Iwabe e col. 2000; Gazvani e Templeton 2002). Sendo assim, num
modelo de estudo da fisiopatologia da endometriose esta citocina revela-se uma opgao de
investigacao interessante uma vez que parece actuar em diferentes niveis de desenvolvimento
das lesoes.

Para além de uma disfungao angiogénica existe uma evidéncia crescente de que as
doentes com endometriose poderdo apresentar anomalias locais e sistémicas na resposta
imunolbdgica (Viniater e col. 1996), as quais serdao mesmo fundamentais para justificar porque
€ que sO determinadas mulheres desenvolvem a doencga (Braun € Dmowski 1998; Seli e col.
2003). Em conformidade com esta possibilidade esta a observagdo do aumento do nimero de
macréfagos activados no liquido peritoneal de mulheres com endometriose, sem que isso resulte
numa maior eficacia na eliminacdo dos fragmentos de endométrio ectdpico (Halme e col. 1983;
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Olive e col. 1985; Dunselman e col 1988; Surrey e Halme 1990; Lebovic e col. 2001; Harada
e col. 2001). Pelo contrério, verificou-se um crescimento das células endometriais em meio de
cultura ap6s a adigédo de liquido peritoneal obtido de doentes com endometriose (Surrey e
Halme 1990), efeito provavelmente resuitante da concentracdo aumentada de factores de
crescimento e de citocinas, aliado a uma disfunc¢éo intrinseca do préprio macréfago na sua
actividade fagocitica (Harada e col. 2001).

A proteina C-reactiva & uma proteina de fase aguda produzida pelos hepatécitos que
apresenta niveis séricos aumentados na generalidade dos processos inflamatérios (Matarese
e col. 2000). Por este motivo & frequentemente utilizada na préatica clinica como marcador sérico
de uma inflamacao activa (Matarese e col. 2000). Atendendo ao facto de que a endometriose
€ caracterizada por um processo inflamatério pélvico que esta na base das duas principais
consequéncias da doenca, a dor e a infertilidade (Seli e col. 2003), seria de esperar que as
mulheres afectadas apresentassem valores séricos aumentados da proteina C-reactiva. No
entanto, os dois Unicos estudos onde esta hipdtese foi investigada nao foram capazes de a
confirmar (Abrao e col. 1997; Matarese e col. 2000).

Se tivermos em considerac¢ao o facto da sintese do VEGF ser estimulada por factores
de crescimento e citocinas (Shifren e col. 1996), sobretudo nas situagtes de hipéxia (Ladoux
e Frelin 1993), condicdes existentes nos processos inflamatérios, poder-se-a esperar uma
correlacao positiva entre a proteina C-reactiva e este factor de crescimento. O mesmo pressuposto
se aplica ao TNF-a dadas as suas propriedades pré-inflamatérias (Mori e col. 1991). No entanto,
nao ha dados na literatura que possam sustentar esta hipdtese, nomeadamente em doentes
com endometriose.

Um outro grupo de moléculas que podera desempenhar um importante papel na
fisiopatologia da endometriose € o das moléculas de adesao. A interaccao entre o endométrio
regurgitado e o mesotélio peritoneal representa um fenémeno essencial para a ocorréncia da
implantacao (Spuijbroek e col. 1992; Martelli e col. 1993; Jeziorska e col. 1996; Osteen e col.
1996; van der Linden e col. 1996; Bruner e col. 1997; Kokorine e col. 1997; Witz e col. 1999),
sendo igualmente relevante o papel das moléculas de adesao na modulagdo da capacidade
invasora evidenciada em certas les6es (Gaetje e col. 1997; Darai e col. 1998; Scotti e col.
2000; Poncelet e col. 2002).

Dentro do referido grupo a caderina-E tem merecido particular atencao na investigagcao
sobre endometriose. Pertencente a familia das caderinas, & uma proteina transmembrana cuja
expressao se limita aos tecidos epiteliais (Shimoyama e col. 1989; Takeichi 1991), e & qual foi
atribuido um papel supressor tumoral no mecanismo da carcinogénese (Behrens 1995), estando
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a sua expressdo diminuida na membrana citoplasmatica de diferentes células cancerigenas
(Takeichi 1993).

0 papel da caderina-E na fisiopatologia da endometriose nao esta clarificado uma vez
gue existem resultados contraditérios quanto a sua expressao no tecido endometrial eutopico
e ectapico (Gaetje e col. 1997; Beliard e col. 1997; Ota e Tanaka 1997). Também por esclarecer
esta o significado dos niveis séricos da sua forma sollvel nas doentes com endometriose.
Considerada um produto de degradacdo da molécula intacta, esta forma sollivel com 80kDa
de peso molecular reflecte o ritmo de regeneragao tecidular (Wheelock e col. 1987). Por esse
motivo é encontrada na circulagdo de individuos saudaveis, embora os seus niveis parecam
estar particularmente elevados no caso de neoplasias malignas, podendo mesmo ser utilizada
como marcador de invasao (Katayama e col. 1994, Griffiths e col. 1996; Gofuku e col. 1998;
Cioffi e col. 1999; Juhasz e col. 2003; Kuefer e col. 2003). Nao existem, no entanto, dados
consistentes na literatura quanto aos valores séricos da caderina-E nas doentes com endometriose.
Os resultados dos dois Gnicos estudos publicados que abordam esta questao sao diametralmente
opostos (Jedryka e col. 2001, Fu e Lang 2002).

Através de determinagdes seriadas propusemo-nos comparar os niveis séricos do VEGF,
do TNF-a, da proteina C-reactiva e da caderina-E ao longo do ciclo menstrual, em mulheres com
e sem endometriose. Também foi nosso proposito estudar possiveis associacoes entre os
marcadores séricos com propriedades angiogénicas e inflamatérias (VEGF, TNF-a e proteina C-
-reactiva). Tivemos igualmente por objectivo estudar nestes dois grupos de mulheres, 0s niveis
plasmaticos dos determinantes antigénicos associados a tumores OC 125 (CA 125) e 1116-NS-
-19-9 (CA 19-9), na fase proliferativa inicial do ciclo menstrual. Apesar de extensamente estudados,
o interesse da utilizagdo destes marcadores no diagnéstico da doenga mantém-se questionavel
(Koninckx e col. 1992; O'Shaughnessy e col. 1993; Hornstein e col. 1995; Guetrriero e col.
1996; Mattliotakis e col. 1998; Mol e col. 1998; Abrao e col. 1999; Harada e col. 2002;
Somigliana e col. 2004).
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4.2. Populacao e Métodos

4.2.1. Seleccao da populacao estudada

Foram recrutadas para o estudo um total de 38 muiheres, 25 das quais com suspeita
de endometriose e 13 aparentemente saudaveis. Todas elas frequentavam a consulta de
Ginecologia do Departamento de Ginecologia e Obstetricia do Hospital de S3o Jodo e apresentavam
jdades compreendidas entre os 20 e 0os 36 anos. Apds o recrutamento inicial foram repartidas
por dois grupos: grupo com endometriose e grupo de controlo.

Os critérios de selec¢ao utilizados foram semelhantes aos descritos anteriormente (ver
capitulo 3, paginas 90 a 92): consideraram-se com endometriose as doentes com pelo menos
um endometrioma com didmetro maximo superior a 3 cm identificado por ultrasonografia
transvaginal e auséncia de qualquer outra condicdo médica ou ginecolégica associada. Em
todos os casos foi possivel confirmar o diagndstico definitivo de endometriose com base na
realizagao de uma laparoscopia e do exame histolégico do produto de biépsia da lesdo. A
coexisténcia dos endometriomas com lesées peritoneais superficiais foi identificada na totalidade
das doentes. A exclusao de lesoes profundas infiltrativas associadas foi garantida pelo exame
clinico e laparoscépico. A (ltima classificacdo proposta pela "American Society for Reproductive
Medicine" (ASRM) (American Society for Reproductive Medicine 1997) foi a utilizada para
estadiar a endometriose, tendo-se verificado que todas as doentes se encontravam em fase
avancada da doenga (estadio -V da ASRM).

O grupo de controlo foi constituido por mulheres candidatas a realizagdo de uma
laparoscopia para esterilizagao cir(rgica ou como parte do protocolo de estudo de uma infertilidade
conjugal de causa inexplicada. Em todos estes casos o diagnéstico de endometriose foi excluido
aquando da realizagao do exame clinico e laparoscopico.

Para além dos critérios de selecgao inicial, foram adoptadas as seguintes condigbes
a aplicar a todas as mulheres participantes: {1] auséncia de exposicao a qualquer tratamento
hormonal nos trés meses que antecederam o inicio do estudo; [2] regularidade dos ciclos
menstruais, definida pela presenga de interlinios com duracdo entre 28 a 30 dias e de
cataménios com duracgado entre dois e cinco dias; [3] confirmacdo da ovulacdo e de uma fase
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luteinica adequada no ciclo durante o qual se realizou o estudo, pela observagdo de uma valor
de progesterona sérica superior a 8.00 ng/mL entre 0 21° e 0 23° dia (Hull e col. 1982; Silva-
-Carvalho 1995).

Tal como referido no capitulo anterior todas as participantes no estudo foram devidamente
esclarecidas e deram o seu consentimento por escrito, em conformidade com as recomendacgdes
da Comissdo de Etica do Hospital de Sdo Jodo, & qual o projecto foi submetido.

4.2.2. Desenho do estudo

De cada participante foram colhidas quatro amostras de sangue venoso ao longo de
um ciclo menstrual num total de 152 amostras. Todas as colheitas foram realizadas no periodo
da manha, entre as 8.30 e as 10.00 horas, sem jejum prévio e a intervalos de sete dias, tendo
a primeira sido sempre realizada entre o terceiro e o quinto dia do ciclo de forma a garantir uma
amostragem regular e sistematizada em cada fase do ciclo de acordo com o seguinte critério:

Fase proliferativa inicial: dia 1 ao dia 7 do ciclo.
Fase proliferativa tardia: dia 8 ao dia 14 do ciclo.
Fase secretora inicial: dia 15 ao dia 21 do ciclo
Fase secretora tardia: dia 22 ao dia 28-30 do ciclo.

Com a adopcao deste desenho pode desde ja referir-se que o dia médio de colheita da
amostra de sangue em cada fase do ciclo foi similar nos dois grupos (Tabela 4.1.).

O perfil hormonal de cada um dos grupos foi avaliado com base nos doseamentos
séricos do estradiol, da progesterona, da hormona foliculo-estimulante (FSH) e da hormona
luteinizante (LH), em cada uma das quatro fase do ciclo menstrual. Para além deste estudo do
perfil hormonal ao longo do ciclo, foi realizada uma cotheita adicional de sangue venoso de
cada uma das participantes entre 0 21° e 0 23° dia do ciclo, esta exclusivamente para
determinacao do nivel sérico de progesterona.

