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Resumo 

 

Introdução: Endometriose é caracterizada por implante e crescimento de tecido 

endometrial fora da cavidade uterina. A fisiopatologia da endometriose pode ser 

sustentada por processos inflamatórios, estresse oxidativo e fatores imunológicos. A 

senescência celular é um processo irreversível de suspensão da proliferação celular e 

está associada a alterações imunológicas, aumento de estresse oxidativo e resistência 

à apoptose. Assim, considerando as características da endometriose, como resistência 

à apoptose, presença de fatores imunológicos e inflamatórios e estresse oxidativo, 

acreditamos que exista um acúmulo de células senescentes nas lesões de endometriose 

e que o estresse oxidativo peritoneal, possa ser uma das vias mais robustas para a 

ativação de células senescentes na lesão de endometriose. Objetivo: Comparar e 

localizar biomarcadores de células senescentes, de estresse oxidativo fenótipo secretor 

associados a senescência e proteínas das vias MAPK em lesões de endometriose 

profunda em relação ao endométrio. Métodos: Utilizamos biópsias e fluido peritoneal 

para testar a hipótese, sendo coletadas amostras de endométrio eutópico e lesão 

profunda retrocervical de 27 pacientes com endometriose. Foram coletadas biópsias 19 

pacientes sem endometriose avaliando-se marcadores de senescência, de estresse 

oxidativo, citocinas associadas ao fenótipo secretor associados a senescência e 

proteínas da via MAPK. Resultados: Encontramos maior concentração de marcadores 

de senescência, assim como um ambiente mais oxidativo nas lesões comparado ao 

endométrio eutópico de pacientes com endometriose. Observamos um aumento nas 

proteínas da via MAPK nas lesões. O aumento de marcadores de senescência, estresse 

oxidativo e da via MAPK estão relacionados com um ambiente mais inflamatório, o qual 

é um marcador de senescência nas lesões de endometriose. Conclusão: Na 

endometriose há um aumento de marcadores de senescência. Sabemos que o acúmulo 

de células senescentes prejudica a homeostase do tecido, alterando função celular e 

auxiliando na manutenção de diversas doenças crônicas. Compreender o processo de 

senescência na endometriose poderá nos auxiliar no desenvolvimento de novas terapias. 

 

Descritores: Endométrio; Senescência celular; Estresse oxidativo; Inflamação 

  



 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

Endometriose é uma doença ginecológica benigna, cujo tratamento 

definitivo ainda não foi comprovado.(1) Sua prevalência é de 10%(2) da população 

feminina em idade reprodutiva e tem como principais sintomas a dor pélvica e a 

infertilidade.(3,4) 

Muito já se investigou sobre a etiopatogênese e fisiopatogênese da 

doença, como uma forma de entender seu início e sua manutenção para que fosse 

possível traçar uma linha de tratamento mais definitiva. Atualmente, a terapêutica pode 

variar entre combinações hormonais [por ser uma doença estrogênio-dependente e 

resistente a progesterona,(5)] anti-inflamatórias [estudos comprovam aumento de 

processos inflamatórios nas pacientes(6)] e cirurgias de excisão das lesões [quando os 

tratamentos são ineficientes na mitigação dos sintomas ou há comprometimento 

anatômico severo,(7)] entre outros.  

As teorias etiopatogênicas desenvolvidas até o presente explicam, 

cada uma isoladamente, um fator associado a endometriose, mas nenhuma consegue 

esclarecer a doença e seus variados sintomas como um todo.(8) As teorias de 

surgimento da endometriose vão de sangramento uterino neonatal em consequência 

da insuficiência placentária(9) à alterações (epi)genéticas,(10) envolvendo também 

origem através de células endometriais e de outros tipos de células.  

Outra grande questão envolvendo a doença é a classificação das 

lesões, o comportamento de cada um dos tipos e também sua provável origem,(11–13) 

sendo aceito classificá-las como lesões peritoneais superficiais, lesões profundas (com 

mais de cinco mm) e endometriomas ovarianos.(14) Entretanto, encontram-se outras 

formas de classificação, tornando os estudos mais difíceis de serem comparados, por 

exemplo, em metanálise, replicados e transformados em estudos clínicos. 

Embora as teorias possam explicar o início da doença, são 

necessários outros fatores associados para que haja o desenvolvimento dos implantes 

endometrióticos e sua manutenção ao longo do tempo. São esses os trabalhos 

desenvolvidos com o intuito de estudar a fisiopatologia da endometriose. Por exemplo, 

como se dá o comportamento de cada tipo de lesão e como ocorre a manutenção da 

doença na cavidade pélvica, uma vez que já tenha ocorrido a implantação das células 

alteradas e como as lesões estão associadas a diferentes sintomas. Os estudos visam 



2 

 

entender, por exemplo, como essas células “escapam” ao sistema imune das 

pacientes,(15) como ocorre a adesão ao peritônio,(16,17) estabelecimento, 

neovascularição e angiogênese local(18,19) e o crescimento e sobrevivência contínuos 

necessários para a manutenção da endometriose.(20) Coletivamente, discute-se: 

predisposição genética,(21) dependência de estrogênio e resistência à progesterona,(22) 

inflamação(23) e, no caso do presente estudo, a senescência celular nas lesões(24) como 

fatores que auxiliam na manutenção da endometriose. 

Questiona-se a relação que possa existir entre a endometriose e 

alterações da microbiota das pacientes,(25) assim como a ligação entre alterações 

imunológicas e o aparecimento de dor pélvica e também infertilidade.(26) Outro fator 

importante, que será discutido com mais detalhes, é o estresse oxidativo na 

endometriose.(27) Sabe-se que tanto o fluido peritoneal,(28) quanto o fluido folicular 

ovariano(29) e o soro(30) de pacientes com endometriose apresentam maiores 

concentrações de espécies reativas de oxigênio, diminuição da atividade antioxidante 

e, portanto, um aumento do estresse oxidativo local.(31) Apesar de haver associação 

entre estresse oxidativo e endometriose, não foi possível ainda estabelecer um 

tratamento baseado em antioxidantes ou tampouco concluir se o estresse oxidativo é 

causa ou consequência da doença.(32) 

Nosso trabalho pretende incluir no rol de fatores associados à 

manutenção da endometriose, a presença de células senescentes como uma forma de 

sustentação das lesões profundas.(24) A senescência celular é capaz de paralisar a 

replicação celular e manter a célula viva e ativa por tempo indeterminado em uma 

condição distinta da qual ela foi originalmente proposta.(33) Os meios pelo quais as 

células entram em senescência podem ser distintos e a sua presença nem sempre 

indica uma doença.(34) Portanto, para esclarecer a relação entre endometriose, estresse 

oxidativo e senescência celular iremos aprofundar em alguns tópicos, através de uma 

revisão de literatura. Acreditamos que, desta forma será possível então, o entendimento 

da doença, o envolvimento do estresse oxidativo na endometriose e porque 

acreditamos que a senescência celular, como consequência do aumento do estresse 

oxidativo, poderia auxiliar na manutenção da doença e, dessa forma, sermos capazes 

de propor uma nova linha de tratamento.  
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1.1 Objetivos 

 

 

1. Verificar a presença de marcadores de células senescentes em 

lesões de endometriose profunda e comparar ao endométrio da mesma paciente; 

comparar os marcadores de células senescentes do endométrio de mulheres com e 

sem endometriose;  

2. Avaliar o estresse oxidativo (antioxidantes, danos celulares, 

marcadores de estresse oxidativo) na lesão de endometriose profunda, endométrio e 

no fluido peritoneal de pacientes com e sem endometriose; 

3. Avaliar a presença de citocinas, quimiocinas e fatores de 

crescimento que compõem o fenótipo secretor associado a senescência tanto no fluido 

peritoneal quanto nos tecidos de pacientes com endometriose; 

4. Avaliar se há relação entre as proteínas biomarcadores de 

senescência e os marcadores de estresse oxidativo;  

5. Avaliar se há relação entre as proteínas biomarcadores de 

senescência e os marcadores de fenótipo secretor associado à senescência;  

6. Avaliar se há relação entre os marcadores de estresse oxidativo e 

os de fenótipo secretor associado à senescência; 

7. Colocalizar os marcadores de senescência celular com os 

compartimentos celulares específicos;  

8. Avaliar as principais proteínas das vias MAPK na lesão de 

endometriose profunda e no endométrio de pacientes com e sem endometriose;  

9. Avaliar o dano ao DNA nos tecidos (endométrio e lesão de 

endometriose profunda) e fluido peritoneal de paciente com e sem endometriose. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA  

 

2.1 Definição, impacto, quadro clínico e etipatogênese da endometriose 

 

A definição básica da endometriose é a presença de implantes e 

crescimento de tecido histologicamente semelhante ao endométrio (presença de 

glândulas e/ou estroma) fora do útero, estando estes em sua grande maioria, mas não 

exclusivamente, na cavidade peritoneal.(12,27,35) O tecido que nos referimos 

anteriormente é usualmente chamado de endométrio ectópico ou lesão endometriótica. 

Para fins de entendimento do texto, trataremos daqui para frente como lesão. 

A acurada prevalência da endometriose ainda é incerta. Estudos 

epidemiológicos mostram uma prevalência média de 10% da endometriose na 

população pré-menopausa,(36,37) além de ser uma das maiores causas ginecológicas 

de admissões hospitalares.(38,39) Taxas de prevalência de 2 a 4% em pacientes 

assintomáticas (ligadura de trompas), 5 a 50% em pacientes inférteis e 5 a 21% em 

pacientes com dor pélvica foram reportadas.(40) Uma revisão sistemática publicada 

recentemente demonstrou que a prevalência está entre 1 a 5% e uma incidência entre 

1,3 a 3,5%, porém apresentam metodologias de avaliação distintas e os trabalhos com 

menor risco de viés apresentavam as maiores e menores taxas de prevalência.(41) Em 

populações específicas, encontramos incidência com variação entre 0,112(42) a 

0,72%,(43) sendo que um estudo com duração de 20 anos determinou incidência de 

0,1% nos casos de endometriose diagnosticada através da visualização da lesão e 

0,06% nos casos de confirmação histopatológica.(44) 

Apesar do real número de mulheres com endometriose ainda não ter 

sido calculado,(43) extrapola-se que, em todo o mundo, o número chegue a 190 

milhões.(45) Dessa forma, se pensarmos nos custos de diagnóstico e tratamento anuais, 

que chegam a somar €10.000 em países europeus; $4.000 dólares por paciente 

segundo o sistema de saúde americano(46) e $1.8 bilhões por ano somando todos os 

gastos no Canadá,(47) juntamente com os altos índices de ausência no trabalho,(4) 

impacto na saúde física e psicológica das pacientes,(36,48,49) como pelo impacto 

socioeconômico diante de possíveis consequências na vida escolar,(50) esta doença 

pode ser considerada um problema de saúde pública(39,51,52) e merece atenção.(53,54) 
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O quadro clínico da endometriose pode estar associado à 

infertilidade, comprometimento da qualidade oocitária,(32,55,56) efeitos adversos na 

gestação,(57,58) dismenorreia, dispareunia de profundidade, dor pélvica acíclica, 

alterações do hábito intestinal e urinário.(59,60) Outros sintomas como fadiga, inchaço ou 

náusea, principalmente durante os períodos menstruais, somatização, depressão e 

ansiedade, também são observados em pacientes com endometriose quando 

comparados aos grupos de mulheres sem a doença.(49,61) A presença de quadro clínico 

sugestivo exige investigação com ressonância magnética ou ultrassonografia pélvica 

com preparo intestinal realizados por médico especialista(12) e por fim o diagnóstico 

completo se dá através da laparoscopia e análise histopatológica.(62) 

A etiopatogênese da endometriose ainda não é clara, contudo as 

teorias que circundam o surgimento das lesões vão desde influência das células 

endometriais até hipóteses em que não há uma origem celular uterina para o 

aparecimento da endometriose.(63) A teoria mais difundida, e a qual acreditamos se 

encaixar melhor na nossa hipótese de manutenção da lesão através do acúmulo de 

células senescentes, foi descrita por Sampson em 1927 e estabelece que a 

menstruação retrógrada, por meio das tubas uterinas, se associa ao aparecimento das 

lesões de endometriose na cavidade peritoneal.(64) Essa teoria é reforçada por diversos 

fatores, onde a própria menstruação retrógrada já foi constatada em 90% das mulheres 

durante o período menstrual,(65) assim como pela localização das lesões, nos ovários, 

na parte posterior da cavidade peritoneal e ligamentos úteros-sacros, o que é 

coincidente com a abertura das tubas uterinas.(64) 

 

2.2 Fisiopatogênese da endometriose 

 

A teoria de Sampson é insuficiente para explicar a etiopatogênia da 

doença, pois 10% das mulheres desenvolvem endometriose, enquanto que 90% 

possuem sinais de menstruação retrógrada, o que instigou os cientistas a procurarem 

fatores associados à manutenção e proliferação da doença.(66) Após o refluxo 

menstrual, as células endometriais que se alojaram na cavidade peritoneal sofrem 

modificações genéticas, proteicas e metabólicas para se proliferarem e diferenciarem, 

criando uma vascularização local e estabelecimento da lesão.(63,67) A geração da lesão 

depende de processos de migração, implantação, proliferação e invasão celular. Neste 
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contexto, alterações celulares (aumento da expressão de receptores de estrógeno; 

alteração na liberação de citocinas e interleucinas; adesão celular; etc.) e do ciclo 

celular (aumento dos níveis de proliferação celular e resistência a apoptose) são 

observadas.(45) Essas mudanças no comportamento celular surgem como os principais 

mecanismos responsáveis pelo desenvolvimento da endometriose.(68) 

Foi observado menor potencial apoptótico mas também menor 

índice proliferativa em células da lesão em comparação ao endométrio, indicando maior 

sobrevivência das células ectópicas na cavidade peritoneal.(69) Além disso, a 

fisiopatologia da endometriose pode ser sustentada por outros fatores como 

predisposição genética, alterações hormonais, como a resistência à progesterona, 

dependência de estrogênio, processos inflamatórios, angiogênicos, vascularigênicos, 

estresse oxidativo, resistência à apoptose e fatores imunológicos.(63,70) 