0 sangue foi colhido para tubos estéreis sem anticoagulante ou contendo acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) como anticoagulante. Apds venipunctura as amostras obtidas
foram conservadas a 4° C até serem convenientemente tratadas num periodo maximo de 2
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horas ap6s a colheita:

A partir de tubos sem anticoagulante obteve-se soro, o qual foi dividido em aliquotas
e armazenado a -70° C até serem efectuados os doseamentos do estradiol, da
progesterona, da FSH, da LH, do VEGF, do TNF-«, da proteina C-reactiva e da forma
solavel da caderina-E nas 152 amostras.

- Os tubos contendo EDTA foram usados para obtencao de plasma. O plasma foi dividido
em aliquotas e armazenado a -70° C até serem efectuados os doseamentos do CA
125 e do CA 19-9 nas amostras correspondentes.

4.2.3. Doseamentos sistémicos

Todas as anélises e calibragdes foram realizadas em duplicado no Departamento de
Bioquimica da Faculdade de Farmacia da Universidade do Porto pelo mesmo executante (L.B.),
excepcao feita para as determinacoes de progesterona sérica entre o 21° e 0 23° dia do ciclo
que foram realizadas no Laboratério Nobre da Faculdade de Medicina do Porto. Neste dltimo
caso as determinagoes foram realizadas com base num ensaio radioimunoenzimatico (RIA)
utilizando para tal o "kit" Coat-A-Count Progesterone comercializado pelo fabricante DPC Inc.
(Los Angeles, USA) e seguindo as instrucoes do fabricante.

As determinacdes séricas do VEGF, do TNF-a e da caderina-E foram realizadas com
base num ensaio imunoenzimatico (ELISA) e em "kits" comercializados pelo fabricante R&D
Systems Inc. (Minneapolis, USA): DuoSet ELISA Human VEGF165 Development System, Quantikine
High Sensitivity Human TNF-a Immunoassay e Quantikine Human sE-Cadherin Immunoassay.
Em todos os casos foram seguidas as recomendagdes do fabricante.

A quantifica¢ao dos niveis de proteina C-reactiva foi realizada no soro usando um ensaio
imunoenzimatico (ELISA) de alta sensibilidade, tal como descrito anteriormente (Packard e col.
2000). A placa de ELISA foi revestida com um anticorpo policlonal dirigido contra a proteina C-
-reactiva humana (Rabbit anti-human CRP, Dako) e incubada (100 ul/pogo) com este anticorpo,
diluido a uma concentracao proteica de 10 ug/ml em tampao de revestimento (tampao fosfato
0,01 M, NaCl 0,145 M; pH 7,2), por um periodo de pelo menos 24 horas a 4° C. A placa foi
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lavada com um tampéo [tampao fosfato 0,01 M, NaCl 0,5 M, Tween 20 0,1% (w/v); pH 7,2] por
trés vezes, com um intervalo de 3 min entre cada lavagem. Foram aplicados em duplicado 100
wl de amostra (diluida 1:100 em tampao de lavagem) e 100 pl de padrdes (Human Serum CRP
Calibrator, Dako) nas seguintes concentragdes: 0,1070, 0,0535, 0,0214, 0,0107, 0,0054 e
0,0011 mg/| (diluicdes feitas em tampéao de lavagem) e seguiu-se uma incubacéo por 24 horas
a 4° C. A placa foi lavada por trés vezes e incubada com 100 pl do segundo anticorpo diluido
a 1:3.000 em tampao de lavagem (Peroxidase-conjugated rabbit anti-human CRP, Dako). Apds
uma incubacdo de 60 min a temperatura ambiente, a lavagem foi repetida tal como anteriormente.

A revelacao foi efectuada por reacgao com solucao de o-fenilenediamina (OPD tablets,
2 mg, for ELISA, Dako) na presenca de HoO9 (100 wl/por pogo). A reaccao enzimética desenvolveu-
-se por um periodo de 15 min ao abrigo da luz e foi parada pela adi¢cdo de HpSO4 0.5 M
(100pu1/poco).

A cor desenvolvida foi quantificada espectrofotometricamente num leitor de placas
(MRX, Dynatech) a 490 nm com correcgao a 620 nm. Foi elaborado um gréfico de absorvéncia
(no eixo das ordenadas) em funcao das concentra¢des de padrao da proteina C-reactiva, usando
uma escala Log/Log. Os resultados foram calculados através do uso de uma equacéo do tipo
y= ax3 + bx2 + cx + d e tendo em consideragao a diluicao da amostra.

A quantificacao sérica do estradiol, da progesterona, da FSH, da LH, bem como a
quantificacdo no plasma do CA 125 e do CA 19-9, foi realizada através de testes quantitativos
automatizados (Vitek Systems Mini VIDAS, Biomérieux, Durham, USA) usando "kits" comerciais
(VIDAS FSH, VIDAS LH, VIDAS Progesterone, VIDAS Estradiol Il, VIDAS CA 125 |l e VIDAS CA 19-
-9, respectivamente). O principio dos doseamentos associa 0 método imunoenzimatico (sandwich
ou por competi¢do) a uma detecgao final em fluorescéncia (ELFA).

4.2.4. Analise estatistica

As concentracoes séricas de cada parametro foram comparadas entre 0s casos e 0s
controlos utilizando para tal o teste de Kruskal-Wallis, ao passo que a comparacao destes
pardmetros em diferentes fases do ciclo menstrual foi analisada com base no teste de Wilcoxon
para amostras emparelhadas. Os resultados relativos ao dia do ciclo em que se realizou a
colheita de sangue, a idade e ao indice de massa corporal das participantes no estudo estao
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expressos em média + desvio padrdo. Os resultados das concentracées séricas e plasmaticas
de cada parametro encontram-se expressos em mediana e intervalo interquartis (percentis 25%
e 75%). Os coeficientes de correlagdo de Pearson foram utilizados (ap6s transformacéo
logaritmica) para quantificar a associagdo entre parametros em estudo em cada fase do ciclo,
tanto no grupo de casos como no grupo de controlo. Considerou-se como estatisticamente
significativo um valor de P < 0.05.

Utilizamos as curvas ROC ("receiver operating characteristic") para avaliar a sensibilidade
€ a especificidade do CA 125 e CA 19-9 na deteccdo de endometriose. A curva ROC ideal
corresponde a um teste que discrimina entre duas populagées na perfei¢do, coincidindo com
0 limite esquerdo e superior do grafico (Figura 4.2). A validade de um teste é quantificavel pela
"area abaixo da curva ROC". Uma curva ROC para um determinado teste que seja representada
por uma linha recta que une o canto inferior esquerdo ao superior direito do gréfico significa
que esse teste ndo tem qualquer capacidade discriminativa. Esta area foi calculada para o CA
125 e CA 19-9 com intervalos de confianca de 95%, e foram definidos como pontos de corte
para estes dois marcadores os valores que permitiam a correcta classificacdo do maior nimero
de participantes.

124



Estudo de marcadores séricos e plasmdticos ao longo do ciclo

4.3. Resultados

Tal como referido anteriormente, com o0 esquema ensaiado o dia médio de obtengdo
da amostra de sangue em cada fase do ciclo foi similar nos dois grupos (Tabela 4.1).

Fase do ciclo Endometriose Controlo

Proliferativa inicial 41118 43120
Proliferativa tardia 11.0+1.9 113123
Secretora inicial 18.2+ 2.0 183+23
Secretora tardia 252126 258129

Tabela 4.1: Dia da colheita de sangue venoso (média + desvio padrao) para estudo dos marcadores séricos
em cada um dos grupos e para cada fase do ciclo.

4.3.1. Estradiol, Progesterona, FSH e LH

Neste estudo foram realizados doseamentos do estradiol, progesterona, FSH e LH para
afericdo do perfil hormonal de cada um dos grupos. Apresentam-se a seguir as medianas das
concentracoes séricas observadas para cada uma dessas hormonas nos dois grupos de
participantes ao longo das quatro fases do ciclo menstrual (Tabelas 4.2 a 4.5).

Os resultados dos doseamentos hormonais realizados no nosso estudo demonstraram
nao existir diferencas com significado estatistico entre os dois grupos para qualquer uma das
hormonas em cada uma das fases do ciclo, ou seja, ambos apresentavam um perfil hormonal
semeihante.
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Estradiol

(pg/mL)
Fase do Ciclo

Proliferativa inicial
Proliferativa tardia
Secretora inicial

Secretora tardia

Endometriose

(n=25)

48.6
(40.1 - 65.8)

1101
(94.6 - 203.8)

1371
(86.9 - 206.3)

115.0
(83.2-211.1)

46.5
(38.7 - 51.6)

130.9
(80.0 - 201.2)

153.3
(86.8 - 170.4)

1155
(77.3 - 134.0)

0.538

0.770

0.939

0.288

Tabela 4.2: Valores séricos do estradiol (pg/mL) [mediana (intervalo interquartis)] ao longo do ciclo
menstrual nos dois grupos em estudo.

Progesterona
(ng/mL)

Fase do Ciclo

Proliferativa inicial

Proliferativa tardia

Secretora inicial

Secretora tardia

Endometriose
(n = 25)

0.8
(0.7 -1.1)

0.9
(0.7 - 1.1)

9.4
(3.0 -13.9)

9.8
(3.8 - 15.8)

Controlo
(n=13)

0.7
(0.5-11)

0.7
(0.5 -11)

5.9
(1.0 - 22.7)

10.2
(1.0 -17.7)

0.261

0.218

0.939

0.747

Tabela 4.3: Valores séricos da progesterona (ng/mL) [mediana (intervalo interquartis)] ao longo do ciclo

menstrual nos dois grupos em estudo.
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FSH Endometriose Controlo
(mUl/mL) (n = 25) (n = 13)
Fase do Ciclo
Proliferativa inicial 5.7 5.9 0.842
(4.9 - 7.5) (4.5 - 6.8)
Proliferativa tardia 5.0 4.3 0.424
(3.8 - 6.8) (3.8-5.7)
Secretora inicial 4.2 4.0 0.747
(3.2 -5.0) (2.9 -5.8)
Secretora tardia 3.7 33 0.406
(2.5 - 4.6) (2.5 -3.8)

Tabela 4.4: Valores séricos da FSH (mUl/mL) [mediana (intervalo interquartis)] ao longo do ciclo menstrual
nos dois grupos em estudo.

L‘IH L Endometriose Controlo
(mUl/mL) (n = 25) (n = 13)
Fase do Ciclo

Proliferativa inicial 3.6 26 0.061
(2.4 - 4.6) (2.0-3.1)

Proliferativa tardia 6.7 5.4 0.540
(4.5 - 8.0) (3.4 - 8.1)

Secretora inicial 5.3 4.1 0.262
(4.1 - 6.5) (3.1-6.0)

Secretora tardia 3.2 1.8 0.079
(2.2 - 5.0) (1.4 - 3.3)

Tabela 4.5: Valores séricos da LH (mUl/mL) [mediana (intervalo interquartis)] ao longo do ciclo menstrual
nos dois grupos em estudo.