Atualmente, é aceito que o estresse oxidativo esteja implicado na 

fisiopatologia da endometriose,(71) causando uma resposta inflamatória na cavidade 

peritoneal,(72,73) no fluido folicular(74) e alguns autores também demonstram diferenças 

sistêmicas entre pacientes com e sem endometriose.(30)  

A presença de células semelhantes ao endométrio na cavidade 

peritoneal também está associada ao aumento de fatores inflamatórios e alterações 

imunológicas.(75) Nesse processo, estão envolvidas atividades como aumento da 

capacidade angiogênica(19,76) influenciada por citocinas e fatores de crescimento, como 

fator de crescimento transformador, interleucina-8, interleucina-1, fator de necrose 

tumoral e interferon-gama,(77) capacidade proliferativa(78) e recrutamento de células do 

sistema imune como macrófagos,(79) células natural killer (NK)(80) e neutrófilos.(81) 

Por ser uma doença inflamatória crônica, a inflamação desempenha 

um papel fundamental na manutenção da endometriose no controle da sobrevivência, 

proliferação ou apoptose celular, e manutenção das respostas celulares. O ambiente 

influencia os receptores de membrana e quinases intracelulares que atuam como 

moduladores inflamatórios e são regulados por diversas vias de sinalização: fator 

nuclear kappa-B (NF-kB), Janus Kinase/Transdutores de sinal e ativadores de 

transcrição (JAK/STAT) e através das vias proteína quinase ativada por mitógeno 

(MAPK), que está desregulada nas lesões.(82) 
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2.2.1 Fisiopatogênese do estresse oxidativo na endometriose 

 

Há na literatura científica diversos estudos com o intuito de encontrar 

algum marcador sanguíneo para o diagnóstico da endometriose, entretanto não há, 

ainda, um que se destaque e que possa ser utilizado como diagnóstico. O que se sabe 

é que existem diferenças entre o comportamento dessas moléculas em mulheres com 

e sem endometriose.(83) Da mesma forma, já foi demonstrado o aumento do estresse 

oxidativo no fluido folicular(55,56,84) e também no fluido peritoneal,(32,85) estando estes 

associados ao desenvolvimento anormal de oócitos, causando danos ao DNA, 

citoesqueleto e membrana celular, o que resultaria em menor qualidade dos oócitos e 

futuramente embriões, levando a uma infertilidade associada à endometriose.  

O aumento do número de macrófagos na cavidade peritoneal parece 

também estar relacionado como indutor potencial de estresse oxidativo.(86–88) 

Realmente, a concentração peritoneal de macrófagos parece ser maior em mulheres 

com endometriose, lembrando que os macrófagos são responsáveis por liberarem 

prostaglandinas (que auxiliam na manutenção da dor nessas pacientes), citocinas, 

fatores de crescimento e outras enzimas.(79) 

Na cavidade peritoneal, o estresse oxidativo parece agir levando ao 

dano oxidativo macromolecular, lesão tecidual, inflamação crônica,(28,89,90) e regulando 

a expressão de genes que codificam imunorreguladores, citocinas e moléculas de 

adesão celular. Esse processo é facilitador da angiogênese e vascularigênese, adesão, 

proliferação e invasão celular das lesões de endometriose na cavidade peritoneal,(73) 

assim como promotor de danos à proteínas, lipídeos e às membranas celulares, 

causando fragmentação do DNA, apoptose ou à senescência(28,33,73,88,91,92) através da 

ativação das vias da MAPK. Trabalhos sugerem a relação entre o estresse oxidativo, a 

via MAPK e a regulação do ciclo celular.(93,94)  

 

2.2.2 Fisiopatogênese da inflamação mediada pelas vias MAPK na endometriose 

 

As vias MAPK permitem respostas coordenadas a diversos 

estímulos, orquestrando genes de transcrição, síntese de proteínas, apoptose, 

diferenciação e ciclo celular e podem ser subdivididas em três principais vias 

controladas downstream pelas MAPKs: Extracellular signal-regulated kinases (ERK), 
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p38, e c‐Jun NH2‐terminal kinase (JNK)(93) (Figura 1). A ativação das MAPKs pode 

ocorrer por diversos estímulos extracelulares. A ERK é predominantemente ativada por 

inflamação e fatores de crescimento, sendo também ativadas por estresse oxidativo e 

alterações hormonais. A JNK e p38 são majoritariamente ativadas por estresse e 

citocinas inflamatórias.(95) Uma vez ativada, as MAPKs iniciam uma resposta celular por 

meio de fatores de transcrição nuclear, como transdutor de sinal e ativador de 

transcrição 1 (STAT1), fator de transcrição nuclear (CREB), fator de transcrição ativador 

2 (ATF-2), e c-Jun que em combinação com c-fos formam a proteína ativadora 1 (AP-

1) e p53.(95) Na endometriose, estudos mostram uma desregulação nas vias MAPK,(96,97) 

sendo através da ERK,(98) da p38(99) ou JNK.(100) 

A ativação das vias MAPK seguem uma tripla cascata de eventos 

que culminam com a ativação dos fatores de transcrição nucleares descritos acima. Na 

figura 1 podemos observar resumidamente as principais proteínas envolvidas na 

cascata de eventos das vias MAPK na endometriose. Os receptores da membrana 

celular (receptor tirosina quinase; receptor toll-like; receptores de citocinas) são 

estimulados por fatores extracelulares (citocinas inflamatórias, espécies reativas de 

oxigênio e fatores de crescimento). Após a excitação, esses receptores estimulam as 

moléculas de sinalização MAP3K (Raf; TAK1; ASK; etc.), que transmitem o sinal para 

as MAP2K (MEK1-7). Após a fosforilação das MAP2K, estas ativam as MAPKs 

(ERK1/2; p38; JNK). As MAPKs translocam-se ao núcleo celular onde se ligarão aos 

fatores de transcrição (c-Jun; ATF2; STAT1, AP1, etc.) dando início a possíveis 

alterações gênicas, tanto na ativação quanto no bloqueio de genes responsáveis por 

síntese de proteínas, diferenciação e controle do ciclo celular, como proliferação, 

apoptose e senescência.  

As vias de sinalização MAPK podem possuir formas distintas de 

atuação na resposta inflamatória da endometriose.(97) A via mediada por ERK, está 

envolvida ao crescimento, proliferação e sobrevivência celular.(96,98) A MAPK p38, tem 

um papel central e crítico na regulação de várias doenças imunológicas e está 

associada a inflamação, crescimento celular, diferenciação e morte celular.(99) Por fim, 

a via de sinalização JNK, uma via de ativação por estresse celular, é reguladora da 

proliferação celular e apoptose.(100) Todas essas características estão presentes na 

endometriose, o que faz da via MAPK um alvo a ser investigado.  
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Via MAPK na endometriose. Principais proteínas envolvidas na ativação da via. MAP3K: proteínas 
quinases ativadas por mitógeno; MAP2K: proteínas quinases ativada por mitógeno; MAPK: proteína 
quinase ativada por mitógeno; Ras: tirosina quinases associadas às pequenas proteínas guanosina 
trifosfato (GTPases); Raf: quinase específica para Ser/Thr; MEK: quinase ativadora da MAP quinase; 
ERK: quinase extracelular regulada por sinal (MAPK); TAK: proteínas quinases ativada por mitógeno 
(MAP3K); ASK: proteína quinase ativada por mitógeno (MAP3K); MLK: proteína quinase ativada por 
mitógeno (MAP2K), p38, JNK proteína quinase ativada por mitógeno (MAPK), c-Jun:, AP1: proteína 
ativadora, ATF-2: fator de transcrição ativador, NF-kB: fator nuclear kappa beta, STAT1: transdutor de 
sinal e ativador da transcrição.  
Fonte: McKinnon BD, Kocbek V, Nirgianakis K, Bersinger NA, Mueller MD. Kinase signalling pathways in 
endometriosis: potential targets for non-hormonal therapeutics. Hum Reprod Update. 2016;22(3):382–

403.(95) 
Figura 1. Esquema das vias MAPK 

 

2.3 Senescência celular  

 

A senescência é um processo irreversível de suspensão da 

proliferação celular, que ocorre em todas as células somáticas dos organismos 

multicelulares e leva a célula ao final do seu potencial de divisão, impossibilitando-a de 

replicar seu DNA.(101) Entretanto, em estado de senescência a célula permanece ativa 

por tempo indeterminado, tendo vida longa, e com isso mantém a síntese de 

metabólitos funcional, fenômeno conhecido como fenótipo secretor associado à 

senescência (SASP – senescence-associated secretory phenotype).(33,101) Essas 
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células secretam fatores de crescimento, componentes da matriz extracelular e 

citocinas inflamatórias, além de serem resistentes à apoptose, tendo vida 

longa.(34,102,103) 

O estado de senescência é considerado uma barreira natural contra 

proliferação descontrolada de uma célula danificada, protegendo o organismo contra 

aparecimento e crescimento de tumores e doenças, reparando células danificadas.(33) 

Por outro lado, o processo cumulativo de senescência está associado à perda das 

funções das células afetadas, contribuindo para a perda de função do tecido.(103,104) 

Há diversos mecanismos associados ao surgimento de células 

senescentes no organismo, como diminuição do tamanho dos telômeros, exposição à 

irradiação de raios ultra violeta A e B, estresse oxidativo, danos ao DNA, super 

expressão de oncogênes, ruptura da heterocromatina, disfunção de mitocôndrias, 

alterações ambientais e nutricionais e condições patológicas.(101,105) 

Na cultura celular é possível observar a senescência replicativa, 

fenômeno que ocorre após determinado número de divisões celulares em 

consequência da diminuição do comprimento dos telômeros (processo natural de toda 

divisão celular) e também por instabilidade genômica. Outros fenômenos estão 

relacionados com a ativação das vias de controle do ciclo celular,(33,106–109) entretanto, 

a senescência celular causada por outros fatores que não o encurtamento dos 

telômeros é frequentemente chamada senescência induzida por estresse ou 

senescência prematura, e tem como um dos caminhos a via p16INK4A/Rb, conforme 

quadro explicativo na figura 2.  

As células senescentes possuem características distintas como 

morfologia mais alargada e achatada, presença de vacúolos, muitas vezes 

multinucleação e expressão gênica diferenciada da β-galactosidase associada à 

senescência (SA-β-gal).(110,111) Existem atualmente vários biomarcadores utilizados 

para a detecção de células senescentes em um determinado tecido, tanto in vitro, 

quanto in vivo, como p16Ink4a, p21, p38, SA-b-gal, Lamin b1.(112–114) Contudo, não se 

pode aferir a caracterização das células senescentes a apenas um marcador 

específico, sendo que as diversas características e marcadores utilizados em conjunto 

formam uma boa ferramenta para localização dessas células.(114) 
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Esquema das vias de senescência celular. ROS: espécies reativas de oxigênio; SASP: fenótipo 
secretor associado à senescência; MAPK: proteíno-quinases ativadas por mitógenos; ARF: 
proteína inibidora do ciclo celular; RAS, MYC e PI3K: oncogênes; RB: proteína do retinoblastoma; 
CDK: quinase dependente de ciclina; DDR: Resposta ao Dano de DNA (Damage DNA 
Response). 
Fonte: Muñoz-Espín D, Serrano M. Cellular senescence: from physiology to pathology. Nat Rev 

Mol Cell Biol. 2014;15(7):482-96.(33) 

Figura 2. Esquema das vias de senescência celular 

 

O ciclo celular é composto por quatro fases (G1, S, G2 e M) e a 

transição entre as fases é controlada por ciclinas-quinase dependente de ciclinas 

(CDKs). Existem pontos de verificação entre as fases, que não apenas regulam o ciclo 

celular, mas também garantem que a fase anterior foi plenamente finalizada. Na 

regulação do ciclo celular, os eventos que ocorrem no ponto de restrição G1/S são vitais 

para a manutenção da proliferação e diferenciação celular, pois podem dar sequência 

à replicação celular ou à parada do ciclo. O evento de transição entre a fase G1 e a 

fase S depende da atividade do complexo ciclina D1-CDK4/6, que induz a fosforilação 

da proteína retinoblastoma (Rb) e com isso a liberação do fator de transcrição E2F, que 

está normalmente associado ao Rb, dando início a progressão de G1 para S.(115) 

Existem mecanismos de inibição das CDKs, compostos pelas 

famílias de inibidores Cip/Kip e INK4, responsáveis pela atividade anti-proliferativa que 
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causa a parada do ciclo celular. Os membros da família Cip/Kip, incluem p21, p27 e 

p57 e os membros da família INK4 incluem p15, p16Ink4a, p18 e p19. A atividade de 

p16Ink4a regula negativamente a progressão do ciclo celular e leva à parada na fase G1. 