Como pode observar-se na tabela 4.6 foi possivel documentar em todas as participantes
a ocorréncia de ovulacao e de uma fase luteinica adequada no ciclo durante o qual se realizou
o estudo, uma vez que todas elas apresentaram um valor de progesterona sérica superior a
8.00 ng/mL entre 0 21° e 0 23° dia.
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Endometriose Controlo

Progesterona Progesterona
{ng/mL) (ng/mtL)
Caso 1 12,58 Controlo 1 12,23
Caso 2 13,12 Controlo 2 24 54
Caso 3 15,45 Controlo 3 19,98
Caso 4 9,12 Controlo 4 26,77
Caso 5 22,30 Controlo 5 21,98
Caso 6 21,65 Controlo 6 11,04
Caso 7 14,98 Controlo 7 13,23
Caso 8 16,30 Controlo 8 9,89
Caso 9 13,90 Controlo 9 25,10
Caso 10 11,13 Controlo 10 23,20
Caso 11 14,68 Controlo 11 12,67
Caso 12 11,32 Controlo 12 9,23
Caso 13 10,02 Controlo 13 11,67
Caso 14 12,50
Caso 15 12,43
Caso 16 23,10
Caso 17 18,56
Caso 18 17,12
Caso 19 17,34
Caso 20 10,99
Caso 21 18,34
Caso 22 13,77
Caso 23 19,23
Caso 24 15,10
Caso 25 16,25

Tabela 4.6: Nivel sérico de progesterona (ng/mL) observada em cada uma das participantes entre o 21°
e 0 23° dia do ciclo.
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4.3.2. VEGF, TNF-a e Proteina C-reactiva

Analisando a mediana da concentracdo sérica do VEGF (pg/mL) nas quatro fases do
ciclo em cada um dos grupos verifica-se que as mulheres com endometriose apresentam valores
significativamente mais elevados na fase secretora inicial e tardia (Tabela 4.7). Uma grande
sobreposicdo de valores foi, no entanto, registada entre as mulheres com e sem endometriose.
Dentro de cada um dos grupos nao se encontraram variagdes com significado estatistico nas
concentragdes séricas do VEGF ao longo das diferentes fases do ciclo (P > 0.1 para cada uma

das comparagoes).

VEGF Endometriose Controlo
(pg/mL) (n = 25) (n=13)
Fase do Ciclo
Proliferativa inicial 227 210 0.070
(162 - 408) (93 - 250)
Proliferativa tardia 219 191 0.056
(171 -430) (100 - 263)
Secretora inicial 238 189 0.034
(160 - 396) (110 - 221)
Secretora tardia 261 199 0.019
(173 -404) (99 - 246)

Tabela 4.7: Valores séricos do VEGF (pg/mL) [mediana (intervalo interquartis)] ao longo do ciclo menstrual
nos dois grupos em estudo.

Na tabela 4.8 pode observar-se que as mulheres com endometriose apresentam valores
da concentragdo sérica do TNF-a (pg/mL) significativamente mais elevados em todas as fases
do ciclo menstrual. Tal como haviamos observado para o VEGF também encontramos uma
grande sobreposicao de valores do TNF-a entre as mulheres com e sem endometriose. Ao longo
do ciclo os valores mantiveram-se bastante estaveis dentro de cada um dos grupos, nao tendo
sido observadas diferencas com significado estatistico entre as quatro fases (P > 0.1 para cada
uma das comparagoes).
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TNF -« Endometriose Controlo
(pg/mL) (n = 25) (n=13)
Fase do Ciclo

Proliferativa inicial 2.02 1.34 0.035
(1.48 - 3.67) (1.20-1.79)

Proliferativa tardia 1.92 1.17 0.044
(1.49 - 3.07) (1.03-1.99)

Secretora inicial 1.89 1.31 0.035
(1.41-2.98) (0.97 - 1.89)

Secretora tardia 2.23 1.28 0.024
(1.29 - 3.64) (0.83-2.14)

Tabela 4.8: Valores séricos do TNF-o. (ng/mL) [mediana (intervalo interquartis)] ao longo do ciclo menstrual
nos dois grupos em estudo.

No que diz respeito as medianas das concentracdes séricas da proteina C-reactiva
{mg/L) nao foram detectadas diferengas com significado estatistico entre os dois grupos e para
cada uma das fases do ciclo (Tabela 4.9).

PCR

Endometriose Controlo
(mg/L) (n = 25) (n=13)
Fase do Ciclo
Proliferativa inicial 2.29 0.68 0.077
(0.70-3.54) (0.19 - 2.22)
Proliferativa tardia 1.10 0.59 0.415
(0.30-2.06) (0.21-1.28)
Secretora inicial 1.09 0.90 0.794
(0.39-2.62) (0.42-2.31)
Secretora tardia 0.60 0.87 0.770
(0.28-3.19) (0.22-1.52)

Tabela 4.9: Valores séricos da proteina C-reactiva (mg/L) [mediana (intervalo interquartis)] ao longo do
ciclo menstrual nos dois grupos em estudo. PCR= proteina C-reactiva.
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Também para este marcador notamos uma grande sobreposicao de valores entre
mutheres com e sem endometriose. A estabilidade de valores ao longo do ciclo dentro de cada
um dos grupos foi uma vez mais evidente, uma vez que ndo foram encontradas diferengas com
significado estatistico quando as quatro fases foram comparadas entre si (P > 0.1 para cada
uma das comparagoes).

A andlise das associagdes entre estes trés marcadores séricos (VEGF, TNF-a e proteina
C-reactiva) permitiu detectar uma correlagao positiva entre a proteina C-reactiva, o VEGF e a
endometriose em todas as fases do ciclo excepto na secretora inicial (Tabela 4.10 e Figura 4.1).
Uma vez que este achado nao foi observado no grupo de mulheres sem endometriose podera
conferir-lhe alguma especificidade como marcador.

In VEGF / In TNF-o/ In VEGF /

Fase do Ciclo In PCR In PCR In TNF- o

Proliferativa inicial
Endometriose (n=25) r =0.56; P =0.004 r=0.27; P =0.18 r=0.07; P =0.76
Controlos (n=13) r=0.12; P =0.70 r=0.47; P =0.11 r=0.21; P =0.49

Proliferativa tardia

Endometriose (n=25) r =0.46; P =0.02 r=0.09; P =0.66 =-0.02; P =0.91

Controlos (n=13) r =0.003; P =0.99 r=0.37; P =0.22 r=0.20; P =0.50
Secretora inicial

Endometriose (n=25) r=0.32; P =0.11 r=0.15; P =0.46 r=0.03; P =0.88

Controlos (n=13) r=-0.19; P =0.53 r =0.24; P =0.42 r=0.50; P =0.08

Secretora tardia
Endometriose (n=25) r =0.54; P =0.006 r=0.17; P =0.41 r=0.01; P =0.95
Controlos (n=13) r =0.06; P =0.85 r=0.53; P =0.06 r=0.01; P =0.97

Tabela 4.10: Coeficientes de correlacdo de Pearson (apds transformagao logaritmica) para quantificar a
associagdo entre os trés marcadores séricos em estudo em cada fase do ciclo. PCR = proteina C-reactiva.

N&o foi possivel estabelecer qualquer correlagdo com significado estatistico em relagao
as associacoes proteina C-reactiva / TNF-a e VEGF / TNF-a (Tabela 4.10)
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Fase do ciclo menstrual

Proliferativa inicial Proliferativa tardia
6.38856 0 4
VEGF 4 E
4 e} -
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4.23411 - 0 o o P =0.004 ] o P =0.02
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-3.71861 PCR 5.21434 -3.71861 PCR 5.21434

Figura 4.1: Correlagdo entre o VEGF e a proteina C-reactiva (PCR) sérica no grupo de mulheres com
endometriose nas quatro fases do ciclo menstrual. Apenas na fase secretora inicial a correlagao positiva
observada ndo teve significado estatistico.

4.3.3. Caderina-E

As mulheres com endometriose apresentaram concentragdes séricas da caderina-E
(ng/mL) significativamente mais baixas em todas as fases do ciclo menstrual, mas a sobreposicao
de valores entre mulheres com e sem endometriose foi bastante evidente em qualgquer uma
das fases (Tabela 4.11). Também para esta molécula nao foram encontradas diferencas com
significado estatistico quando as quatro fases foram comparadas entre si dentro de cada um
dos grupos (P > 0.1 para cada uma das comparagoes).
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Caderina-E

(ng/mL)
Fase do Ciclo

Endometriose

(n = 25)

Controlo
(n=13)

Proliferativa inicial 36.49 45.60 0.005
(31.98 - 41.87) (42.81-46.78)

Proliferativa tardia 37.50 42.96 0.008
(33.74 - 41.52) (41.48 - 46.51)

Secretora inicial 3733 43.80 0.010
(34.82 - 42.57) (42.26 - 48.49)

Secretora tardia 38.16 46.05 0.005
(34.47 - 42.83) (44.57 - 47.38)

Tabela 4.11: Valores séricos da forma solivel de Caderina-E (ng/mL) [mediana (intervalo interquartis)] ao
longo do ciclo menstrual nos dois grupos em estudo.

4.3.4.CA125e CA 199

0Os marcadores tumorais CA 125 e CA 19-9 foram doseados no plasma apenas na fase
proliferativa inicial do ciclo menstrual. Na tabela 4.12 encontram-se discriminados os resultados
dos doseamentos destes dois marcadores em cada uma das mulheres participantes do estudo.
No caso 23 observou-se um resultado inesperadamente alto do CA 125 (600.00 Ul/mL) e menos
pronunciado do CA 19-9 (92.89 Ul/mL), mas a intervengdo cirdrgica permitiu excluir a hipétese
desse aumento ser secundario a qualquer lesdo maligna. O nimero 12 do grupo de controlo
refere-se a uma mulher aparentemente saudavel referenciada para esterilizagdo cirargica mas
que apresentou valores consideravelmente aumentados do CA 125 (111.37 Ul/mL). Também
neste caso a hipdtese de endometriose ou de qualquer outra entidade ginecol6gica que pudesse
resultar num aumento plasmatico do CA 125 foi excluida através da laparoscopia. Também a
probabilidade de adenomiose foi minimizada tendo por base critérios ultrasonogréficos
previamente descritos (Bazot e col. 2001).

Tal como esperado, as mulheres com endometriose apresentaram concentragoes
plasmaéticas do CA 125 significativamente mais elevados (Tabela 4.13). No que diz respeito ao
CA 19-9 as diferencas observadas ficaram proximas da significancia com valores mais elevados
no grupo de doentes (Tabela 4.13).