A proteína p16Ink4a compete com a ciclina D1, formando um complexo p16-CKD4 

inativo, causando interrupção transitória ou duradoura do ciclo celular G1, que em 

determinadas situações pode culminar com a interrupção total do ciclo celular ou 

senescência.(115,116) 

 

2.3.1 Biomarcadores de senescência 

 

Biomarcadores da regulação do ciclo celular são genes e proteínas 

envolvidas na ativação de vias de proliferação, apoptose e senescência. Na 

senescência, as vias de ação comportam as proteínas, p16Ink4a e p53/p21, que são 

supressoras de tumores e essenciais para a manutenção da senescência.(117) Vimos 

em estudo piloto, com marcadores histológicos, que a proteína p21 não é expressa ou 

sua atividade está reduzida em tecidos de endometriose e endométrio de pacientes 

com e sem endometriose, entretanto a proteína p16Ink4a está presente em tecidos de 

pacientes com e sem endometriose.(24) 

 

2.3.2 p16Ink4a 

 

O gene p16 Ink4a e sua proteína tem um papel crítico no controle de 

envelhecimento, na regulação da senescência celular, detecção e manutenção de 

danos ao DNA, sendo um potente inibidor da proliferação celular. O mecanismo 

molecular por trás desses eventos envolve o controle das vias pRB e p53. Já foi 

demonstrado que o p16Ink4a está mais expresso em células senescentes de fibroblastos 

humanos cultivados in vitro e que essa maior expressão pode estar associada à 

manutenção da senescência celular. Existe maior expressão de p16Ink4a em ratos 

adultos quando comparados a ratos jovens, assim como em humanos, sendo o p16Ink4a 

um ótimo biomarcador para envelhecimento.(118) 
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2.3.3 Lamin b1 

 

Lamin b1 é uma proteína encontrada na membrana nuclear de todas 

as células.(119) Ela está associada à manutenção da estruturação da membrana nuclear, 

além de participar de outros processos do ciclo celular como replicação de DNA e 

organização da cromatina.(120) Na literatura associaram baixos níveis de Lamin b1 com 

a síndrome prematura de envelhecimento Hutchinson-Gilford.(121) A literatura não indica 

uma causa ou consequência da depleção de Lamin b1 à senescência celular, porém 

observa-se que células senescentes apresentam baixos níveis de tais proteínas.(122,123) 

Após irradiação de camundongos, foram encontradas mais células em senescência e 

que as concentrações de Lamin b1 diminuíam inversamente ao aumento do número de 

células definidas como senescentes.(124) 

 

2.3.4 IL-1β 

 

A interleucina-1 e a IL-1 são componentes reconhecidos do 

SASP,(125) sendo consideradas as principais proteínas precursoras que se ligam ao IL-

1R1. As IL-1 e - ativadas iniciam uma cascata de sinalização que leva à translocação 

nuclear do fator de transcrição NF-κ, induzindo inúmeros efeitos de imunidade, como 

produção e secreção de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento, regulação 

positiva de moléculas de adesão, aumento na permeabilidade vascular e proliferação 

de células T efetoras na presença de células T reguladoras.(126,127) Embora a IL-1 seja 

um componente secundário do SASP, é responsável por iniciar uma cascata de eventos 

que leva à secreção de IL-6 e IL-8, ambos componentes principais do SASP.(128) Foi 

demonstrado aumento de IL-1 em fibroblastos senescentes de camundongos ao 

mesmo tempo da ativação da via p38/MAPK.(129) 

A persistência das células ectópicas endometriais na cavidade 

peritoneal de mulheres com endometriose pode ser associada a um menor potencial 

apoptótico e menor índice proliferativo em comparação ao endométrio dessas 

pacientes, indicativo de adesão, proliferação, invasão e sobrevivência dessas células, 

culminando com a manutenção das lesões. Acreditamos que esse processo possa 
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estar relacionado com nossa hipótese de aumento de senescência nas lesões de 

endometriose em comparação ao endométrio.  

A senescência celular é um processo irreversível de suspensão da 

proliferação celular, responsável pelo controle do crescimento celular desenfreado, 

assim como uma das vias de reparo celular. Células senescentes são resistentes à 

apoptose e se mantêm ativas sintetizando metabólitos, como citocinas inflamatórias, 

fatores de crescimento, quimiocinas e metaloproteinases, recrutando células do 

sistema imune para o local afetado assim como desencadeando eventos como o 

estresse oxidativo. Tais metabólitos e eventos têm o potencial de gerar um feedback 

positivo e ativar vias, como a MAPK, cujas respostas são inflamação e senescência.  

Altos níveis de citocinas pró inflamatórias, espécies reativas de 

oxigênio e fatores de crescimento, tais como TNF-A IL-1 e IL-6 e marcadores pró 

inflamatórios foram dosados em mulheres com endometriose, concentrações diferentes 

daquelas encontradas nas pacientes sem a doença.  

Dessa forma, considerando as características da endometriose, 

como crescimento de tecido ectópico (lesões) na cavidade peritoneal, células 

resistentes à apoptose, presença de fatores angiogênicos, imunológicos e 

inflamatórios, altas concentrações de espécies reativas de oxigênio e citocinas 

inflamatórias, postulamos que exista um acúmulo de células senescentes nas lesões 

de endometriose e que o estresse oxidativo pode ser uma das vias mais robustas para 

a ativação das vias de senescência na lesão.  

Proteínas associadas à senescência, como o p16Ink4a e IL-1, 

estariam regulando positivamente o bloqueio do ciclo celular, o que favoreceria a 

manutenção e progressão da doença. Tal situação ajudaria na manutenção de um 

microambiente inflamatório através do fenótipo secretor associado a senescência 

(SASP) e das espécies reativas de oxigênio, induzindo o estabelecimento de mais 

células senescentes nas lesões endometrióticas e, portanto, dificultando o processo de 

apoptose local.  

A concentração de células senescentes nas lesões foi comparada 

ao endométrio de mulheres com endometriose. Da mesma forma, avaliamos os 

resultados encontrados no endométrio de mulheres com endometriose comparado ao 

de mulheres sem endometriose, já que se supõe que haja maior número de células 

senescentes no endométrio de pacientes com endometriose quando comparado ao 

endométrio de mulheres sem a doença. Assim, caso haja maiores concentrações de 
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células senescentes nos tecidos de endometriose, estes poderiam ser influenciados 

pelos fatores pró inflamatórios secretados no fluido peritoneal e também do 

microambiente pró inflamatório e pró oxidativo das lesões. 

Também propomos neste estudo, colocalizar marcadores de células 

senescentes em células epiteliais glandulares, tanto de lesão como de endométrio de 

mulheres com endometriose para verificar se há diferença no padrão de marcação de 

proteínas relacionadas com a senescência. Analisaremos também o equilíbrio redox 

nas células endometrióticas para avaliar o aumento do estresse oxidativo que seria um 

dos gatilhos de ativação da via MAPK, responsável pela senescência celular.  

A hipótese do trabalho que há presença de maiores concentrações 

de marcadores de senescência tanto na lesão quanto no endométrio. Acreditamos 

existir maiores concentrações de marcadores de senescência nas células estromais de 

lesões de endometriose em relação ao endométrio da mesma paciente, assim como 

uma concentração maior no endométrio de mulheres com a doença quando comparado 

ao endométrio de mulheres sem e que o SASP, estresse oxidativo assim como as vias 

MAPK estariam aumentadas em pacientes com endometriose.  

 

2.4 Aplicabilidade 

 

Após avaliação do estresse oxidativo, citocinas, proteínas da via 

MAPK e a presença de biomarcadores de células senescentes nas lesões de pacientes 

com endometriose, novas abordagens de controle à endometriose podem ser 

propostas, direcionadas a novos alvos terapêuticos assim como a fisiopatologia da 

doença. 
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3 MÉTODOS 

 

3.1 Local do estudo e considerações éticas  

 

Este estudo, desenvolvido entre julho de 2016 a novembro de 2021, 

faz parte do Programa de Saúde da Mulher do Hospital Israelita Albert Einstein e foi 

realizado no Laboratório Experimental do Instituto de Ensino e Pesquisa do Hospital 

Israelita Albert Einstein. O estudo foi aprovado pelo Sistema de Gerenciamento de 

Pesquisa e Projeto (2650-16), possui Certificado de Apresentação de Apreciação Ética 

(CAAE 56229916.9.0000.007) e teve apoio da Fundação de Amparo à Pesquisa do 

Estado de São Paulo (FAPESP - 2018/11042-0). As pacientes foram triadas por um 

único cirurgião ginecologista (SP) e divididas em dois grupos, com e sem endometriose. 

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foi entregue para todas as 

pacientes e o material foi coletado após a assinatura do mesmo. A coleta das amostras 

respeitou os princípios éticos, práticos e de biossegurança estipulados pelo Ministério 

da Saúde e pelas Comissões de Ética em Pesquisa com Seres Humanos do Hospital 

Israelita Albert Einstein, mencionadas acima. As coletas respeitaram os protocolos 

técnicos dos hospitais e dos médicos envolvidos. 

 

3.2 Cálculo da amostra 

 

Por tratar-se de um estudo inédito, este trabalho teve como base um 

estudo piloto transversal exploratório.(24) O número de pacientes para os experimentos 

de imunoistoquímica foi estimado para obtermos diferença a ser detectada de 7,88%, 

desvio padrão de 5,6%, nível de significância de 5% com poder de teste de 85%. Para 

as demais avaliações e experimentos foram utilizadas as amostras biológicas restantes 

para as análises, sendo então um estudo prospectivo exploratório. Para as avaliações 

de imunoistoquímica, o número determinado foi de 18 pacientes por grupo 

(endometriose e controle). O número de amostras de fluido peritoneal coletados variou 

de acordo com a disponibilidade do mesmo em cada cirurgia, considerando que nem 

sempre há acúmulo de fluido no fundo de saco de Douglas ou o mesmo pode estar 

contaminado com sangue.(130)  
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3.3 Critérios de inclusão e exclusão 

 

Foram consideradas para este estudo pacientes submetidas à 

videolaparoscopia cirúrgica. Para o grupo com endometriose foram consideradas 

pacientes que obtiveram o diagnóstico histológico comprovado de endometriose e para 

o grupo controle, a confirmação da ausência de focos de endometriose no momento do 

procedimento cirúrgico. 

Os critérios de inclusão para ambos os grupos foram: idade entre 18 

e 50 anos; ciclos menstruais eumenorréicos com o intervalo entre os ciclos variando de 

24 a 35 dias(131) não utilização de terapêutica hormonal nos seis meses que 

antecederem a cirurgia, incluindo análogos de GnRH, progestagênios e contraceptivos 

hormonais orais. 

Foram excluídas do estudo pacientes que apresentaram um ou mais 

dos seguintes critérios nos últimos três meses que antecederam a laparoscopia: 

fumantes; presença de hidrossalpinge e pólipos endometriais; diabetes mellitus ou 

outras endocrinopatias, como hipotireoidismo; doenças cardiovasculares; dislipidemia; 

lúpus eritematoso sistêmico ou outra doença reumatológica; e doenças oncológicas. O 

uso crônico de anti-inflamatório foi descartado.  

A tabela 1 mostra os dados demográficos das pacientes deste 

estudo, a descrição do IMC, da idade das pacientes por fase de ciclo (secretora e 

proliferativa) e grupo (controle e endometriose). Importante frisar neste momento, que 

as avaliações de todas as medidas levaram em consideração o grupo em que a 

paciente pertencia, sendo 19 pacientes no grupo controle e 27 no grupo endometriose, 

e também a fase do ciclo menstrual em que elas se encontravam no momento da 

cirurgia, sendo 21 pacientes na fase secretora e 25 na fase proliferativa, dentre as com 

endometriose, e 9 na fase secretora e 10 na fase proliferativa dentre as sem a doença. 

As informações das características sintomatológicas podem ser vistas na tabela 2. 

Foram coletadas para este trabalho lesões retrocervicais, entretanto durante as 

cirurgias as pacientes possuíam outros tipos de lesões concomitantes, que estão 

listadas na tabela 3. 
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Tabela 1. Caracterização demográfica geral da amostra utilizada para todos os experimentos 

Características 
demográficas 

Controle  
(n=19) 

Endometriose 
(n=27) 

Secretora 
(n=9) 

Proliferativa 
(n=10) 

Secretora 
(n=12) 

Proliferativa 
(n=15) 

Idade (anos) 41,7 (38,7; 44,9) 38,9 (36,1; 42,0) 35,8 (33,2; 38,5) 35,5 (33,2; 38,0) 
     
IMC (kg/m²) 29,0 (26,4; 31,7) 24,0 (22,0; 26,2) 23,4 (21,6; 25,3) 22,2 (20,7; 23,9) 

IMC: índice de massa corpórea. Dados expressos por valores médios estimados e intervalos 
de confiança de 95%. 
 

Tabela 2. Dados fenotípicos das pacientes selecionadas 

Sintoma 
Endometriose 

n (%) 
Controle 

n (%) 

Dismenorreia  24 (89) 11 (56) 

Dor pélvica acíclica  14 (52) 4 (19) 

Dispareunia  20 (74) 4 (19) 

Sintomas intestinais  18 (67) 0 (0) 

Sintomas urinários  3 (11) 0 (0) 

Infertilidade  0 (0) 1 (6) 

Sintomas relatados nas pacientes com endometriose e sem 
endometriose. Uma paciente pode apresentar mais que um tipo de 
sintoma. 

 
Tabela 3. Tipos de lesões encontradas nas cirurgias 

Tipo de lesão 
Total 
n (%) 

Diafragma 1 (4) 

Endometrioma 12 (44) 

Peritoneal superficial 19 (70) 

Periureteral 3 (11) 

Retossigmoide 11 (41) 

Retrocervical 27 (100) 

Vagina 15 (56) 

Total de lesões encontradas nas pacientes com 
endometriose: as lesões utilizadas para este estudo 
foram as retrocervicais. Uma paciente pode 
apresentar mais que um tipo de lesão. As lesões 
retossigmoides são representadas pela soma das 
lesões intestinais, de reto e no retossigmoide. N=27. 

 

3.4 Dinâmica do estudo 

 

As pacientes do grupo com endometriose foram submetidas à 

investigação para dor pélvica por meio de anamnese, exame físico e ultrassonografia 

pélvica e transvaginal com preparo intestinal. Das pacientes avaliadas, aquelas que, 

após tratamento clínico não apresentaram resultados satisfatórios de melhora do 

quadro clínico e mantiveram queixa de dismenorreia, dispareunia de profundidade, dor 

pélvica crônica e/ou alterações intestinais cíclicas, associado à ultrassonografia 
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indicando a presença de lesões de endometriose profunda, foram encaminhadas para 

videolaparoscopia. As pacientes submetidas à videolaparoscopia para ressecção das 

lesões de endometriose profunda, incluindo lesões retrocervicais e nódulos de parede 

intestinal, seguiram a rotina habitual do serviço. Dentro da rotina, as amostras foram 

encaminhadas ao Setor de Anatomia Patológica para avaliação da lesão de 

endometriose profunda e uma parte da amostra foi selecionada para a presente 

pesquisa. O fluido peritoneal presente em fundo de saco anterior e/ou posterior foi 

coletado no início da cirurgia para evitar contaminação por sangue. Durante a cirurgia 

e com o resultado anatomopatológico confirmando a presença ou não da doença, a 

paciente foi incluída para o grupo de estudo. O endométrio foi coletado logo após o 

posicionamento da paciente para o procedimento cirúrgico, utilizando-se cureta de 

Recamier. 

Para o grupo controle foram selecionadas mulheres submetidas à 

cirurgia laparoscópica cuja visualização da cavidade peritoneal comprovou a ausência 

de focos de endometriose. Dentre esses procedimentos, foram incluídas cirurgias para 

miomectomia e investigação de dor pélvica, cumprindo todos os critérios de inclusão e 

exclusão determinados nesse estudo. As amostras de fluido peritoneal e endométrio 

foram coletadas de forma idêntica à descrita para as pacientes com endometriose. 

As amostras de fluido peritoneal, endométrio e lesão de 

endometriose profunda coletadas de todas as pacientes, foram enviadas ao laboratório 

de pesquisa experimental do Hospital Israelita Albert Einstein e armazenados conforme 

descrição metodológica abaixo (Figura 3). 

A presença de marcadores de senescência foi avaliada em vários 

níveis, comparando-se biomarcadores de células senescentes por imunoflorescência 

para p16 Ink4a e Lamin b1 e imunoistoquímica para Lamin b1, p16Ink4a, IL-1 β nos tecidos 

(endométrio controle, endométrio de paciente com endometriose e lesão de 

endometriose profunda). O equilíbrio redox foi avaliado tanto nos tecidos quanto no 

fluido peritoneal nas fases: 

1. Geração de espécies reativas, através do total de hidroperóxidos 

oxidação férrica (FOX – ferrous oxidation); 

2. Fase intermediária, onde ocorre a resposta antioxidante glutationa 

reduzida (GSH) e glutationa oxidada (GSSG); 
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3. O dano oxidativo em lipídeos (malondialdeído), proteína 

(imunoistoquímica γ-H2AX e carbonil) e DNA [8-hidroxi-2'-desoxiguanosina (8OHdG – 

8-hydroxy-2'-deoxyguanosine)]. 

As espécies reativas de oxigênio e de antioxidantes foram 

quantificadas por espectrofotometria através do cálculo de absorbância. As amostras 

de fluido peritoneal e tecidos foram avaliados quanto ao fenótipo secretor associado a 

senescência (SASP) por Luminex MagPix.  

Em um segundo momento, foi avaliada a detecção da via MAPK por 

Luminex MagPix e kit de fosforilação para os seguintes marcadores: MAPK:ERK 1 e 2, 

JNK 1 e 3, p-38MAPK, MAP2K: MEK1, MSK1, HSP27 e os fatores de transcrição ATF-

2, c-Jun, p53 e STAT1.  

 

 
Esquema da organização dos experimentos laboratoriais. SASP: 
fenótipo secretor associado à senescência; MAPK: proteíno-
quinases ativadas por mitógenos; FOX: oxidação férrica (ferrous 
oxidation); GSH: glutationa reduzida; IL: Interleucina; GSSG: 
glutationa oxidada; MDA: malondialdeído; H2AX: proteína histona 
da família H2A; 8OHdG: 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina (8-hydroxy-
2’-deoxyguanosine).  
Figura 3. Dinâmica laboratorial 

 

3.5 Procedimentos laboratoriais 

 

Para esclarecimento das nomenclaturas a seguir, deve-se 

considerar que endométrio controle (ou somente controle) se refere ao endométrio de 

pacientes sem endometriose; endométrio eutópico (ou somente eutópico) se refere ao 
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endométrio de pacientes com endometriose; e lesão se refere às lesões profundas de 

pacientes com endometriose. 

 

3.5.1 Transporte e armazenamento das amostras 

 

As biópsias obtidas do endométrio eutópico e da lesão, foram 

imediatamente imersas em gelo durante a cirurgia. No laboratório experimental do 

Hospital Israelita Albert Einstein as amostras foram separadas entre os experimentos 

de histologia e estresse oxidativo + citocinas. As amostras separadas para análise 

histológica foram emblocadas em OCT Tissue Tek (TissueTek® O.C.T., Sakura), 

enquanto o restante do material foi conservado em criotubo seco. Ambos foram 

congelados e mantidos em freezer a -80°C até a realização dos experimentos. O fluido 

peritoneal foi coletado em tubo tipo falcon cônico (15mL) estéril e mantido em gelo até 

o final da cirurgia. No laboratório experimental o fluído foi centrifugado durante 10 

minutos a 10.000rpm e o sobrenadante selecionado, aliquotado em amostras de 200µL 

e armazenado a -80°C.  

 

3.5.2 Avaliação da fase do ciclo menstrual  

 

A fase do ciclo menstrual de cada paciente foi caracterizada de 

acordo com os dias do ciclo menstrual que antecedeu a cirurgia. As fases proliferativa 

e secretora foram divididas de acordo com a data do início do ciclo menstrual fornecido 

pela paciente. Os valores de referência consideraram o padrão, fase proliferativa: 0 a 

15 dias após a última menstruação e fase secretora: 16 a 35 dias após a data da última 

menstruação. 

 

3.5.3 Homogenato do tecido para análises de estresse oxidativo, SASP e MAPK 

 

As amostras de endométrio controle, eutópico e de lesão foram 

pesadas (entre 18 e 22mg), colocadas em um Eppendorf de 1,5mL e cada pesagem 

determinada e os valores anotados para referência. Nos Eppendorfs foram adicionados 

200µL de tampão fosfato e o tecido picotado com tesoura estéril. Foram adicionados 
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mais 800µL do tampão fosfato e as amostras foram mantidas no gelo e sonicadas por 

30 segundos no Vibra-Cell™ Ultrasonic Liquid Processors (SONICS), a uma amplitude 

de 20%. Após estes procedimentos, todas as amostras foram centrifugadas a 4000rpm 

por 10 minutos a 4°C e o sobrenadante separado em alíquotas de 200µL para as futuras 

análises.  

 

3.5.4 Determinação proteica  

 

A concentração proteica do fluido peritoneal e do tecido foram 

determinados utilizando-se o kit Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific). 

Brevemente, em uma placa de 96 poços com fundo reto foi adicionado em triplicata, 

2,5µL de cada amostra de homogenato do tecido juntamente com 50µL da solução 

reagente (50 partes da solução A para 1 parte da solução B). A curva foi realizada 

seguindo a diluição recomendada pelo fabricante (diluições seriadas de concentração 

de 2000µg/mL e o ponto mínimo 0,0µg/mL) e misturada também a solução A+B. Após 

completa, a placa foi mantida a 37°C por 30 minutos. As leituras foram no equipamento 

Spectramax (Beckman Coulter DTX880 Multimode Detector) a 540nm. Os resultados 

foram expressos em µg/µL ou o total de grama pelo volume total de amostra.  

 

3.5.5 Avaliação de marcadores de pró senescência e co-localização: 

imunoistoquímica para Lamin b1, p16Ink4a, IL-1β  

 

As amostras de tecido que foram previamente preparadas e 

montadas em lâminas seguiram o mesmo protocolo descrito acima para 

imunoistoquímica. A proteína Lamin b1 foi localizada utilizando anticorpo policlonal 

Lamin b1 (H90, catalog no. sc-20682; Santa Cruz Biotechnology) com uma diluição de 

1:100; já a proteína p16Ink4a foi localizada com a utilização do anti-p16Ink4a (CINtec 

p16Ink4a Histology Ventana Roche - 805-4713) na concentração 1,0μg/mL. Avaliamos 

também a presença de IL-1β utilizando o anticorpo anti-IL-1-β [IL-1β (3A6) Mouse 

mAb#12242S Cell Signaling, Danvers, MA]. A fotomicrografia foi realizada utilizando 

um microscópio IX-51.  
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A técnica de imunoistoquímica foi realizada com o auxílio da 

Plataforma de Marcação BenchMark ULTRA IHC/ISH – Ventana Medical Systems, do 

Setor de Anatomia Patológica do Hospital Israelita Albert Einstein, que dentre suas 

vantagens estão a redução no tempo de execução da técnica, uniformização nas 

reações e economia de anticorpos. O kit utilizado para revelação do sinal da marcação 

foi o UltraView Universal DAB Detection Kit- Ventana Medical Systems que é isento de 

biotina e utiliza um método indireto para visualizar anticorpos específicos ligados a 

antígenos. No final de cada etapa, a plataforma utiliza de sucessivas lavagens com 

solução tampão à base de Tris (Reaction buffer pH 7,6), juntamente com uma solução 

de proteção Ultra Coverslip, composto por moléculas de óleos orgânicos que se 

espalham pela superfície do tampão criando uma barreira eficaz entre o tampão e o ar 

evitando a evaporação do conteúdo que está sobre a lâmina, e que ajusta o volume 

das lâminas mantendo-o constante. 

Para a análise quantitativa utilizamos o método da histometria, que 

se baseia em cortes seriados de mesma espessura (4µm) do bloco da amostra e 

análise de múltiplas imagens. Foram realizados quatro cortes seriados. Desses cortes, 

quatro imagens foram capturadas de cada corte, totalizando 16 imagens por tecido. 

Cada corte foi avaliado com relação a quantidade de marcação da proteína (em 

marrom) pelo total de área marcada, excluindo os espaços em branco da lâmina. 

Utilizamos esse critério, pois, alguns tecidos podem conter mais ou menos glândulas, 

o que aumentaria o espaço não celular em cada um dos cortes alterando a relação 

entre o total de proteína e o tecido. Utilizamos o microscópio invertido IX51 para 

visualizar, fotografar e quantificar (análise de histometria) as imagens com o software 

Cell Sens Dimension. Este programa permite-nos selecionar as áreas a serem 

quantificadas, automaticamente calculadas em µm2. Portanto, indicamos as áreas de 

proteína e as áreas a serem excluídas (em branco). 

 

3.5.6 Avaliação de marcadores de pró senescência e co-localização: 

imunofluorescência para p16Ink4a e Lamin b1 

 

Co-localização de marcadores por imunofluorescência: este método 

visa à avaliação proteica em compartimentos celulares específicos (células epiteliais 

glandulares). Lâminas com tecido previamente cortado em criostato (4µm) foram 
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incubadas com anticorpos específicos das enzimas relacionadas à senescência celular 

1:100 p16Ink4a (ab108349) e 1:50 Lamin b1 (sc-20682) juntamente com anticorpos de 

marcadores celulares: Anticorpo Anti-ecaderina (Anti-E Cadherin antibody [M168] 

[ab76055]), que marca especificamente células epiteliais (glandulares). Anticorpo Goat 

Anti-Mouse IgG H&L [(FITC) (ab6785)] e Goat Anti-Rabbit IgG H&L (Alexa Fluor® 680) 

(ab175773) foram utilizados como anticorpos secundários, 1:400. Fotomicrografia foi 

realizada utilizando um microscópio Confocal. Foram fotografados três campos 

aleatórios para cada tecido. 

 

3.5.7 Geração de espécies reativas de oxigênio 

 

A determinação do total de hidroperóxidos (FOX1) foi adaptada 

segundo metodologia descrita por Galli.(132) Nessa quantificação foram medidas as 

espécies reativas de oxigênio, tanto no fluido peritoneal, quanto nos três tecidos 

coletados (controle, eutópico e lesão). O sistema de teste FOX1 é baseado na oxidação 

do Fe+2 (íon ferroso) a Fe+3 (íon férrico) por vários tipos de peróxidos contidos nas 

amostras a serem analisadas. Na presença de xylenol orange forma-se um complexo 

colorido (xylenol orange-férrico) de cor azul púrpura, cuja absorbância pode ser 

medida.(133) Neste método foi utilizada uma substância preparada no dia da leitura (o 

reagente FOX1). A solução 1 é preparada com 7,6mg de xylenol orange (Sigma Aldrich 

– 52097-1G) e 88mg de butil-hidroxitolueno (BHT) (Sigma Aldrich – 47168) em 90mL 

de metanol (Sigma Aldrich – 322415-1L). A solução 2 é preparada com 9,8mg de sulfato 

ferroso (Sigma Aldrich – F1543) em 10mL de ácido sulfúrico (Sigma Aldrich – 339741-

100ML) 250mM (0,13mL de ácido sulfúrico em 10mL de água). As duas soluções foram 

misturadas em concentração 9:1 no momento da leitura. Para a análise foram 

adicionados 100µL de fluido peritoneal ou do respectivo homogenato de tecido, 100µL 

de água (para o branco) e 1mL da solução, que reagiram por 30 minutos ao abrigo da 

luz, à temperatura ambiente. Após este período, as amostras foram centrifugadas por 

5 minutos a 3500rpm e a absorbância do sobrenadante em 560nm. A curva foi realizada 

com peróxido de hidrogênio (H2O2) (Sigma Aldrich – 95299-1L) em concentrações de 

10 a 200µM. O resultado é expresso em nmoL/g de proteína para o tecido e µmoL/g de 

proteína para as amostras de fluido peritoneal.  
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3.5.8 Resposta antioxidante ao acúmulo de ROS intracelular: capacidade 

antioxidante em tecido 

 

As concentrações das enzimas antioxidantes intracelulares foram 

medidas através de ensaios de absorbância de GSH e GSSG. Resumidamente, o 

homogenato dos tecidos foi medido como descrito anteriormente,(134) em que grupos 

tiol reagem com o ácido ditionitrobenzóico (DTNB) (Sigma Aldrich - D8130-500MG) 

para formar um ânion com um pico máximo a 412nm (e412 = 13, 600 M−1cm−1). 

Resumidamente, uma alíquota de 25μL de homogenato de tecido foi misturada com 

1mL de tampão TRIS-EDTA (25nmoL / l TRIS-base, 20mmoL/L de EDTA, pH 8,2; 

Sigma Aldrich – T9285-100ML) e a sua absorbância medida a 412nm. A esta solução 

foram adicionados 25μL de solução estoque de DTNB (10nmoL/L em etanol absoluto; 

Sigma Aldrich – 32205-1L), seguido de incubação à temperatura ambiente por 15 

minutos e outra medida de absorbância a 412nm, com DTNB como branco.(133) A 

concentração de grupos sulfidrila foi calculada usando GSH e os resultados registrados 

como nanomoles por grama de proteína.  