133



Capitulo 4

Endometriose Controlos

CA 125 CA 199 CA 125 CA 199

(Ul/mL) (Ul/mL) (Ul/mL) (Ui/ML)
Caso 1 65,61 23,23 Controlo 1 12,14 3,00
Caso 2 22,58 7,29 Controlo 2 20,87 517
Caso 3 23,00 6,82 Controlo 3 12,05 13,80
Caso 4 37,79 9,23 Controlo 4 18,44 7,70
Caso 5 8,51 3,00 Controlo 5 6,43 5,23
Caso 6 71,60 3,00 Controlo 6 8,11 3,00
Caso 7 33,03 26,50 Controlo 7 6,57 3,00
Caso 8 36,35 3,00 Controlo 8 10,60 3,00
Caso 9 38,37 13,16 Controlo 9 7,94 6,95
Caso 10 11,16 7,82 Controlo 10 17,86 21,95
Caso 11 41,42 23,59 Controlo 11 9,72 9,56
Caso 12 83,70 3,00 Controlo 12 111,37 3,65
Caso 13 32,88 10,81 Controlo 13 17,86 6,71
Caso 14 60,69 8,82
Caso 15 7,95 4,40
Caso 16 112,42 38,33
Caso 17 52,26 570
Caso 18 9,31 12,47
Caso 19 18,32 6,29
Caso 20 15,22 7,00
Caso 21 9,47 12,35
Caso 22 22,88 25,69
Caso 23 600,00 92,89
Caso 24 57,96 13,92
Caso 25 23,15 5,35

Tabela 4.12: Valores plasmaéticos do CA 125 e CA 19-9 em amostras de sangue obtidas na fase
proliferativa inicial do ciclo de cada uma das mulheres participantes.
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Endometriose Controlo
(n = 25) (n=13)

Marcadores Tumorais

CA 125 (UlIymL) 33.03 12.05
(18.32-57.96) (8.11 - 17.86)

CA 199 (Ui/mL) 8.82 5.23
(5.70 - 13.92) (3.00 - 7.70)

Tabela 4.13: Valores plasmaticos do CA 125 e do CA 19-9 (Ul/mL) [mediana (intervalo interquartis)] em
mulheres com e sem endometriose na fase proliferativa inicial do ciclo.

Com base nos resultados obtidos calculamos a sensibilidade, especificidade, valor

predictivo positivo e negativo para cada um dos marcadores tumorais, tendo em conta um valor
de referéncia de 35.00 Ul/mL para o CA 125 e de 37.00 Ul/mL para o CA 19-9, considerados
valores padrao de referéncia pela generalidade dos autores (Mol e col. 1998; Harada e col.
2002; Somigliana e col. 2004) (Tabela 4.14).

CA 125 CA 199 Um e outro Um ou outro

Valor do Teste " o
(vr.=35.00U/mL) (v.r=37.00Ul/mL) Ppositivos  positivos

Sensibilidade

Especificidade
Valor predictivo positivo

Valor predictivo negativo

Tabela 4.14: Sensibilidade, especificidade, valor predictivo positivo e negativo das concentracdes piasmaticas
do CA 125 e CA 19-9 quando foram adoptados os valores de referéncia de 35.00 e 37.00 Ul/mL,
respectivamente. Nota: v.r. = valor de referéncia.

Dessa analise pudemos observar que qualquer um dos marcadores tumorais em
guestdo apresentou alta especificidade e alto valor predictivo positivo mas baixa sensibilidade
e baixo valor predictivo negativo. A associacao dos dois marcadores nao permitiu melhorar ¢
valor do teste.

As curvas ROC (calculadas a partir dos nosso resultados) para avaliagao da sensibilidade
e especificidade dos niveis plasmaticos destes dois marcadores tumorais na deteccdo de
endometriose estdo consideradas na figura 4.2.
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Figura 4.2: Curvas ROC para identificacdo de endometriose para o CA 125 e CA 19-9.

Na tabela 4.15 estdo expressas as "areas abaixo das curvas ROC", os intervalos de
confianca de 95% e o melhor valor de referéncia obtido para cada um dos marcadores tumorais,
definido como o valor que classifica correctamente o maior nlimero de participantes.

Marcadores Area abaixo Intervalos de confianca de 95% Melhor valor
Tumorais da curva ROC limite inferior limite superior de referéncia

CA 125 0.791 0.628 0.954 2258

CA 199 0.689 0.514 0.865 5.35

Tabela 4.15: Areas abaixo das curvas ROC, com intervalos de confianca de 95%, para cada um dos
marcadores tumorais estudados na identificacdo de endometriose. O melhor valor de referéncia é o valor
que apresenta melhor sensibilidade e especificidade.

Na tabela 4.16 estao expressos os resultados da sensibilidade, especificidade, valor
predictivo positivo e negativo dos niveis plasmaticos do CA 125 e CA 19-9 e respectivas
associagoes na identificacdo da endometriose, tendo por base a adopcédo dos valores de
referéncia calculados a partir das curvas ROC, respectivamente de 22.58 Ul/mL para o CA 125
e 5.35 Ul/mL para o CA 19-9.
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Valor do Test CA 125 CA 199 Um e c:')utro Um ou outro
© (vr=2258Ul/mL) (vr=535Ul/mL)  Positivos  positivos

Sensibilidade
Especificidade
Valor predictivo positivo

Vaior predictivo negativo

Tabela 4.16: Sensibilidade, especificidade, valor predictivo positivo e negativo das concentragdes plasmaticas
do CA 125 e CA 19-9 quando foram adoptados os valores de referéncia calculados com base nas curvas
ROC de 22.58 e 5.35 Ul/mL, respectivamente.

Nota: v.r. = valor de referéncia.

De salientar que no caso do CA 125, a utilizagdo do valor de 22.58 Ul/mL em alternativa
ao valor de 35.00 Ul/mL, habitualmente recomendado na literatura, permitiu uma melhoria
significativa da sensibilidade (72.0% versus 48.0%)} e do valor predictivo negativo (63.2% versus
48.0%), sem qualquer alteragdo na especificidade (92.3%) e até melhorando ligeiramente o
valor predictivo positivo (94.7% versus 92.3%). No caso do CA 19-9 a utilizacao do valor de
referéncia por nds calculado permitiu uma melhoria significativa da sensibilidade (80.0% versus
8.0%) e do valor predictivo negativo (58.3% versus 36.1%), embora aqui a custa de um
agravamento da especificidade (53.9% versus 100%) e do valor predictivo positivo (76.9% versus
100%).

Desta analise salientamos igualmente os resultados relativos ao valor do teste quando
foi utilizada a associacéo dos dois marcadores e dos valores de referéncia por nds calculados.
Se com a condigdo de ambos os testes serem positivos observamos um aumento significativo
da sensibilidade (60.0% versus 8.0%) e do valor predictivo negativo (56.5% versus 36.1%),
mantendo a especificidade e o valor predictivo positivo nos 100%, com a condi¢ao de bastar
um deles ser positivo observamos uma melhoria da sensibilidade (92.0% versus 48.0%) e do
valor predictivo negativo (75.0% versus 48.0%), embora neste caso a custa de um agravamento
da especificidade (46.1% versus 92.3%) e do valor predictivo positivo (76.7% versus 92.3%).

Nao encontramos diferencas com significado estatistico entre as mulheres com e sem
endometriose quando comparadas para a idade (20-36; 25-35 anos) ou para o indice de massa
corporal (18.1-25.0; 19.6-30.5 Kg/m2) (Tabela 4.17).
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Endometriose Controlo
(n=25) (n=13)

Idade (anos) 28.84+4.0 30.84+4.8

IMC (Kg/m2) 21.82+31 23.8913.7

Tabela 4.17: Idade e indice de massa corporal (IMC) das populagées de mulheres estudadas. Resultados
expressos em média + desvio padrao.

4.4. Discussao

A necessidade de clarificar a fisiopatologia da endometriose esteve presente na nossa
mente quando nos propusemos estudar, no meio circulatério sistémico de mulheres com e sem
a doenca, factores biomoleculares com propriedades angiogénicas, inflamatoérias e de adesividade
celular, mecanismos que tém sido associados a patogénese desta entidade. A identificacdo de
marcadores séricos ou plasmaticos, susceptiveis de tornar mais eficazes os métodos de deteccao
da doenca foi também determinante para o delinear deste estudo.

Consideramos relevante o achado de valores séricos do VEGF significativamente
aumentados nas fases secretora inicial e tardia do ciclo menstrual em mulheres com endometriose,
e de valores significativamente mais elevados do TNF-a ao longo de todo o ciclo. Observamos
também uma correlacdo positiva entre a proteina C-reactiva e o VEGF nas mutheres com
endometriose em todas as fases do ciclo, excepto na fase secretora inicial. Relativamente a
caderina-E, a diminuigao significativa desta molécula de adesao nas mulheres com endometriose
em todas as fases do ciclo constituiu um achado particularmente interessante como veremos
adiante. Se 0 aumento do CA 125 nas doentes constituiu uma observacao ja por nos esperada,
a demonstracao de uma maior eficacia dos marcadores tumorais CA 125 e CA 19-9 na deteccao
da endometriose quando utilizados em associacado e adoptando valores de referéncia mais
baixos do que os habitualmente recomendados na literatura, representa uma contribuicao
especialmente importante, uma vez que pode resultar em estratégias diagndsticas mais eficazes.
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Tal como ja o haviamos feito na discussdo dos resultados da investigacao ultrasonografica
(ver capitulo 3, pagina 101), as limitagoes metodoldgicas deste tipo de estudo (Zondervan e
col. 2002; Missmer e Cramer 2003) merecem ser de novo comentadas. A dificuldade na correcta
seleccao dos casos de endometriose levou-nos a incluir no grupo de doentes apenas casos com
lesoes activas (Audebert e col. 1992; Missmer e Cramer 2003), representadas no nosso estudo
pela identificacdo ultrasonografica de pelo menos um endometrioma com um didmetro maximo
igual ou superior a 3 cm, diagnéstico confirmado por laparoscopia. Segundo os critérios da
Gltima classificagédo da "American Society for Reproductive Medicine" (ASRM) (American Society
for Reproductive Medicine 1997), a presenca de um endometrioma com um didmetro maximo
superior a 3 cm é suficiente para classificar a doente em estadio lll. Com base nessa classificacao
constatamos que todos 0s nossos casos se encontravam em fase avancada da doenca (estadio
-V da ASRM). Em todas as doentes os endometriomas coexistiam com lesoes de endometriose
peritoneal superficial. Dessa forma, os resultados por nés observados sé podem ser extrapolados
para este subgrupo de doentes, uma vez que o exame clinico e laparoscopico permitiu excluir
a terceira forma de apresentacao da doenca, ou seja a endometriose profunda infiltrativa.