 

3.5.9 Dano oxidativo em lipídeos 

 

Esta análise foi feita de acordo com o método proposto por 

Erdelmeier et al., com algumas adaptações.(135) Do homogenato do tecido e do fluido 

peritoneal foram retirados 200μL e transferidos a um Eppendorf onde foi adicionado 

650μL de solução de 10mM de 1-metil-fenilindol (Sigma Aldrich – 404888-10G) em 

acetonitrila (Sigma Aldrich – 34851-1L) e metanol (2:1, v/v) e 150μL de ácido clorídrico 

(Sigma Aldrich – 320331-500ML) puro (37%). Logo após, os Eppendorfs foram agitados 

em vórtex e incubados em banho-maria a 45ºC por 40 minutos. Após o banho, houve 

resfriamento das amostras em gelo e em seguida centrifugadas a 4000rpm por 10 

minutos. Do sobrenadante foi feita a leitura de absorbância com comprimento de onda 

de 586nm. A concentração de MDA foi calculada comparando-a a uma curva de 1,1,3,3- 

tetrametoxipropano (TMP) (Sigma Aldrich – 108383-100ML) hidrolisado.  
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3.5.10 Dano oxidativo em proteínas – carbonil  

 

Foi separado em Eppendorf de 1,5mL, 100µL de amostras de fluido 

peritoneal e do homogenato do tecido. Em todos os tubos foram adicionados 100µL de 

ácido tricloroacético (Sigma Aldrich – T6399-5G), vortexados e centrifugados por 10 

minutos a 3500rpm. O sobrenadante foi descartado e adicionados 500µL de 2,4 

dinitrofenilhidrazina (Sigma Aldrich - D199303-25G). As amostras foram colocadas no 

escuro por 1 hora, sendo agitadas a cada 15 minutos. Após a incubação, as amostras 

foram lavadas 3 vezes com a mistura etanol/acetato de etila (Sigma Aldrich – 270989-

100ML) (v:v), vortexando e centrifugando a 3500rpm por 10 minutos a 4°C. Após a 

lavagem, os pellets foram dissolvidos com hidróxido de sódio 1M (Sigma Aldrich – 

S8045-500G), em banho maria a 34C° por 15 minutos. Foram adicionados 200µL de 

cada amostra em uma placa de 96 poços com fundo reto e lidas a 360-390nm. Para o 

cálculo de concentração de carbonil foi utilizada a seguinte equação:(136) 

 

A= ɛ*b*C 

 

onde A = absorbância; ɛ = coeficiente de extinção molar do carbonil; b = passo óptico 

(0,5cm pelos 200µL adicionados na placa) e C a concentração expressa. 

 

3.5.11 Dano oxidativo em DNA – por imunoistoquímica gama-H2A (γ -H2AX)  

 

As amostras de tecido que foram previamente preparadas e 

montadas em lâminas de acordo com o descrito no ítem 3.5.5. O γ-H2AX foi localizado 

usando o anticorpo anti-gama H2AX (ab22551; Abcam) com uma diluição de 1:1000.  

 

3.5.12 Dano oxidativo em DNA – 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina 

 

A determinação e a quantificação da 8OHdG foi realizada pelo 

método de ELISA (Stressgen® DNA Damage ELISA Kit, Ann Arbor, MI), de acordo com 

as recomendações do fabricante. A curva de calibração foi determinada com o padrão 

conhecido de 8OHdG nas concentrações de 0,94 a 10ng/mL. Para o procedimento, 
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foram realizados dois experimentos separadamente. O primeiro para avaliar 8OHdG no 

fluido peritoneal e o segundo para avaliar 8OHdG no tecido. Brevemente em uma placa 

previamente sensibilizada com anticorpos anti-8OHdG, adicionou-se 50µL de fluido 

peritoneal ou 10ng de DNA (solução final de 24µL) e dos padrões em cada poço, fez-

se uma primeira lavagem da placa e a seguir foi adicionado 50µL de anticorpo anti-

8OHdG [Anti-8 Hydroxyguanosine antibody (ab10802)] previamente diluído em cada 

poço, exceto no branco. Após incubação à temperatura ambiente por uma hora, foram 

realizadas seis lavagens da placa com solução tampão utilizando-se a lavadora de 

microplacas automática (BIO-RAD). Adicionou-se 100µL do substrato TMB em cada 

poço, deixando incubar por 30 minutos no escuro e por fim foram adicionados 100µL 

da solução de parada (STOP solution, Stressgen® DNA Damage ELISA Kit, Ann Arbor, 

MI). Foi detectada uma cor amarela, que é inversamente proporcional à concentração 

de 8OHdG expressa em ng/mL. A leitura foi realizada em absorbância de 450nm no 

equipamento e software Glow Max Discovery (Promega).  

 

3.5.13 Produtos do resultado de processos inflamatórios no tecido da lesão 

 

O fluido peritoneal e o tecido homogeneizado foram avaliados 

quanto à presença e quantificação de citocinas por meio de ensaio Imunológico 

Multiplex, com sistema de beads magnéticas, utilizando o kit HCYTOMAG-60K 

MILLIPLEX MAP Human Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel – Immunology 

Multiplex Assay. A leitura foi realizada em aparelho Millipex Map (Merck Millipore®). 

Esse painel é composto pelas seguintes citocinas: EGF, IL-1α, IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, IL-

8, IL-10, IL-15, IL-17A, TGF-α, TNF-A TNF-β, fator de crescimento endotelial vascular 

(VEGF). Brevemente, 25µL das amostras, curva padrão e branco foram adicionados 

em placa de 96 poços segundo recomendações do fabricante. Em cada poço foi 

adicionado 25µL do Assay Buffer e 25µL das beads magnéticas (anticorpos). Essa 

placa foi incubanda a 4°C overnight. No segundo dia, após 3 lavagens com a solução 

de lavagem fornecida no kit, adicionou-se 25µL da solução de detecção de anticorpo 

juntamente com 25µL de streptavidin phycoerythrin (para detecção pelo aparelho). A 

placa foi incubada por 1 hora e então, lida no Luminex®200™ utilizando o software 

MAGPIX® para leitura e o Analyst para interpretação dos dados.  
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3.5.14 Proteínas da via MAPK (ERK1/2, JNK, P38, ATF2, c-Jun, p53, STAT1, MEk1, 

MSK1, HSP27) 

 

O tecido homogeneizado foi avaliado quanto à presença e 

quantificação das principais proteínas envolvidas na via MAPK meio de ensaio 

Imunológico Multiplex, com sistema de beads magnéticas, utilizando o kit MAPK/SAPK 

Signaling 10-plex Magnetic Bead Kit 96-well Plate (cat # 48-660MAG, Merck Millipore®). 

A leitura foi realizada em aparelho Millipex Map (Merck Millipore®). Esse painel é 

composto pelas seguintes proteínas: ERK1/2, JNK, P38, ATF2, c-Jun, p53, STAT1, 

MEk1, MSK1, HSP27. Brevemente 25µL das amostras, curva padrão e branco foram 

adicionados na placa de 96 poços conforme instruções do kit. Em cada poço, adicionou-

se 25µL do Assay Buffer e 25µL das beads magnéticas (anticorpos). Essa placa foi 

incubada a 4°C overnight. No segundo dia, após 3 lavagens com a solução de lavagem 

do Kit, foi adicionado 25µL da solução de detecção de anticorpo. A placa foi incubada 

por 1 hora, os anticorpos de detecção removidos e adicionado 25µL de streptavidin 

phycoerythrin (SAPE) para detecção pelo aparelho Millipex Map e incubada por 15 

minutos à temperatura ambiente, no escuro em agitação. Após 15 minutos, à solução 

SAPE foi adicionado 25µL de Buffer de amplificação. A placa foi mantida por 15 minutos 

nessa solução. A solução foi retirada e 150µL de Assay Buffer foi acrescentado para 

leitura da placa. A leitura foi realizada no Luminex®200™, utilizando o software 

MAGPIX® para leitura e o Analyst para interpretação dos dados.  

 

3.6 Análise e interpretação dos dados 

 

As variáveis quantitativas foram descritas por meio de mediana e 

intervalo interquartil (IIQ), pois não possuíam distribuição normal (de acordo com o teste 

Shapiro Wilk). As variáveis qualitativas foram descritas por frequência absoluta e 

porcentagem.(137) 

As comparações entre grupos (controle, eutópico e lesão) e fases do 

ciclo (proliferativa e secretora), assim como a investigação da relação entre variáveis 

de interesse, foi realizada por modelos lineares generalizados da família gama (com 

valores iguais a zero substituídos por 10 vezes o menor valor obtido, de modo a 

possibilitar ajuste) e função de ligação log, mistos ou não. A interpretação do modelo 
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se deu pela razão de médias (RM) das medidas, ou seja, valores maiores do que um 

indicam que a média da categoria de interesse é maior em relação à categoria de 

referência (que para este trabalho foram consideradas duas possibilidades: endométrio 

eutópico na fase secretora ou endométrio eutópico na fase proliferativa); e valores 

menores do que um indicam que a média da categoria de interesse é menor em relação 

à categoria de referência. As análises realizadas com as medidas do fluido peritoneal 

consideraram como referência o grupo controle na fase secretora. 

Além de grupo e fase de ciclo, foi testada a interação entre as duas 

variáveis. A significância da interação indica haver um comportamento distinto entre os 

grupos na fase secretora e proliferativa. Para a interação consideramos como 

referência o grupo eutópico na fase secretora. 

Os modelos mistos contemplaram a dependência entre as medidas 

de uma mesma mulher (foram avaliadas 16 imagens de cada paciente para cada 

proteína) e as medidas dentro do mesmo grupo (controle, eutópico e lesão) em 

diferentes fases (proliferativa e secretora).(138) 

Como as medidas de expressão de proteína (IL-1, p16Ink4a e Lamin 

b1) são marcadores de envelhecimento, foi investigada a relação dessas medidas com 

a idade e o índice de massa corpórea (IMC). Nessa análise consideramos a média das 

medidas de expressão de proteínas da mesma mulher e, foram usados modelos 

lineares generalizados de família gama com função de ligação log.  

As análises foram realizadas com o pacote estatístico R (R Core 

Team, 2017). O nível de significância adotado foi de 5%.  
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4 RESULTADOS 

 

4.1 Principais achados 

 

Nossos resultados mostraram que, a lesão apresenta em 

comparação ao endométrio eutópico na fase secretora aumento na expressão proteica 

de p16Ink4a, IL-1β, maior concentração de carbonil, FOX, GSH e GSSH, diminuição de 

IL-2, IL-10 e IL15 e por fim expressão de ERK e STAT1 aumentadas. Na fase 

proliferativa a lesão mostrou ter maior expressão de proteica de IL-1β e diminuição de 

Lamin b1, maior concentração de carbonil, FOX, GSH e GSSG, aumento de IL-4 e 

diminuição de IL-15 finalizando com expressão de ERK, JNK, p38 e STAT1 também 

aumentadas em comparação ao endométrio eutópico na mesma fase (Figura 4).  

 

 
Representação das células da lesão (em destaque) e o endométrio eutópico da mesma paciente. 
Os marcadores com a seta vermelha (e com seta azul) indicam que na lesão houve um aumento 
(diminuição) em relação ao endométrio eutópico. IL: Interleucina; FOX: oxidação férrica (ferrous 
oxidation); GSH: glutationa reduzida; GSSG: glutationa oxidada; ERK: extracellular signal-
regulated kinases; JNK: c‐Jun NH2‐terminal kinase; STAT1: fator transdutor de sinal e ativador de 
transcrição 1. 
Figura 4. Representação dos principais achadas na lesão em relação ao endométrio eutópico para 
os marcadores analisados de senescência, estresse oxidativo, SASP e MAPK 
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Ao final de cada bloco de resultados será possível observar o 

resumo dos principais achados. As análises das comparações por modelos lineares 

generalizados, mistos ou não, foram descritas em porcentagem para resultados que 

atingissem de 0 a 100% de aumento ou diminuição e resultados superiores a 100%, a 

descrição foi feita de acordo com o número de vezes que aumentou ou diminuiu em 

relação ao grupo de referência. Todos os resultados com p<0,05 estarão destacados 

em negrito. 

 

4.2 Caracterização das amostras 

 

Coletamos 27 lesões e 27 endométrios das pacientes com 

endometriose e 19 endométrios controle. As biópsias coletadas foram divididas entre 

análises de imunoistoquímica/imunofluorescência, análises de estresse oxidativo, 

citocinas, MAPK e dosagem de 8OhdG. Biópsias com restrição de tamanho foram 

somente utilizadas para os experimentos de imunoistoquímica, as demais divididas 

entre todos os outros experimentos. Como a coleta do fluido peritoneal é dependente 

da ausência de sangue e também disponibilidade, foi possível coletar 15 fluidos de 

pacientes controle e 26 fluidos peritoneais de pacientes com endometriose. É possível 

verificar o número de amostras utilizadas em cada experimento nas tabelas 4 e 5.  