Tendo por base a angiogénese e as alteragdes inflamatérias como importantes
mecanismos na fisiopatologia da endometriose (Viniater e col. 1996; Healy e col. 1998),
decidimos determinar os valores séricos de um factor de crescimento (VEGF) com reconhecidas
propriedades angiogénicas (Dvorak e col. 1995; Ferrara e Davis-Smyth 1997) e de uma citocina
(TNF-o) com propriedades angiogénicas, inflamatoérias, de regula¢ao da populacao e da adesao
celular (Leibovich e col. 1987; Mori e col. 1991; Ryuto e col. 1996; lwabe e col. 2000; Gazvani
e Templeton 2002), em mulheres com e sem endometriose ao longo do ciclo menstrual.
Propusemo-nos também determinar os valores séricos de uma proteina de fase aguda (proteina
C-reactiva), cujos valores se encontram aumentados na generalidade dos processos inflamatérios
(Matarese e col. 2000).

O VEGF tem sido apontado como exercendo um papel relevante na fisiopatologia da
endometriose em fungao da observacao do aumento dos seus niveis nas lesoes, no liquido
peritoneal e no endométrio eutdpico de doentes (Oosterlynck e col. 1993; McLaren e col. 1996;
Shifren e col. 1996; Kupker e col. 1998; Donnez e col. 1998; Mahnke e col. 2000; Fasciani e
col. 2000; Harada e col. 2001; Wu e Ho 2003). Fasciani e col. (2000) cbservaram um aumento
significativo do nivel do VEGF no interior dos endometriomas quando comparado com o verificado
em cistos foliculares. Mas o aumento deste factor no liquido peritoneal de doentes, produzido
pelos fragmentos de tecido endometrial e pelos macrofagos peritoneais, foi também descrito
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e sugere uma participacdo deste factor no desenvolvimento da doenca (Oosterlynck e col. 1993;
McLaren e col. 1996; Shifren e col. 1996; Kupker e col. 1998; Mahnke e col. 2000; Wu e Ho
2003). Por outro lado, a observacao de uma maior expressao imuno-histoquimica do VEGF no
endométrio eutdpico de doentes com endometriose retativamente a mulheres saudaveis, nao
s6 sugere uma participacao deste factor, como estabelece a hipotese do desenvolvimento inicial
da endometriose ser sustentado numa disfun¢do endometrial angiogénica (Donnez e col. 1998).

Apesar de todas estas evidéncias em favor da participagdo do VEGF na fisiopatologia
da endometriose, resultados contraditérios tém sido publicados relativamente aos valores
séricos deste factor em mulheres doentes (Pellicer e col. 1998; Fasciani e col. 2001; Matalliotakis
e col. 2003; Gagné e col. 2003). Pellicer e col. (1998) publicaram o primeiro estudo onde os
niveis séricos do VEGF foram comparados em mulheres com (n=8) e sem (n=7) endometriose.
Notaram uma tendéncia para valores mais elevados nas doentes, sem contudo atingir o
significado estatistico, mas reconheceram que a pequena amostragem do estudo originava
Obvias limitagoes de interpretacao (Pellicer e col. 1998). Trés anos volvidos é publicado novo
estudo onde os valores séricos do VEGF de 38 doentes com endometriose ovarica sao comparados
com os de 53 controlos (43 mulheres com cistos serosos do ovario e 10 com cistos foliculares),
tendo sido observado um aumento desses valores nas mulheres com endometriose (Fasciani
e col. 2001). Em 2003 surgem duas publicagoes versando o mesmo assunto mas com resultados
diametralmente opostos. Matalliotakis e col. (2003) notaram um aumento significativo do VEGF
sérico em 28 doentes com endometriose, independentemente do estadio da doenca,
comparativamente com os valores em 20 controlos. Em contrapartida, no estudo mais extenso
publicado até a data, os valores séricos do VEGF de 131 doentes foram comparados com 0s
de 146 controlos, nao tendo sido encontradas diferencas significativas (Gagné e col. 2003).
No nosso estudo a observagdo de um aumento significativo do VEGF sérico nas doentes com
endometriose durante a fase secretora inicial e tardia sugere fortemente uma participacao
deste factor angiogénico na fisiopatologia da endometriose.

0 nosso estudo foi o primeirc a avaliar as concentracoes séricas do VEGF seriadamente
ao longo do ciclo menstrual em doentes com endometriose. Consideramos importante a adopg¢ao
dessa metodologia uma vez que, apesar de diferentes 6rgdos (figado, pulmao ou mama)
expressarem o ARNm do VEGF, ndo se demonstrou que esses tecidos contribuam
representativamente para os niveis séricos deste factor (Ferrara e Davis-Smyth 1997),
contrariamente ao que parece acontecer com a sua producado ao nivel do ovario ou das células
epiteliais e do estroma endometrial, cuja contribuicdo para a sua concentracao sérica foi ja
demonstrada (Bausero e col. 1998). Tendo em conta o padrao ciclico da actividade angiogénica
destes dois orgaos, esperar-se-ia encontrar variagoes do VEGF sérico ao longo do ciclo (Agrawal
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e col. 1999; Vasconcelos e col. 2000; Xavier 2000; Meduri e col. 2000; Malamitsi-Puchner e
col. 2004; Xavier e col. 2004). A existéncia dessa ciclicidade em mulheres saudaveis foi descrita
em dois estudos, com um aumento observado na fase peri-ovulatéria e secretora (Agrawal e
col. 1999; Malamitsi-Puchner e col. 2004), mas nao foi confirmada num terceiro (Unkila-Kallio
e col. 2000). Apesar de nao termos controlado directamente o ciclo menstrual em fungdo do
dia da ovulacao, observamos uma grande estabilidade nos niveis séricos do VEGF ao longo das
quatro fases, quer no grupo das doentes quer no de controlo. Esta nossa observacdo permite
afirmar que, embora aumentos pontuais deste factor possam ocorrer durante um ciclo menstrual,
nomeadamente na fase peri-ovulatéria, ndao sao de esperar variagoes significativas entre as
diferentes fases do ciclo, ao contrario do que acontece com a actividade angiogénica do ovario
e do endométrio. Desse modo, é licito concluir que existe uma producéo aumentada deste factor
nas doentes com endometriose, mas a suas concentragdes séricas nao reflectem a mais que
provavel producao ciclica local no ovario e no endométrio. Infelizmente, o achado de uma grande
sobreposicao de valores entre os dois grupos confirma observagdes anteriores (Xavier e col.
2002), ao mesmo tempo que exclui a possibilidade de utilizagdo deste marcador para discriminar
entre mulheres com e sem endometriose.

Tal como para o VEGF, a principal evidéncia quanto ao envolvimento do TNF-a na
fisiopatologia da endometriose resulta da observagao de niveis elevados no liquido peritoneal
de mulheres afectadas pela doenca (Mori e col. 1991; Taketani e col. 1992; Overton e col.
1996; Rana e col. 1996; Vignali e col. 2002; Bedaiwy e col. 2002), observacao todavia ndo
confirmada por todos os autores (Vercellini e col. 1993; Harada e col. 1997). Contrariamente
3 falta de consenso que existe para o VEGF, os resultados apontam com alguma consisténcia
para um aumento dos niveis séricos do TNF-« nas doentes com endometriose (Matalliotakis
e col. 1997; Bedaiwy e col. 2002; Darai e col. 2003; Steff e col. 2004). Bedaiwy e col. (2002)
observaram um aumento significativo num grupo de 21 mulheres com endometriose, mesmo
guando comparadas com 29 controlos onde se incluiam sete com infertilidade idiopética.
Quando confrontadas com as restantes mulheres do grupo de controlo, as mulheres com
infertilidade idiopatica nao apresentavam valores séricos de TNF-a mais elevados, o que sugere
uma auséncia de associagdo entre o aumento sérico desta citocina e a infertilidade (Bedaiwy
e col. 2002). Mais convincente na exclusao desta associacdo foi a observacao de valores séricos
de TNF-a similares em mulheres saudaveis (n=16) e mulheres com infertilidade (n=89) (Naz e
col. 1995).

Os resultados por nés observados de um aumento significativo das concentragdes
séricas do TNF-a nas doentes com endometriose estdo em concordancia com o envolvimento
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deste factor na fisiopatologia desta doenca. Mais uma vez, 0 nosso estudo foi o Unico onde os
niveis séricos desta citocina foram determinados seriadamente ao longo do ciclo sem contudo
ter sido notada qualquer variacdo em ambos os grupos. Considerando que para além da
actividade angiogénica, o TNF-a tem também propriedades inflamatérias e de regulacao da
proliferacado e da adesao celular (Leibovich e col. 1987; Mori e col. 1991; Iwabe e col. 2000;
Gazvani e Templeton 2002), ou seja, parece actuar em diferentes fases de desenvolvimento
das lesOes de endometriose, compreende-se que essa estabilidade esteja presente ao fongo
do ciclo menstrual. Da mesma forma que aconteceu para o VEGF, também observamos uma
grande sobreposi¢cao de valores entre mulheres com e sem endometriose facto que deve
desencorajar a sua utilizagdo como teste de diagnostico.

0 aumento do nimero macréfagos no liquido peritoneal em doentes com endometriose
tem sido extensamente reportado desde a década de 80 (Halme e col. 1983; Olive e col. 1985;
Dunselman e col. 1988). Poder-se-ia esperar que desse aumento resultasse uma maior eficacia
na eliminacao dos fragmentos endometriais ectépicos, o que na realidade nao acontece (Halme
e col. 1983; Olive e col. 1985; Dunselman e col. 1988; Surrey e Halme 1990; Lebovic e col.
2001; Harada e col. 2001). Foi este tipo de evidéncia que fez levantar a hipétese de anomalias
na resposta imunolégica contribuirem para o desenvolvimento desta entidade (Viniater e col.
1996).

Sendo a endometriose uma doenca caracterizada por uma activagdo de fenémenos
inflamatérios (Seli e col. 2003) e a proteina C-reactiva uma proteina de fase aguda cujos niveis
séricos estac aumentados na generalidade dos processos inflamatérios (Matarese e col. 2000),
seria de esperar que as mulheres com endometriose apresentassem uma elevacao desses
valores séricos. Nos dois estudos publicados até ao momento onde se efectuou a comparagao
das concentracgdes séricas desta proteina em mulheres com e sem endometriose nao foi possivel
confirmar esta possibilidade (Abrao e col. 1997; Matarese e col. 2000). Abrao e col. (1997)
observaram um aumento apenas em doentes em estadio lll e IV da classificacdo da ASRM, mas
unicamente nos 3 primeiros dias do ciclo menstrual. Em contrapartida, Matarese e col. (2000)
nao encontraram qualquer diferenga, embora nao tenham controlado o grupo de casos para
os diferentes estadios da classificacao da ASRM.

No nosso estudo ndo foram observadas diferencas significativas nos niveis séricos da
proteina C-reactiva entre os dois grupos de mulheres em qualquer uma das fases do ciclo. Essa
auséncia de diferencas pode, na nossa opiniao, ficar a dever-se ao facto s6 termos incluido
casos de endometriose em estadio Ill/IV da ASRM. Esta bem documentada a ma correlagao
entre a actividade da doencga e a classificacao da ASRM, podendo essa actividade ser
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particularmente discreta em casos de doenga avangada, sobretudo se esta tiver sido classificada
com base na presenca de endometriomas (Vercellini e col. 1996; Roberts e Rock 2003). Uma
vez que nas mesmas doentes em que se verificou a inexisténcia de uma inflamagao sistémica
em curso foram documentados niveis séricos aumentados do VEGF e do TNF-a, 0 aumento
destes dois factores na endometriose néo devera depender em exclusivo da presen¢a de uma
inflamagao activa. Na nossa opinido estes resultados sustentam a hip6tese da disfuncéo
angiogénica representar um mecanismo auténomo na fisiopatologia da endometriose. No caso
do TNF-a, a auséncia de uma correlacdo positiva entre os seus niveis séricos e os da proteina
C-reactiva reforca ainda mais essa possibilidade. A existéncia de uma correlagdo positiva entre
as concentracoes séricas da proteina C-reactiva e as do VEGF no grupo de doentes, indica que,
tal como esperado, na presenca de uma actividade inflamatoria mais intensa do que a observada
no nosso grupo de doentes poderiamos ter encontrado uma actividade angiogénica ainda mais
proeminente.

A interaccdo entre o endométrio regurgitado e o mesotélio peritoneal ou a superficie
do ovério, mediada por moléculas de adesao, representa um fenémeno indispensavel para a
ocorréncia da implantacao (Spuijbroek e col. 1992; Martelli e col. 1993; Jeziorska e col. 1996;
Osteen e col. 1996; van der Linden e col. 1996; Bruner e col. 1997; Kokorine e col. 1997; Witz
e col. 1999). Essas moléculas parecem estar também envolvidas na modulagao da capacidade
invasora das células endometriais ectdpicas (Gaetje e col. 1997; Darai e col. 1998; Scotti e
col. 2000; Poncelet e col. 2002). Sendo a caderina-E uma importante molécula de adesao das
células epiteliais, seria de esperar que desempenhasse um papel importante em todo este
processo. O seu envolvimento na invasdo e metastizagdo das células tumorais foi demonstrado
indirectamente ao inibir-se a capacidade invasora dessas células quando se induziu a expressao
da caderina-E, e do restabelecimento dessa capacidade apds exposi¢ao a anticorpos monoclonais
anti-caderina-E (Vleminckx e col. 1991). Atribui-se-lhe por esse motivo uma fungao supressora
do desenvolvimento carcinogénico (Behrens 1995), tendo ja sido observada a diminui¢éo da
sua expressao na membrana citoplasmatica de diferentes células malignas (Takeichi 1993).
A participacao da caderina-E na fisiopatologia da endometriose ndo esta, no entanto, clarificada.
Gaetje e col. (1997) demonstraram que o endométrio ectopico apresenta um nimero
significativamente maior de células epiteliais negativas para a caderina-E (logo com maior
capacidade de invasao) quando comparado com o endométrio eutdpico. Estes resultados foram
posteriormente confirmados por diferentes autores (Darai e col. 1998; Scotti e col. 2000;
Poncelet e col. 2002). Com base nestas observacoes concluiram que a perda de expressao da
caderina-E constituia um importante mecanismo para a invasao na fisiopatologia da endometriose
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(Gaetje e col. 1997; Darai e col. 1998; Scotti e col. 2000; Poncelet e col. 2002). Contudo, a
demonstracao de um padrao similar de expressao desta molécula nas células epiteliais de
lesdes peritoneais castanhas e nas do endométrio eutdpico de mulheres saudaveis levantou
davidas quanto ao seu verdadeiro envolvimento (Beliard e col. 1997). Essas dlvidas foram de
igual forma estabelecidas por Ota e Tanaka (1997) depois de terem cbservado um aumento
da expressdo da caderina-E no endométrio eutépico de mulheres com endometriose
comparativamente ao de mulheres sem a doenca.

Também controverso é o significado dos valores séricos da forma solivel da caderina-
-E nas doentes com endometriose. Apesar do seu aumento ter sido demonstrado em neoplasias
do estdmago, figado, bexiga, pulmao e prostata (Katayama e col. 1994; Griffiths e col. 1996;
Gofuku e col. 1998; Cioffi e col. 1999; Kuefer e col. 2003; Juhasz e col. 2003), as duas Unicas
publicacdes onde se faz referéncia a comparagao dos niveis séricos desta molécula em mulheres
com e sem endometriose apresentam resultados divergentes: Jedryka e col. (2001) observaram
uma diminuigdo, ao passo que Fu e Lang (2002) notaram um aumento.

Uma diminui¢do significativa dos niveis séricos da caderina-E em mulheres com
endometriose foi um resultado interessante por nés encontrado, particularmente dada a baixa
variabilidade nas diferentes determinagdes efectuadas em cada participante ao longo do ciclo.
A seleccao dos casos de endometriose pode, em nossa opinido, justificar os nossos resultados
e os resultados contraditérios dos dois estudos prévios, uma vez que nestes nao foi discriminada
essa seleccdo. A endometriose ovarica, a peritoneal superficial e a profunda infiltrativa, apesar
de poderem ser incluidas no mesmo grupo de casos, parecem ter mecanismos fisiopatolégicos
diferentes (Koninckx e Martin 1992; Vercellini e col. 2000; Vercellini e col. 2004). A anélise
histolégica de cortes seriados de ovérios contendo endometriomas no seu interior permitiu
concluir que os endometriomas ndo sao mais que pseudocistos extra-ovaricos cuja parede é
formada pelo cortex ovarico invertido no local de um implante superficial (Hughesdon 1957;
Brosens e col. 1994). Deste modo pode-se especular que a formacgdo de endometriomas néo
¢ dependente de mecanismos de invasao, sendo mesmo incorrecta a sua inclusdo nas formas
de endometriose profunda infiltrativa. O mesmo acontece com a endometriose peritoneal
superficial, onde as lesdes, como o préprio nome indica, ndo apresentam uma grande actividade
invasora. Pelo contrario, a endometriose profunda infiltrativa, nomeadamente a do septo
rectovaginal, é considerada uma forma invasiva da doenca (Koninckx e Martin 1992; Vercellini
e col. 2000; Vercellini e col. 2004). Tendo em conta que a forma sollvel da caderina-E representa
a degradac¢do da molécula intacta da superficie celular nos processos regenerativos e sobretudo
infiltrativos celulares, a diminuicdo dos niveis séricos de caderina-E observada nas nossas
doentes podera ter duas explicacbes: por um lado o facto de termos incluido apenas doentes
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com formas nao invasivas de endometriose (ovarica e peritoneal superficial), onde o ritmo de
degradacao da molécula intacta € relativamente discreto e, adicionalmente, pelo facto das
células epiteliais que revestem internamente a parede dos endometriomas, forma de apresentagao
predominante nos nossos casos, estarem parcialmente isoladas da circulacao sistémica pelo
c6rtex ovarico invaginado, tornando mais dificil a libertagao destas moléculas para a corrente
sanguinea (Somigliana e col. 2002). Essa possibilidade foi sugerida apds a observacao de um
aumento dos niveis séricos da ICAM-1, outra molécula de adesao produzida em grande quantidade
pelo tecido endometrial e endometridtico, em doentes com formas profundas infiltrativas da
doenga mas nao nas doentes com endometriomas (Somigliana e col. 2002). Deste modo, a
seleccao dos casos de endometriose para analise da caderina-E deve ter sempre em consideracao
as diferencas etiopatogénicas das formas de apresentacdo da doenca.

Os nossos resuitados permitem, por esse motivo, demonstrar que os fenémenos de
invasao nao desempenham um papel crucial no desenvolvimento dos endometriomas e das
lesbes peritoneais superficiais. A grande sobreposicao de resultados entre mulheres com € sem
endometriose retira-lhe no entanto valor como teste de diagnéstico.

0 aumento dos niveis plasméaticos do CA 125 em mulheres com endometriose tem sido
frequentemente referido na literatura (Koninckx e col. 1992; O'Shaughnessy e col. 1993;
Hornstein e col. 1995; Mol e col. 1998; Chen e col. 1998; Abrao e col. 1999; Harada e col.
2002; Somigliana e col. 2004). Menos consistentes sao as referéncias ao aumento do CA 19-
-9 nestas doentes (Guerriero e col. 1996; Matalliotakis e col. 1998; Harada e col. 2002;
Somigliana e col. 2004; Matalliotakis e col. 2004). O valor de qualquer um destes marcadores
tumorais para o diagnostico da endometriose € no entanto limitado, pelo menos quando sdo
utilizados os valores de referéncia propostos na literatura para discriminar entre lesdes benignas
€ malignas (Chen e col. 1998; Somigliana e col. 2004). Optamos por realizar os doseamentos
na fase proliferativa inicial do ciclo uma vez que foi ja referido um pico maximo de concentracao
destes marcadores nesta fase, mesmo em mulheres sem endometriose, tendo dai resultado
a recomendacao actual para que o seu doseamento seja realizado durante ou imediatamente
apés o periodo menstrual (Harada e col. 2002; Kafali e col. 2004). A nossa observacao de
concentragoes plasmaticas do CA 125 significativamente mais elevados nas muiheres com
endometriose nac é pois inesperada. No entanto, quando utilizados os valores de referéncia
da literatura o valor da sensibilidade encontrado para este marcador tumoral na identificacao
de endometriose ndo foi muito animador, tendo sido particularmente baixo no caso do CA 19-
-9. Constatamos também que da associagdo de ambos nao resultou qualquer melhoria do teste.
Todavia, uma conclusao importante resulta do nosso estudo. Os valores de 35.00 Ul/mL e 37.00
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Ul/mL, habitualmente utilizados como valores de referéncia respectivamente para o CA 125 e
para o CA 19-9 na discriminagao entre patologia benigna e maligna, ndo sao os mais indicados
quando utilizados na deteccao de endometriose. Essa conclusao foi possive! apos termos
redefinido, a partir das curvas ROC, o valor de referéncia de 35.00 Ul/mL para 22.58 Ul/mL
no caso do CA 125 e de 37.00 Ul/mL para 5.35 Ul/mL no caso do CA 19-9. Com estes valores
por nds calculados com base na populacao estudada, a eficacia do doseamento plasmatico do
CA 125 melhora significativamente, ao passo que no caso do CA 19-9 a melhoria que se observa
na sensibilidade é conseguida a custa de uma depreciacdo do valor da especificidade.