 
Tabela 4. Organização dos experimentos e número de pacientes por etapa dentro do grupo endometriose 

Experimentos 

Endometriose 

Fase proliferativa Fase secretora 

Lesão Endométrio 
Fluido 

peritoneal 
Lesão Endométrio 

Fluido 
peritoneal 

Imunoistoquímica p16Ink4a 15 13 - 12 12 - 

Imunoistoquímica Lamin b1 15 13 - 12 11 - 

Imunoistoquímica IL-1β 14 12 - 11 10 - 

Imunoistoquímica H2AX 15 13 - 12 11 - 

Estresse oxidativo FOX 8 8 13 12 11 11 

Estresse oxidativo MDA 8 8 13 12 11 11 

Estresse oxidativo carbonil 8 8 13 12 11 11 

Estresse oxidativo GSH 8 8 - 12 11 - 

Estresse oxidativo GSSG 8 8 - 12 11 - 

Citocinas  8 8 13 12 11 11 

MAPK 8 8 13 12 11 11 

8OhdG 7 2 13 6 7 11 

Número de pacientes coletadas e utilizadas em cada experimento no grupo endometriose e em cada 
fase do ciclo. As células vazias são experimentos que não foram realizados. IL: Interleucina; MDA: 
Malondialdeído; FOX: xylenol orange-férrico; GSH: glutationa reduzida; GSSG: glutationa oxidada; 
MAPK: proteínas quinases ativada por mitógeno; 8OhdG: 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina; H2AX: proteína 
histona da família H2A. 
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Tabela 5. Organização dos experimentos e número de pacientes por etapa dentro do grupo controle 

Experimentos 

Controle 

Fase proliferativa Fase secretora 

Endométrio 
Fluido 

peritoneal 
Endométrio Fluido peritoneal 

Imunoistoquímica p16Ink4a 9 - 9 - 

Imunoistoquímica Lamin b1 9 - 9 - 

Imunoistoquímica IL-1β 9 - 9 - 

Imunoistoquímica H2AX 9 - 9 - 

Estresse oxidativo FOX 7 7 9 8 

Estresse oxidativo MDA 7 7 9 8 

Estresse oxidativo carbonil 7 7 9 8 

Estresse oxidativo GSH 7 - 9 - 

Estresse oxidativo GSSG 7 - 9 - 

Citocinas  7 7 9 8 

MAPK 7 7 9 8 

8OhdG  6  7  7 8 

Número de pacientes coletadas e utilizadas em cada experimento no grupo controle e em cada fase do 
ciclo. As células vazias são experimentos que não serão realizados. IL: Interleucina; MDA: 
Malondialdeído; FOX: xylenol orange-férrico; GSH: glutationa reduzida; GSSG: glutationa oxidada, 
8OhdG: 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina; H2AX: proteína histona da família H2A; MAPK: proteína quinase 
ativada por mitógeno. 

 

4.2.1 Comparação entre grupos controle e endometriose separados por fase de 

ciclo 

 

Avaliamos se o IMC e a idade poderiam ser considerados variáveis 

influenciadoras nos resultados. Separando os grupos (controle e endometriose) por 

fase (secretora e proliferativa) observamos diferença na fase secretora em relação ao 

IMC (p=0,004) e à idade (p=0,023). Não foi encontrada evidência de diferença entre os 

grupos na fase proliferativa. 

 

4.2.2 Comparação entre fases de ciclo separadas por grupo 

 

Encontramos diferença entre as pacientes do grupo controle nas 

diferentes fases do ciclo em relação ao IMC (p=0,015). Não foi encontrada evidência 

de diferença entre as fases no grupo com endometriose. 
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4.2.3 Relação entre idade, IMC e marcadores de senescência (p16 Ink4a, Lamin b1 

e IL-1β) 

 

Existe uma relação entre senescência celular, idade(139) e IMC.(140) 

Considerando as diferenças encontradas entre os grupos (controle e endometriose) e 

as fases do ciclo (proliferativa e secretora) com relação a idade e o IMC, estes foram 

considerados possíveis fatores explicativos do comportamento das variáveis medidas 

nos tecidos e fluido peritoneal, e por isso foram incluídos nos modelos estatísticos para 

as avaliações e comparações. 

A idade e o IMC são significativamente diferentes entre os grupos, 

desta forma avaliamos se isto poderia ter influência nos marcadores de senescência, 

que é o objetivo principal do trabalho. Para os três marcadores avaliados, IL-1β, p16Ink4a 

e Lamin b1, tanto a idade quanto o IMC não apresentaram ter influência significativa 

(valores-p acima de 0,05) (Tabela 6). 

 

Tabela 6. Relação entre as medidas de expressão de proteínas com idade e IMC 

Expressão de proteínas 
RM 

(IC 95%) 
Valor-p 

IL-1 β   
Idade (anos) 0,98 (0,93; 1,03) 0,436 
Índice de massa corpórea (kg/m²) 1,02 (0,96; 1,08) 0,618 

p16 Ink4a   
Idade (anos) 0,97 (0,92; 1,02) 0,223 
Índice de massa corpórea (kg/m²) 1,02 (0,96; 1,08) 0,493 

Lamin b1   
Idade (anos) 1,00 (0,97; 1,04) 0,893 
Índice de massa corpórea (kg/m²) 0,99 (0,94; 1,06) 0,841 

RM: razão de médias. IC: intervalo de confiança. IL: interleucina. 

 

4.3 Comparação entre grupos  

 

Para avaliar as diferenças entre marcadores de senescência celular, 

estresse oxidativo, citocinas e via MAPK optamos por relacionar os resultados das 

lesões com os resultados do endométrio eutópico (amostras pareadas), da mesma 

forma que realizamos as comparações entre endométrios (eutópico X controle). Dessa 

forma, nossa abordagem visou encontrar diferenças entre o mesmo tecido em 

condições distintas (eutópico e controle), com a intenção de entender o comportamento 

do endométrio eutópico e verificar se existem diferenças que possam influenciar no 
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aparecimento das lesões. Ao compararmos tecidos em sítios distintos (eutópico e 

lesão), tivemos o objetivo de avaliar o comportamento dos mesmos marcadores 

controlados por fase do ciclo menstrual, com o intuito de encontrar também 

comportamentos diferentes que sugerissem um modo de crescimento e ação distinto 

das células nas lesões comparado ao endométrio eutópico. 

 

4.4 Verificação da presença de marcadores de células senescentes: 

imunoistoquímica  

 

Consideramos para essa análise as proteínas p16Ink4a, Lamin b1 e 

IL-1β. Na figura 5 foi criada uma representação gráfica das médias e intervalos de 

confiança das três proteínas avaliadas, nos diferentes tecidos em ambas as fases do 

ciclo menstrual. 

 

 
Dados expressos por valores médios estimados e intervalos de confiança de 95% (IC 95%). A) 
expressão de p16Ink4a; b) expressão de Lamin b1; c) expressão de IL-1β * p<0,05. IL: Interleucina. 
Figura 5. Expressão de p16Ink4a, Lamin b1 e IL-1β nos diferentes tecidos (controle, eutópico e lesão) 
em ambas as fases do ciclo menstrual (proliferativa e secretora) 

 

A tabela 7 apresenta a descrição das medianas e o intervalo 

interquartil das 16 medidas por mulher, para as três variáveis relacionadas à expressão 

de proteínas marcadores de senescência no tecido (p16Ink4a, Lamin b1 e IL-1β).  

 

 

 

 

a) b) c) 
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Tabela 7. Descrição das médias de expressão de proteínas (IL-1β, p16Ink4a e Lamin b1) em pacientes 
com e sem endometriose nas duas fases do ciclo menstrual (fase secretora e proliferativa) 

Proteínas 

Eutópico Controle Lesão 

Fase Fase Fase 

Secretora Proliferativa Secretora Proliferativa Secretora Proliferativa 

IL-1 β (%) 
9,5 

(8.0; 11,4) 
6,3 

(5,4; 7,3) 
8,5 

(7,1; 10,2) 
5,9 

(4,7; 7,4) 
11,3 

(8,3; 15,4) 
10,1 

(8,5; 11,9) 

p16Ink4a (%) 
2,5 

(1,9; 3,2) 
5,6 

(5,0; 6,3) 
3,6 

(2,9; 4,6) 
3,6 

(3,1; 4,2) 
5,8 

(5,1; 6,8) 
5,7 

(4,8; 6,7) 

Lamin b1(%) 
4,1 

(3,4; 5,0) 
5,7 

(4,8; 6,8) 
5,6 

(4,9; 6,3) 
3,7 

(2,9; 4,7) 
3,5 

(2,9; 4,2) 
4,4 

(4,0; 4,9) 

Dados expressos por valores médios estimados e intervalos de confiança de 95%. IL: Interleucina. 

 

Na tabela 8 é possível observar as razões de médias entre cada uma 

das proteínas (IL-1β, p16Ink4a e Lamin b1) avaliadas controlando por grupo e fase do 

ciclo menstrual, sempre em comparação com o grupo de referência, sendo para 

Secretora o grupo de referência: endométrio eutópico na fase secretora e para 

Proliferativa o grupo de referência: endométrio eutópico na fase proliferativa. 

 

Tabela 8. Relações das expressões de proteínas (IL-1β, p16Ink4a e Lamin b1) em tecido (lesão, 
eutópico e controle) de pacientes com e sem endometriose (fase secretora e proliferativa)  

Expressão de proteínas 

Fase secretora Fase proliferativa 

RM 
(IC 95%) 

Valor-p 
RM 

(IC 95%) 
Valor-p 

IL-1 β     
Controle 0,89 (0,67; 1,16) 0,426 1,04 (0,80; 1,36) 0,763 
Lesão 1,60 (1,21; 2,12) 0,001 1,72 (1,36; 2,18) <0,001 

p16 Ink4a     
Controle 1,16 (0,89; 1,52) 0,284 0,65 (0,50; 0,85) 0,002 
Lesão 1,57 (1,21; 2,04) 0,001 1,18 (0,94; 1,49) 0,154 

Lamin b1     
Controle 1,14 (0,90; 1,44) 0,286 0,65 (0,51; 0,82) <0,001 
Lesão 0,82 (0,65; 1,03) 0,084 0,64 (0,52; 0,79) <0,001 

RM: razão de médias; IC 95%: intervalo de confiança de 95%; Categorias de referência secretora: 
tecido eutópico, fase secretora e tecido eutópico x fase secretora. Categorias de referência 
proliferativa: tecido eutópico, fase proliferativa e tecido eutópico x fase proliferativa. IL: Interleucina. 

 

4.4.1 Avaliação da concentração p16Ink4a 

 

Considerando as informações descritas acima, na figura 5 e Tabela 

8 e complementando com as imagens observadas na figura 6, nossos resultados 

mostraram que a média de p16Ink4a (p=0,001) nas lesões na fase secretora é 57% maior 

que o grupo de referência (eutópico na fase secretora).  

O grupo controle na fase proliferativa possui uma média 35% 

(p=0,002) menor em relação ao grupo de referência (endométrio eutópico na fase 
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proliferativa). Não encontramos diferença na fase proliferativa entre lesão e endométrio 

eutópico. 

 

4.4.2 Avaliação da concentração de Lamin b1 

 

Observam-se na figura 7, as imagens representativas de todos os 

tecidos analisados para Lamin b1. Considerando as informações descritas nas figuras 

5 e 7 e Tabela 8, nossos resultados mostraram o grupo lesão na fase proliferativa tem 

sua média 36% menor (p<0,001) e o controle na fase proliferativa tem a média 35% 

(p<0,001) menor relação ao grupo de referência (endométrio eutópico na fase 

proliferativa).  

 

4.4.3 Avaliação da concentração de IL-1β 

 

O grupo lesão na fase secretora (Tabela 8) teve sua média 60% 

(p=0,001) maior e na fase proliferativa 72% (p<0,001) maior em relação ao grupo de 

referência. Observamos, portanto, um aumento na expressão de IL-1β na lesão em 

relação ao endométrio eutópico em ambas as fases do ciclo (Figuras 5 e 8).  
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Controle positivo     Controle negativo 

 
 

Endométrio controle 

 
 

Lesão de endometriose     Endométrio eutópico 

 
Representação da marcação pela proteína p16Ink4a nos tecidos de endometriose e controles. A 
cor marrom representa a marcação pelo anticorpo p16Ink4a, a cor azul marca os núcleos 
celulares e os espaços em branco foram desconsiderados nas análises quantitativas. a) ovário, 
controle positivo da reação; b) ovário, controle negativo da reação; c) endométrio controle; d) 
lesão; e) endométrio eutópico. Imagens em 20x. 
Figura 6. Imunoistoquímica para p16Ink4a 

 

 

 

 

100 µm 

a) 

e) d) 

c) 

b) 
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Controle positivo           Controle negativo 

 
 

Endométrio controle 

 
 

Lesão de endometriose     Endométrio eutópico 

 
Representação da marcação pela proteína Lamin b1 nos tecidos de endometriose e controles. 
A cor marrom representa a marcação pelo anticorpo LAMIN B1, a cor azul marca os núcleos 
celulares e os espaços em branco foram desconsiderados nas análises quantitativas. a) ovário, 
controle positivo da reação; b) ovário, controle negativo da reação; c) endométrio controle; d) 
lesão; e) endométrio eutópico. Imagens em 20x.  
Figura 7. Imunoistoquímica para Lamin b1 

  

e) d) 

c) 

a) b) 

100 µm 

100 µm 100 µm 

100 µm 100 µm 
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Controle positivo           Controle negativo 

 
 

Endométrio controle 

 
 

Lesão de endometriose     Endométrio eutópico 

 
Representação da marcação pela proteína Interleucina-1β (IL-1β) nos tecidos de endometriose 
e controles. A cor marrom representa a marcação pelo anticorpo IL-1β, a cor azul marca os 
núcleos celulares e os espaços em branco foram desconsiderados nas análises quantitativas. 
a) ovário, controle positivo da reação; b) ovário, controle negativo da reação; c) endométrio 
controle; d) lesão; e) endométrio eutópico. Imagens em 20x.  
Figura 8. Imunoistoquímica para a proteína IL-1β 

 

 

a) 
b) 

c) 

d) e) 

100 µm 100 µm 

100 µm 

100 µm 100 µm 
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4.4.4 Resumo dos resultados da expressão proteica para marcadores de células 

senescentes 

 

A tabela 9 faz um resumo dos principais achados para expressão de 

marcadores associados à senescência. Observa-se os resultados entre os 3 diferentes 

tecidos na fase secretora e os grupos estão na fase proliferativa.  