A associa¢cdo de ambos os marcadores adoptando os novos valores de referéncia
também permitiu retirar conclusdes importantes. Quando a positividade do teste fica condicionada
a presenca de valores positivos para ambos os marcadores tumorais observa-se uma alta
especificidade aliada a uma sensibilidade muito aceitavel. Resulta desta observagdo que com
esse critério, a probabilidade de encontrarmos um teste positivo numa muther sem doenca é
praticamente nula. Pelo contrario, se usada a condi¢do de bastar um marcador tumoral ser
positivo para que o teste se torne também ele positivo, entdo o teste terd uma alta sensibilidade,
garantindo dessa forma que a probabilidade de encontrarmos testes negativos em muiheres
com doenga sera muito baixa, mesmo que isso se faca a custa dum maior nimero de falsos
positivos. Isto significa que a opgao pelo critério a utilizar podera depender da necessidade de
usarmos um teste com maior sensibilidade ou maior especificidade.

Os resultados do nosso estudo permitem-nos, pois, discordar de Somigliana e col.
(2004) que concluem pela ndo existéncia de vantagens na associacao do CA 125 com o CA 19-
-9 na deteccao de endometriose, apesar de também terem calculado, a partir de curvas ROC,
novos valores de referéncia para estes marcadores. No entanto, as conclusoes desse estudo
foram, em nossa opinido, condicionadas pela utilizacao da IL-6 como terceiro marcador sérico
de endometriose, de baixo valor discriminativo como reconhecem os proprios autores (Somigliana
e col. 2004), uma vez que o valor do teste foi calculado em conjunto para estes trés marcadores,
nao tendo sido especificado 0 seu valor quando considerada apenas a associacao entre o CA
125 e o CA 19-9. Em contrapartida, a nossa observacao esta em concordancia com a de Harada
e col. (2002), os primeiros autores a sugerirem a existéncia de uma vantagem em utilizar a
associacado desses dois marcadores na avaliacdo de doentes com endometriose. E importante
realcar que o significado dos nossos resultados € em muito reforgado pelo facto do estudo de
Harada e col. (2002) ter sido retrospectivo e nao ter contemplado a questao da redefinicdo dos
valores de referéncia do CA 125 e do CA 19-9 quando aplicados a doentes com endometriose.

Como conclusao, a nossa investigacéo para além de confirmar o interesse da utilizagdo
dos marcadores tumorais CA 125 e CA 19-9, isolados ou em associagao, no estudo de mulheres
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com endometriose, sugere que valores de referéncia mais baixos deverao ser considerados
quando aplicados a estas doentes.
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Capitulo 5

Conclusoes

Os estudos por nos efectuados permitiram retirar as seguintes conclusdes:

1. Aangiografia Doppler revelou ser um método capaz de efectuar a avaliagdo morfofuncional
do endométrio uma vez que, para além da sua andlise morfol6gica, permitiu detectar
diferengas funcionais ao longo do ciclo menstrual (representadas fundamentalmente

por diferencas no seu padrao vascular).

2. Ao ter sido capaz de detectar divergéncias na perfusdo endometrial em mulheres com
e sem endometriose, a angiografia Doppler demonstrou poder ser utilizada para identificar
uma actividade angiogénica excessiva que possa ocorrer em mulheres com esta doenca
ou com risco aumentado de virem dela a padecer.

3. Aconfirmagéo laparoscopica em todas as 30 participantes da hipdtese diagnéstica de
endometrioma estabelecida com base no exame ultrasonografico transvaginal, permite
concluir que este constitui um excelente método de identificacdo destas lesdes ovaricas
desde que executada por um operador experiente.

4. Confirmamos as observacdes de outros autores relativamente ao aumento da
vascularizacdo endometrial da fase proliferativa para a secretora em mulheres saudaveis.
Com base na angiografia Doppler, descrevemos pela primeira vez esse aumento em
mutheres com endometriose.

5. Aendometriose condicionou um aumento significativo dos sinais de cor no endomeétrio,
em particular na regiao intraendometrial, durante a fase secretora tardia do ciclo, ou
seja, imediatamente antes da menstruacao. O nosso trabalho foi pioneiro na demonstracio,
por métodos ultrasonogréaficos, de uma actividade angiogénica excessiva (por
neovascularizacao e/ou vasodilatacdo) do endométrio de doentes com endometriose.
Tendo como base a teoria da menstruacao retrograda, esta observacao apoia a hipétese
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da disfuncdo angiogénica endometrial poder estar envolvida na fisiopatologia da
endometriose.

A analise comparativa dos padrdes vasculares endometriais ao longo do ciclo menstrual
em mulheres com e sem infertilidade nao revelou diferencgas significativas tanto no grupo
de doentes como no de controlo. Ndo foi nosso objectivo estudar especificamente a
relagdo entre a perfusdo sanguinea endometrial e a fertilidade, motivo pelo qual ndo nos
debrucamos especificamente sobre a vascularizagao endometrial durante a "janela
implantatdria”. Pelo contrario, efectudmos essa analise com o intuito de avaliar se as
diferencas por nés observadas nos indices de vascularizagdo em mulheres com e sem
endometriose poderiam ter resultado da maior prevaléncia de infertilidade nas primeiras.
A nossa observagdo permitiu-nos concluir que, apesar da perfusao sanguinea endometrial
poder ser influenciada pela presenca de infertilidade, esta nao foi responsavel pelas
diferencgas por nés encontradas.

A observacdo de um aumento de sinais de cor na regiao intraendometrial durante a fase
secretora tardia do ciclo em mulheres com endometriose permite concluir que a eventual
presenca simultidnea de adenomiose subendometrial ndo foi a responsavel em exclusivo
pelo aumento da perfusao endometrial nestas mulheres. Esta concluséo resulta do
reconhecimento de que, sendo a adenomiose capaz de aumentar a vasculariza¢ao
subendometrial, ela ndo tem qualquer influéncia sobre a actividade angiogénica da regido
intraendometrial.

As mulheres com endometriose apresentam concentracées séricas do VEGF significa-
tivamente mais elevados nas fases secretoras e aumentos préximos da significancia
nas fases proliferativas do ciclo menstrual. A observagado do aumento sustentado deste
factor durante todo o ciclo permite confirmar o seu envolvimento na fisiopatologia da
endometriose.

Apesar das concentragoes séricas do VEGF serem altamente dependentes da producao

ovarica e endometrial, elas nao reflectem de forma rigorosa a actividade angiogénica
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10.

11.

12.

13.

ciclica destes dois 6rgaos, uma vez que se encontrou uma grande estabilidade nos
seus niveis séricos ao longo do ciclo menstrual.

A grande sobreposi¢éo dos valores séricos do VEGF observados nos dois grupos
exclui a possibilidade de utilizacdo deste marcador para discriminar entre muiheres
com e sem endometriose.

A nossa observacao de que as doentes com endometriose apresentam um aumento
significativo das concentragdes séricas do TNF-a durante todo o ciclo menstrual
sugere fortemente o envolvimento desta citocina na fisiopatologia da doenca. Essa
observacao é reforgada pelo facto desse aumento ter sido confirmado em cada
uma das quatro fases do ciclo. Por outro lado, a auséncia de variagoes ao longo do
ciclo menstrual dentro de cada um dos grupos pode ser justificada pelo facto da
sua producao ser dependente dos macréfagos activados e ndo do ovario ou do
endométrio.

A utilizagéo da determinacgéo do TNF-ac sérico como teste de diagnéstico deve ser
desencorajada tendo em conta a grande sobreposicio de valores encontrados entre
mulheres com e sem endometriose.

Apesar de se admitir que fendémenos inflamatérios locais pélvicos podem estar
presentes na generalidade das doentes com endometriose, demonstramos pela
observacao de concentragoes séricas similares da proteina C-reactiva nas mulheres
com e sem endometriose que, nas doentes em estadio llI/IV da ASRM, definido
fundamentalmente pela presenca de endometriomas, ndo ha uma inflamacao
sistémica activa. Esta nossa conclusdo sustenta a no¢do de que a actividade
inflamatéria sistémica pode ser especialmente discreta em casos de doenca
avangada sobretudo se esta tiver sido classificada com base na presenca de
endometriomas.
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14.

15.

16.

17.

0 aumento dos niveis séricos do VEGF e do TNF-a nas doentes com endometriose ndo
depende em exclusivo da presenga de uma inflamagéo sistémica activa, uma vez que
encontramos um aumento destes dois factores nas mesmas doentes em que se verificou
a inexisténcia de uma inflamacéo sistémica em curso. Na nossa opinido estes resultados
sustentam a hipdtese da disfuncdo angiogénica ser um mecanismo adicional na
fisiopatologia da endometriose e nao apenas a consequéncia da activacao inflamatoria.

Na presenca de uma actividade inflamatéria mais exuberante seré de esperar uma produgéo
ainda mais proeminente do VEGF, tendo em conta a correlagéo positiva por nés encontrada
entre este factor angiogénico e a proteina C-reactiva nas mulheres com endometriose.

Demonstramos a existéncia de uma diminuicao significativa dos niveis séricos da caderina-E
em mulheres com endometriose ao longo do ciclo menstrual, observag¢ao reforcada pela
baixa variabilidade encontrada nas quatro determinagoes que foram realizadas em cada
participante durante o estudo. O facto de todas as mulheres do grupo de casos
apresentarem doenga em estadio Ill/IV da ASRM, definida pela presenca de endometriose
peritoneal superficial e endometriomas e auséncia de lesGes profundas infiltrativas,
permite extrapolar os resultados especificamente para as duas primeiras formas de
apresentacdo da doenga. Desse modo, tendo em conta que a forma sollvel da caderina-
-E representa a degradagao da molécula intacta nos processo regenerativos e infiltrativos
celulares, a observacao de baixos niveis séricos nas nossas doentes reflecte uma menor
libertacdo a partir dos tecidos epiteliais ou um menor acesso destas moléculas a corrente
sanguinea. 0s nossos resultados sugerem pois que a invasdo ndo devera ser um fenémeno
determinante na fisiopatologia da endometriose peritoneal superficial ou dos
endometriomas.

Observamos uma importante sobreposi¢do nas concentra¢des da caderina-E no soro de
mulheres com e sem endometriose, facto que retira a este marcador sérico valor como
teste de diagndstico de endometriose.
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19.
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As mulheres com endometriose apresentaram um aumento significativo das concentracdes
plasmaticas do marcador tumoral CA 125. No que se refere ao seu valor como teste
discriminativo de endometriose verificAmos, no entanto, que o valor de referéncia de
35.00 Ul/mL, proposto para discriminar lesdes benignas de malignas do ovario ndo é
0 mais indicado para aplicacao a endometriose. Retirdmos essa conclus&o apés termos
verificado que a redefinicdo do valor de referéncia de 35.00 Ul/mL para 22.58 Ul/mL,
com base no calculo a partir das curvas ROC, permitiu uma melhoria significativa da
sensibilidade (72.0% versus 48.0%), sem que isso condicionasse qualquer detrimento
na especificidade (92.3%).