 

Tabela 9. Resumo dos principais achados para as médias estimadas das proteínas p16Ink4a, IL-1β 
e Lamin b1 na comparação da lesão com endométrio eutópico e controle com endométrio eutópico 
todos nas fases secretora e proliferativa 

Proteínas 

Fase secretora  Fase proliferativa 

Controle-
secretora 

Lesão-
secretora 

 
Controle-

proliferativa 
Lesão-

proliferativa 

p16Ink4a ≅ >  < ≅ 

IL-1β ≅ >  ≅ > 

Lamin b1 ≅ ≅  < < 

Comparação da expressão proteica nos tecidos, tendo como referência o grupo eutópico na fase 
secretora ou o grupo eutópico na fase proliferativa. Endométrio controle X endométrio eutópico; 
lesão X endométrio eutópico. Os resultados com os símbolos “<” e “>” possuem p <0,05. IL: 
Interleucina. 

 

4.5 Avaliação do estresse oxidativo 

 

Para avaliar o impacto do estresse oxidativo nas lesões de 

endometriose foi necessário, inicialmente, medir o balanço redox nos tecidos e fluidos 

das pacientes com e sem endometriose. Para isso realizamos uma série de 

experimentos de espectrofotometria, com a intenção de medir as concentrações de 

antioxidantes, produtos do estresse oxidativo e geração de espécies reativas de 

oxigênio. Com o conjunto de resultados podemos avaliar a geração de estresse 

oxidativo local, nas biópsias e no fluido peritoneal, que está em íntimo contato com as 

células do peritônio (Figura 9).  
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Dados expressos por valores médios estimados e intervalos de confiança de 95%. 
Concentração de a) FOX; b) MDA; c) carbonil; d) GSH; e) GSSG * p<0,05. MDA: 
malondialdeído; FOX: xylenol orange-férrico, GSH: glutationa reduzida; GSSG: 
glutationa oxidada. 
Figura 9. Variações das concentrações dos marcadores de estresse oxidativo (FOX, 
MDA, carbonil, GSH e GSSG) em amostras de tecidos (lesão, eutópico e controle) e 
fase do ciclo menstrual (fase secretora e proliferativa) tomadas no tecido de pacientes 
com e sem endometriose 

 

Realizamos comparações entre os grupos e as fases do ciclo com 

relação ao grupo de referência (eutópico na fase secretora), para os produtos de 

estresse oxidativo (carbonil, FOX e MDA), e avaliamos duas moléculas do complexo de 

a) 

b) c) 

d) e) 
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antioxidantes glutationa (GSH e GSSG) dosadas nos tecidos. Além disso, fizemos as 

mesmas comparações considerando como grupo de referência o endométrio eutópico 

na fase proliferativa. As médias e intervalos de confiança de todas as dosagens estão 

na tabela 10.  

 

Tabela 10. Concentrações de marcadores de estresse oxidativo em amostras de tecidos (lesão, 
eutópico e controle) de pacientes com e sem endometriose (fase secretora e proliferativa)  

Marcadores 
de estresse 
oxidativo 
(nmoL/mg 
de proteína) 

Eutópico Controle Lesão 

Secretora 
(x102) 

Proliferativa 
(x102) 

Secretora 
(x102) 

Proliferativa 
(x102) 

Secretora 
(x102) 

Proliferativa 
(x102) 

FOX 
4,7 

(3,3; 6,7) 
5,0 

(4,3; 5,8) 
4,7 

(2,8; 7,8) 
4,5 

(2,9; 7,0) 
6,8 

(4,9; 9,5) 
8,6 

(6,9; 10,7) 

MDA  
0,4 

(0,2; 0,6) 
0,4 

(0,3; 0,5) 
0,4 

(0,2; 0,8) 
0,7 

(0,4; 1,3) 
0,4 

(0,2; 0,6) 
0,2 

(0,2; 0,3) 

carbonil  
4,5 

(4,2; 4,7) 
4,2 

(3,9; 4,7) 
4,7 

(4,3; 5,1) 
5,2 

(4,5; 6,0) 
4,2 

(4,0; 4,4) 
4,3 

(4,1; 5,0) 

GSH 
0,7 

(0,4; 1,2) 
0,7 

(0,4; 1,1) 
1,3 

(1,0; 2,1) 
1,4 

(1,0; 2,2) 
1,3 

(1,0; 2,0) 
1,4 

(1,1; 2,0) 

GSSG 
0,1 

(0,0; 0,3) 
0,2 

(0,1; 0,3) 
0,3 

(0,1; 0,8) 
0,4 

(0,1; 1,0) 
0,3 

(0,2; 0,7) 
0,5 

(0,3; 1,0) 

Dados expressos por valores médios estimados e intervalos de confiança de 95%. MDA: 
Malondialdeído; FOX: xylenol orange-férrico; GSH: glutationa reduzida; GSSG: glutationa oxidada. 

 

Na tabela 11 estão os valores das relações das quantificações de 

marcadores de estresse oxidativo nos tecidos.  

 

Tabela 11. Relações das quantificações de estresse oxidativo em amostras de tecidos (lesão, eutópico 
e controle) de pacientes com e sem endometriose (fase secretora e proliferativa) 

Marcadores de 
estresse oxidativo  

Fase secretora Fase proliferativa 

RM 
(IC 95%) 

Valor-p 
RM 

(IC 95%) 
Valor-p 

FOX     
Controle 1,33 (0,77; 2,29) 0,311 1,13 (0,60; 2,12) 0,706 
Lesão 2,15 (1,30; 3,56) 0,005 2,99 (1,64; 5,50) 0,001 

MDA     
Controle 1,29 (0,66; 2,52) 0,457 2,41 (1,12; 5,19) 0,030 
Lesão 1,47 (0,79; 2,74) 0,229 1,14 (0,54; 2,40) 0,727 

Carbonil     
Controle 1,28 (1,03; 1,59) 0,032 1,99 (1,54; 2,55) <0,001 
Lesão 1,66 (1,35; 2,03) <0,001 1,64 (1,29; 2,09) <0,001 

GSH     
Controle 3,42 (1,89; 6,20) <0,001 3,46 (1,75; 6,87) 0,001 
Lesão 3,87 (2,23; 6,73) <0,001 3,56 (1,84; 6,91) <0,001 

GSSG     
Controle 3,80 (1,32; 10,94) 0,017 4,01 (1,19; 13,52) 0,030 
Lesão 4,98 (1,86; 13,32) 0,002 5,47 (1,69; 17,71) 0,007 

RM: razão de médias; IC 95%: intervalo de confiança de 95%. Categorias de referência secretora: 
tecido eutópico, fase secretora. Categorias de referência proliferativa: tecido eutópico, fase 
proliferativa. MDA: malondialdeído, FOX: xylenol orange-férrico; GSH: glutationa reduzida; GSSG: 
glutationa oxidada. 
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4.5.1 Dosagem de ferrous oxidation no tecido  

 

A primeira dosagem de espécie reativa de oxigênio (ERO) realizada 

foi a concentração de hidroperóxidos, observada através da oxidação do ferro em 

xylenol orange (FOX). Como as ERO são moléculas muito instáveis e sua meia vida 

muito curta, sua avaliação direta ainda não é possível. Mas para isso alguns testes são 

utilizados, como estratégia de dosar a concentração de ERO indiretamente, são 

produtos formados pelas ERO, como o FOX, um produto primário da peroxidação 

lipídica. O sistema FOX detecta a formação de hidroperóxidos, que são produtos da 

peroxidação de lipídios insaturados.(141) 

Nas lesões, a média de FOX foi 2,15 vezes (p=0,005) o valor da 

média no tecido eutópico na fase secretora e 2,99 vezes (p=0,001) o valor da média no 

grupo eutópico na fase proliferativa (Tabela 11).  

 

4.5.2 Dosagem de malondialdeído no tecido 

 

Como uma segunda estratégia de avaliar os danos lipídicos 

causados pelo aumento de ERO nas pacientes com endometriose, realizou-se a 

dosagem do malondialdéido (MDA) nos três tecidos. O MDA é uma forma indireta de 

quantificar dano oxidativo causado pelas ERO, considerando que o MDA é um produto 

secundário da peroxidação lipídica e que pode ser usado como medida cumulativa 

desse processo. Seu teste baseia-se na reação do MDA com um cromógeno. Este 

aldeído reage com o agente cromógeno N-metil-2-fenilindol, produzindo um cromóforo 

estável, que pode ser lido em uma absorbância de 586nm.(135,142) 

A avaliação do MDA nos tecidos mostrou uma diferença significativa 

entre os grupos controle e eutópico na fase proliferativa, onde a média do controle foi 

2,41 vezes (p=0,030) a média do endométrio eutópico na fase secretora (Tabela 11). 

 

4.5.3 Avaliação de carbonil no tecido 

 

Avaliamos o dano oxidativo proteico nos tecidos, dosando o carbonil, 

um dos principais marcadores de oxidação proteica, usado para medir a extensão do 
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dano oxidativo. O grupo carbonil (um carbono e um oxigênio ligados por uma ligação 

dupla na formação de aldeídos e cetonas) é formado através da oxidação da cadeia 

lateral de alguns aminoácidos mais suscetíveis, como a prolina, arginina, lisina e 

treonina ou pela clivagem oxidativa das proteínas ou também introduzidos durante a 

peroxidação lipídica.(143) 

Em relação ao carbonil dosado no tecido, as lesões apresentaram 

uma média 66% (p<0,001) maior em relação à média do grupo eutópico na fase 

secretora. Também, observamos que o grupo controle apresentou uma média 28% 

(p=0,032) maior em relação ao eutópico na fase secretora. Na fase proliferativa a média 

do grupo controle foi 99% maior (p<0,001) e da lesão foi de 64% (p<0,001) maior que 

a média do grupo de referência (eutópico na fase proliferativa) (Tabela 11).  

 

4.5.4 Avaliação de dano de DNA: imunoistoquímica γ-H2AX 

 

O passo seguinte foi observar o dano oxidativo no DNA através da 

imunoistoquímica. Realizamos a quantificação da proteína γ-H2AX, que é resultante da 

quebra dupla na fita de DNA, ocorrendo a fosforilação da histona H2AX, que passa a 

ser chamada de γ-H2AX. A quantificação de γ-H2AX seguiu os mesmos padrões de 

avaliação para os marcadores de senescência celular, pelo método de histometria já 

descrito acima.  

As figuras 10 e 11 apresentam os resultados de expressão de H2AX 

e o dano oxidativo no DNA enquanto na tabela 12 observamos os valores de média 

estimada e intervalo de confiança dos grupos.  

A média do grupo lesão na fase secretora foi 0,29 vezes (p<0,001) 

menor e na fase proliferativa 0,24 vezes (p<0,001) menor em relação aos grupos de 

referência.  
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Dados expressos por valores médios estimados e intervalos de 
confiança de 95%. * p<0,05; H2AX: proteína histona da família 
H2A.  
Figura 10. Representação gráfica da expressão de H2AX nos 
diferentes tecidos (controle, eutópico e lesão) em ambas as 
fases do ciclo menstrual (proliferativa e secretora) 

 

Tabela 12. Descrição das médias de expressão da proteína γ-H2AX nos tecidos (endométrio controle, 
endométrio eutópico e lesão)  

Marcador 
de 

estresse 
oxidativo 

Eutópico Controle Lesão 

Secretora Proliferativa Secretora Proliferativa Secretora Proliferativa 

H2AX (%) 
24,9 

(17,4; 35,6) 
31,1 

(23,6; 40,8) 
31,4 

(21,3; 46,2) 
29,7 

(19,0; 46,5) 
5,03 

(1,8; 14,2) 
9,88 

(6,0; 16,0) 

IIQ: intervalo interquartil. Dados expressos por valores médios estimados e intervalos de confiança 
de 95%; H2AX: proteína histona da família H2A.  
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Controle positivo     Controle negativo 

 
 

Endométrio controle 

 
 

Lesão de endometriose     Endométrio eutópico 

 
Imagens representativas da marcação pela proteína γ-H2AX nos tecidos de endometriose e 
controles. A cor marrom representa a marcação pelo anticorpo γ-H2AX, a cor azul marca os 
núcleos celulares e os espaços em branco foram desconsiderados nas análises quantitativas. 
a) ovário (controle positivo da reação); b) ovário (controle negativo da reação); c) endométrio 
controle; d) lesão; e) endométrio eutópico. Imagens em 20x.  
Figura 11. Imunoistoquímica para γ-H2AX 

 

 

 

e) d) 

c) 

100 µm 100 µm 

100 µm 

100 µm 100 µm 
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4.5.5 Avaliação de dano de DNA: dosagem de 8OhdG 

 

Foi possível realizar as análises 8OHdG em 35 amostras. Destas 9 

do grupo eutópico (2 na fase proliferativa e 7 na fase secretora), 13 do grupo controle 

(6 na fase proliferativa e 7 na fase secretora) e 13 do grupo lesão (7 na fase proliferativa 

e 6 na fase secretora). Desconsiderando a fase do ciclo, os valores médios estimados 

e IC 95% foram 3,94 (3,53; 4,38) para o grupo controle, 4,30 (3,66; 5,06) para o grupo 

eutópico e 4,09 (3,52; 4,76) para o grupo lesão. Não encontramos diferenças entre as 

comparações considerando ou não a fase do ciclo no modelo (Tabela 13).  

 

Tabela 13. Relações das quantificações de 8OhdG em amostras de tecidos (lesão, eutópico e 
controle) de pacientes com e sem endometriose (fase secretora e proliferativa) 

RM: razão de médias; IC 95%: intervalo de confiança de 95%; categorias de referência: tecido 
eutópico, fase proliferativa. 8OhdG: 8-hidroxi-2'-desoxiganosina. 

 

4.6 Avaliação do sistema glutationa 

 

A resposta antioxidante foi também avaliada como uma forma de 

calcular o estresse oxidativo em cada tecido. O controle contra o estresse oxidativo está 

associado com as concentrações intracelulares de glutationa em sua forma reduzida 

(GSH). A elevação do estresse oxidativo pode levar ao aumento das concentrações de 

GSSG no organismo. Sendo assim, o complexo GSH/GSSG é um importante dosador 

do sistema antioxidante na proteção celular ao estresse oxidativo que atua na 

neutralização de peróxidos.(144,145) Por isso realizamos dois testes para avaliar o 

balanço do sistema de antioxidantes enzimáticos importantes do processo de combate 

às ERO composto pela GSH e GSSG (Tabelas 10 e 11; Figura 9). 