No que diz respeito ao CA 19-9 as diferencas observadas ficaram préximas da significancia
com valores mais elevados no grupo de doentes. No entanto, apesar da alta especificidade
e alto valor predictivo positivo, este marcador revelou ter uma baixa sensibilidade e baixo
valor predictivo negativo quando se utilizou o valor de referéncia de 37.00 Ul/mL. A
redefini¢do do valor de referéncia para 5.35 Ul/mL tendo por base a populagdo por nés
estudada e o calculo a partir das curvas ROC, permitiu observar uma melhoria significativa
da sensibilidade (80.0% versus 8.0%), embora neste caso a custa de uma depreciacdo
do valor da especificidade (53.9% versus 100%).

A associacao do CA 125 com o CA 19-9 mostrou-se vantajosa na deteccao de endometriose
quando utilizados os valores de referéncia por nés calculados. Obviamente que o valor
do teste serd diferente conforme utilizarmos o critério "um e outro positivos" ou o critério
"um ou outro positivo". No primeiro caso teremos um teste com alta especificidade, ou
seja, um teste onde a probabilidade de encontrarmos um falso positivo é praticamente
nula. No segundo caso o teste tera uma alta sensibilidade, garantindo dessa forma que
a probabilidade de falsos negativos sera baixa. A opgéo pelo critério de positividade a
utilizar fica, por esse motivo, dependente da necessidade de usarmos um teste com
maior especificidade ou maior sensibilidade.
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Capitulo 6

6.1. Resumo

A necessidade de clarificar os mecanismos fisiopatolégicos da endometriose, partindo
da hipdtese de uma actividade angiogénica disfuncional poder caracterizar o endométrio de
mulheres com endometriose, determinou o estudo da vascularizagao endometrial ao longo do
ciclo menstrual com recurso a angiografia Doppler. Para além deste estudo, consideramos
oportuna a avaliagao de factores séricos com reconhecida actividade angiogénica, inflamatoria,
de regulac¢do da adeséo e da proliferacao celular, mecanismos reconhecidamente envolvidos
no desenvolvimento da doenca. Nessa perspectiva determinamos, em mulheres com e sem
endometriose, os niveis séricos do "vascular endothelial growth factor" (VEGF), do "tumor necrosis
factor-alfa" (TNF-a), da proteina C-reactiva e da caderina-E ao longo de um ciclo menstrual. A
afericdo do valor dos marcadores tumorais CA 125 e CA 19-9 como teste de diagnéstico na
deteccao de endometriose, tendo por base a populacao por nés estudada, foi outro dos objectivos
do nosso estudo (capitulo 1).

Apo6s uma breve introducé@o onde a questao da definicdo e os dados epidemiologicos
mais relevantes da endometriose mereceram particular atengao (capitulo 2.1), efectudmos uma
revisao sobre a evolugdo nos conceitos relativos a etiopatogénese, nomeadamente no que diz
respeito as diferentes teorias que tém sido propostas para explicar a fisiopatologia da doenca
(capitulo 2.2). Enfatizamos a importancia das diferentes formas de apresentacdo da endometriose
(ovarica, nodular profunda e peritoneal) e as implicactes clinicas do seu reconhecimento (capitulo
2.3), enquanto efectuamos uma analise da fisiopatologia da endometriose a luz dos conhecimentos
actuais no campo da biologia molecular, com especial énfase para os mecanismos envolvidos
na implantagao e sobrevivéncia das células endometriais ectopicas (capitulo 2.4).

No capitulo 3 descrevemos um estudo longitudinal realizado ao longo do ciclo menstrual
que teve por objectivo determinar o padrao vascular do endométrio em mulheres com e sem
endometriose. Efectuamos uma analise critica dos aspectos metodologicas adoptados,
nomeadamente no que diz respeito a opcao pela angiografia Doppler, justificada pela alta
sensibilidade para deteccao vascular, sobretudo quando aplicada ao estudo de fluxos sanguineos
de baixa velocidade como é o caso da perfusao endometrial. Qutros aspectos metodologicos
abordados relacionaram-se com os critérios utilizados para a selecgdo das participantes no
estudo e com a metodologia que permitiu excluir a infertilidade ou a presenca de lesdes
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simultaneas de adenomiose subendometrial como responsaveis por potenciais enviesamentos
nos resultados encontrados.

A observacdo de que as mulheres com endometriose apresentam um aumento
significativo da actividade angiogénica endometrial na fase secretora tardia do ciclo, ou seja,
imediatamente antes da disseminacac celular que ocorre durante a menstruacgado, constituiu
a nossa principal conclus3o. Este facto sugere fortemente a participagéo da disfuncao angiogénica
na fisiopatologia da endometriose, uma vez que a uma maior actividade angiogénica endometrial
corresponde um maior potencial para a implantacao fora da cavidade uterina. Concluimos que
a angiografia Doppler € um método capaz de detectar fené6menos de vascularizagdo endometrial
excessiva, circunstancia que permite evoluir de uma simples avaliagdo morfolégica para uma
avaliacdo simultaneamente morfoldgica e funcional, ou seja, morfofuncional. Esta técnica
mostrou-se adequada para a deteccdo de desvios funcionais do endométrio relacionados com
a endometriose e seguramente com outras entidades clinicas que afectem o endométrio.

Realizdmos uma andlise das concentraccoes de diferentes factores séricos e plasmaticos
ao longo do ciclo menstrual em mulheres com e sem endometriose (capitulo 4). Antes da
apresentacao e discussao dos resultados, expusemos a fundamentagdo da escolha dos diferentes
marcadores estudados, tendo sido a sua participacdo nos diferentes mecanismos fisiopatolégicos
da endometriose a principal razdo da nossa escolha. Os resultados encontrados permitiram
confirmar o envolvimento do VEGF e do TNF-«a na fisiopatologia da doenca, ao mesmo tempo
que excluiram a hip6tese do aumento dos niveis séricos destes dois factores angiogénicos ser
dependente de uma actividade inflamatéria sistémica em curso. Demonstramos a existéncia
de uma diminuigdo dos niveis séricos da molécula de adesdo caderina-E nas formas de
endometriose peritoneal superficial e ovarica. Esta diminuigdo indica que 0s mecanismos de
invasdo nao serdo os mais importantes na génese destas formas de apresentacao da
endometriose, sugerindo, pelo contrario um maior envolvimento dos fenémenos de adesao ou
um menor acesso destas moléculas a corrente sanguinea. A anélise das concentragoes
plasméticas do CA 125 e CA 19-9 como testes de deteccao de endometriose permitiu propor
novos valores de referéncia para estes dois marcadores tumorais. Permitiu igualmente demonstrar
a vantagem da sua associacao para deteccao da doenga.

Finalmente, no capitulo 5 sumariamos as conclusdes de toda a contribui¢do pessoal

para a investigacdo dos mecanismos fisiopatolégicos e dos marcadores sistémicos da
endometriose.
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6.2. Summary

Ethiopatogenic mechanisms involved in endometriosis must be clarified. Since excessive
endometrial angiogenesis has been considered a potential contributor to the early steps of
endometriosis development we aimed to compare, using power Doppler ultrasound, endometrial
blood flow along the menstrual cycle between women with and without endometriosis. Additionally
we believed that the evaluation of serum factors with angiogenic, inflammatory, cellular adhesion
and proliferative properties, mechanism known to be involved in the development of the disease,
could be an important contribution to that clarification. Using serial serum levels determinations
of vascular endothelial growth factor (VEGF), tumor necrosis factor-alfa (TNF-a), C-reactive protein
and E-cadherin throughout the menstrual cycle, we compared those serum concentrations in
women with and without endometriosis. To evaluate the performance of plasma CA 125 and CA
19-9 assays in detecting endometriosis was another goal of this study (chapter 1).

Following a brief introduction concerning the definition and epidemiologic aspects of
endometriosis (chapter 2.1), a critical review of the ethiopathogenic theories that have been
proposed is presented (chapter 2.2). In the same chapter we described different presentation
forms of endometriosis (ovarian, peritoneal and deep rectovaginal) and discussed the clinical
implications of its recognition (chapter 2.3). Additionally we analyzed the most recent concepts
in molecular biology applied to endometriosis' physiopathology, with a special emphasis on
mechanisms involved in the implantation and survival of ectopic endometrial cells (chapter 2.4).

In chapter 3 we described a longitudinal study performed throughout the menstrual
cycle in women with and without endometriosis aimed to compare endometrial blood flow using
power Doppler ultrasound. A critical review of some methodological aspects adopted in this
study is presented. The option to use power Doppler ultrasound to evaluate endometrial blood
flow is justified based on its higher sensitivity to detect low velocity blood, even close to zero,
as it is the case of endometrial perfusion. Other methodological issues are addressed, namely
the criteria adopted to select women with and without endometriosis and the possible confounder
to our results of the reported association between endometriosis, infertility and simultaneous
subendometrial adenomyosis.

A higher endometrial blood flow observed in women with endometriosis in the late
secretory phase of the menstrual cycle, close to menstrual shedding, was the main finding of
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our study. Since excessive endometrial angiogenesis was proposed as an important factor to
explain why the endometrium of patients with endometriosis is characterized by a higher potential
to implant and develop outside the uterus, our observation supports that proposal. We also
concluded that power Doppler ultrasound can be a valuable tool for the detection of that
disproportionate endometrial vascularization, confirming its value as a method to provide
information both on morphological and functional endometrial parameters.

In chapter 4 an evaluation of serum and plasma levels of different factors along the
menstrual cycle in women with and without endometriosis is described. The option for those
studied markers was justified regarding their key role in mechanisms known to be involved in
the ethiopathogenesis of endometriosis. Our study showed that patients with ovarian endometriosis
had significantly higher VEGF and TNF-a serum levels along the menstrual cycle, suggesting
their involvement in endometriosis' physiopathology. Additionally we confirmed that the increased
serum levels of those angiogenic factors cannot be attributable exclusively to an ongoing systemic
inflammatory process. We also observed significantly lower E-cadherin serum levels in patients
with superficial peritoneal and ovarian endometriosis. This observation suggests that invasive
mechanisms are not supposed to play a key role in the development of those two presentation
forms of endometriosis, suggesting, in contrast, a major role for adhesion or a more difficult
systemic release of this molecule from endometriotic cells within endometriomas, partially
isolated from blood circulation. Furthermore our results showed that the accuracy of CA 125
and CA 19-9 for the detection of endometriosis may be improved by using lower cut-off values
than those usually employed to discriminate between malignant and non-malignant pathology.
The combined results of both markers may be considered for further improvement of the test
performance.

Finally, in chapter 5 the conclusions of all the personal contribution to the investigation
on physiopathology and systemic markers of endometriosis are presented.
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