Marcador de estresse oxidativo 
RM  

(IC 95%) 
Valor-p 

Controlando por fase   

8OhdG   

Controle 1,000 (0,808; 1,239) 0,998 

Lesão 0,963 (0,783; 1,186) 0,727 

Sem controlar por fase   

8OhdG   

Controle 0,976 (0,806; 1,182) 0,802 

Lesão 0,943 (0,779; 1,142) 0,553 
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Na fase secretora a lesão obteve a média de GSH 3,87 (p<0,001) e 

de GSSG 4,98 (p=0,002) vezes ao média do grupo de referência. Já na fase proliferativa 

a média de GSH foi 3,56 vezes (p<0,001) e GSSG foi 5,47 (0,007) vezes a média do 

grupo de referência. O grupo controle na fase secretora teve uma média de GSH de 

3,42 (p<0,001) e GSSG de 3,80 (p=0,017) vezes ao média do grupo de referência. Na 

fase proliferativa o GSH teve uma média 3,46 (p=0,001) e o GSSG 4,01 (p=0,03) vezes 

a média do grupo de referência (Tabela 11).  

 

4.7 Avaliação da razão entre a produção de espécie reativa de oxigênio e o 

sistema glutationa 

 

Em tecidos saudáveis, a glutationa existe basicamente como GSH 

(aproximadamente 90%), e a razão GSSG/GSH pode ser usada como um indicativo de 

situações de estresse oxidativo do organismo. Por esse motivo foi realizado um cálculo 

da razão entre a quantidade de GSSG pela quantidade de GSH liberadas, mas não foi 

observada diferença significativa entre os grupos. 

 

4.8 Resumo dos resultados de estresse oxidativo 

 

A tabela 14 faz um resumo dos principais achados para a 

concentração de marcadores de estresse oxidativo entre os três diferentes tecidos na 

fase secretora e na fase proliferativa.  

 
Tabela 14. Principais achados para as médias estimadas dos marcadores de estresse oxidativo 
carbonil, malondialdeído e FOX na comparação da lesão com endométrio eutópico e controle com 
endométrio eutópico todos nas fases secretora e proliferativa 

Marcador 

Grupo e fase 

Controle 
secretora 

Lesão 
secretora 

 
Controle 

proliferativa 
Lesão 

proliferativa 

Carbonil > >  > > 
MDA ≅ ≅  > ≅ 
FOX ≅ >  ≅ > 
GSH > >  > > 
GSSG > >  > > 
Comparação da concentração de marcadores de estresse oxidativo nos tecidos, tendo como 
referência o grupo eutópico na fase secretora ou o grupo eutópico na fase proliferativa. Endométrio 
controle secretora X endométrio eutópico secretora; lesão secretora X endométrio eutópico secretora. 
Os resultados com os símbolos “<” e “>” possuem p<0,05. MDA: malondialdeído; GSH: glutationa 
oxidada; GSSG: glutationa reduzida; FOX: oxidação férrica (ferrous oxidation). 
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4.9 Citocinas e fenótipo secretor associado a senescência 

 

Separamos as citocinas por grupos: clássicas (Figura 12), não 

clássicas-inflamatórias (Figura 13), não clássicas-anti-inflamatórias (Figura 14) e não 

clássicas-fatores de crescimento (Figura 15).  

 

 
Dados expressos por valores médios estimados e intervalos de confiança de 95%. Citocinas a) IL-
1α; b) IL-1β; c) IL-6, d) IL-8. * p<0,05. IL: Interleucina. 
Figura 12. Concentrações das citocinas SASP clássicas (IL-1; IL-6 e IL-8) em amostras de tecidos 
(lesão, eutópico e controle) e fase do ciclo menstrual (fase secretora e proliferativa) obtidas no 
tecido de pacientes com e sem endometriose 

 

a) b) 

c) d) 



50 

 

 
Dados expressos por valores médios estimados e intervalos de confiança de 95%. Citocinas a) IL-2; b) 
IL-15; c) IL-17A.* p<0,05. IL: Interleucina. 
Figura 13. Concentrações das citocinas pró-inflamatórias SASP não clássicas (IL-2; IL-15 e IL-17) em 
amostras de tecidos (lesão, eutópico e controle) e fase do ciclo menstrual (fase secretora e proliferativa) 
tomadas no tecido de pacientes com e sem endometriose 

 

 
Dados expressos por valores médios estimados e intervalos de confiança de 95%. Citocinas a) IL-4; 
b) IL-10 * p<0,05. IL: Interleucina. 
Figura 14. Concentrações das citocinas anti-inflamatórias SASP não clássicas (IL-4, IL-10) em 
amostras de tecidos (lesão, eutópico e controle) e fase do ciclo menstrual (fase secretora e 
proliferativa) tomadas no tecido de pacientes com e sem endometriose 

 

  

a) b) c) 

a) b) 
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Dados expressos por valores médios estimados e intervalos de confiança de 95%. 
Fatores de crescimento a) endotelial, e b) vascular endotelial; fatores de necrose 
tumoral c) alfa, e d) beta; e) fator de crescimento transformação alfa. * p<0,05. VEGF: 
fator de crescimento endotelial vascular; TNF: fator de necrose tumoral; TGF-A: fator 
de crescimento transformador alfa. 
Figura 15. Concentrações dos fatores de crescimento e tumoral (EGF, VEGF, TGF-
A e TNF) em amostras de tecidos (lesão, eutópico e controle) e fase do ciclo 
menstrual (fase secretora e proliferativa) tomadas no tecido de pacientes com e sem 
endometriose 

 

Foram realizadas comparações entre os grupos e as fases do ciclo 

menstrual de cada uma das citocinas avaliadas, em relação ao grupo de referência 

a) b) 

c)

) 

d) 

e) 
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endométrio eutópico na fase secretora e endométrio eutópico na fase proliferativa 

(Tabela 15). 

 

Tabela 15. Relações das quantificações das citocinas em amostras de tecidos (lesão, eutópico e 
controle) de pacientes com e sem endometriose (fase secretora e proliferativa) 

Citocinas 
(pg/mL) 

Fase secretora Fase proliferativa 

RM 
(IC 95%) 

Valor-p 
RM 

(IC 95%) 
Valor-p 

EGF     
Controle 1,22 (0,18; 8,25) 0,836 10,70 (1,23; 93,15) 0,037 
Lesão 0,63 (0,11; 3,69) 0,610 3,32 (0,38; 28,91) 0,282 

TGF-A     
Controle 0,37 (0,11; 1,31) 0,130 0,28 (0,07; 1,16) 0,086 
Lesão 0,01 (0,00; 0,03) <0,001 0,03 (0,01; 0,14) <0,001 

IL-10     
Controle 0,66 (0,08; 5,21) 0,692 0,31 (0,03; 3,29) 0,338 
Lesão 0,03 (0,00; 0,18) 0,001 1,07 (0,10; 11,30) 0,954 

IL-15     
Controle 1,08 (0,32; 3,58) 0,904 0,08 (0,02; 0,30) 0,001 
Lesão 0,05 (0,02; 0,16) <0,001 0,09 (0,02; 0,35) 0,001 

IL-17A     
Controle 127,4 (28,78; 564,0) <0,001 20,00 (3,70; 108,1) 0,001 
Lesão 0,26 (0,07; 1,03) 0,062 5,34 (0,99; 28,87) 0,057 

IL-1α     
Controle 0,55 (0,02; 12,97) 0,713 0,02 (0,00; 0,74) 0,039 
Lesão 0,01 (0,00; 0,20) 0,004 0,03 (0,00; 1,20) 0,069 

IL-1β     
Controle 1,64 (0,22; 12,20) 0,629 0,03 (0,00; 0,29) 0,004 
Lesão 0,21 (0,03; 1,36) 0,107 0,08 (0,01; 0,83) 0,039 

IL-2     
Controle 0,36 (0,16; 0,81) 0,016 3,06 (1,22; 7,71) 0,021 
Lesão 0,27 (0,13; 0,57) 0,001 0,57 (0,23; 1,42) 0,230 

IL-4     
Controle 0,18 (0,06; 0,57) 0,006 0,48 (0,13; 1,81) 0,284 
Lesão 1,17 (0,40; 3,42) 0,779 4,55 (1,22; 16,96) 0,028 

IL-6     
Controle 0,95 (0,13; 7,28) 0,959 0,46 (0,05; 4,62) 0,511 
Lesão 0,11 (0,02; 0,75) 0,028 0,03 (0,00; 0,28) 0,004 

IL-8     
Controle 0,85 (0,21; 3,55) 0,827 2,24 (0,44; 11,27) 0,334 
Lesão 0,42 (0,11; 1,59) 0,208 0,36 (0,07; 1,83) 0,226 

TNF-A     
Controle 1,04 (0,25; 4,41) 0,954 0,29 (0,06; 1,51) 0,149 
Lesão 0,19 (0,05; 0,72) 0,019 0,36 (0,07; 1,88) 0,230 

TNF-B     
Controle 0,63 (0,34; 1,15) 0,135 1,70 (0,85; 3,41) 0,139 
Lesão 0,79 (0,45; 1,37) 0,404 1,49 (0,76; 2,95) 0,254 

VEGF     
Controle 1,18 (0,37; 3,82) 0,782 0,42 (0,11; 1,59) 0,207 
Lesão 0,24 (0,08; 0,72) 0,014 0,40 (0,11; 1,51) 0,181 

IL-4/IL-2     
Controle 0,33 (0,13; 0,83) 0,022 0,22 (0,08; 0,61) 0,005 
Lesão 2,43 (1,05; 5,64) 0,044 4,86 (1,75 13,56) 0,004 

RM: razão de médias; IC 95%: intervalo de confiança de 95%. Categorias de referência secretora: tecido 
eutópico, fase secretora e tecido eutópico x fase secretora. Categorias de referência proliferativa: tecido 
eutópico, fase proliferativa e tecido eutópico x fase proliferativa. IL: Interleucina; TGF-A: fator de 
crescimento transformador alfa; TNF: fator de necrose tumoral; VEGF: fator de crescimento endotelial 
vascular; EGF: fator de crescimento epidermal (epidermal growth factor). 
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Avaliando somente a fase secretora, observamos que a lesão 

apresentou média menor de IL-1α, IL-2, IL-6, IL-10, IL-15, TGF-A, VEGF e TNF-A 

quando comparada com o grupo eutópico. Ao mesmo tempo o grupo eutópico exibiu 

menor média de IL-17A e maior de IL-2, IL-4 e IL4/IL2 em relação ao grupo controle. 

Considerando a fase proliferativa, apenas a concentração média da 

IL-4 e de IL4/IL2 foi detectada maior na lesão que no endométrio eutópico. Já IL-1β, IL-

15, IL-6 e TGFA apresentaram diminuição da média nas lesões em comparação ao 

grupo eutópico. Em paralelo o endométrio eutópico exibiu maior média de IL-1α, IL-1β, 

IL4/IL2 e IL-15 e menor de EGF, IL-2 e IL-17A quando comparado ao grupo controle. 

Não houve associação estatisticamente significativa entre fase de 

ciclo ou grupo de pertencimento e as variáveis IL-8 e TNF-B nas duas fases. 

 

4.10 Resumo das citocinas e fenótipo secretor associado a senescência  

 

As tabelas 16 e 17 fazem um resumo dos principais achados para 

as concentrações de citocinas. Na tabela 16, observa-se os resultados entre os três 

diferentes tecidos na fase secretora. Na tabela 17, os grupos estão na fase proliferativa.  

 

Tabela 16. Resumo dos principais achados para as médias estimadas das concentrações de 
citocinas nos tecidos (controle, eutópico e lesão) na fase secretora 

Grupo e fase  Grupo e fase 

Marcador 
Controle-
secretora 

Lesão-
secretora 

 Marcador 
Controle-
secretora 

Lesão-
secretora 

EGF ≅ ≅  IL-1α ≅ < 

TGF-A ≅ <  IL-4 < ≅ 
IL-10 ≅ <  IL-6 ≅ < 

IL-15 ≅ <  IL-8 ≅ ≅ 
IL-17A > ≅  TNF-A ≅ < 

IL-1β ≅ ≅  TNF-B ≅ ≅ 
IL-2 < <  VEGF ≅ < 

Referência grupo eutópico e fase secretora. Endométrio controle secretora X endométrio eutópico 
secretora; lesão secretora X endométrio eutópico secretora. “<” e “>” possuem p <0,05. IL: 
Interleucina; TGF-A: fator de crescimento transformador alfa; TNF-A: fator de necrose tumoral alfa; 
VEGF: fator de crescimento endotelial vascular; EGF. fator de crescimento epidermal (epidermal 
growth factor). 
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Tabela 17. Resumo dos principais achados para as médias estimadas das concentrações de 
citocinas nos tecidos (controle, eutópico e lesão) na fase proliferativa 

Grupo e fase  Grupo e fase 

Marcador 
Controle-

proliferativa 
Lesão-

proliferativa 
 Marcador 

Controle-
proliferativa 

Lesão-
proliferativa 

EGF > ≅  IL-1α < ≅ 
TGF-A ≅ <  IL-4 ≅ > 

IL-10 ≅ ≅  IL-6 ≅ ≅ 
IL-15 < <  IL-8 ≅ ≅ 
IL-17A > ≅  TNF-A ≅ ≅ 
IL-1β < <  TNF-B ≅ ≅ 
IL-2 > ≅  VEGF ≅ ≅ 

Referência grupo eutópico e fase proliferativa. Endométrio controle proliferativa X endométrio 
eutópico proliferativa; lesão proliferativa X endométrio eutópico proliferativa. “<” e “>” possuem 
p<0,05. IL: Interleucina; TGF-A: fator de crescimento transformador alfa; EGF: fator de crescimento 
epidermal (epidermal growth factor). 

 

4.11 Proteínas da via MAPK na endometriose 

 

Consideramos para as análises da via MAPK as principais proteínas 

envolvidas, sendo elas separadas por MAPK: ERK, JNK e P38; MAP2K: MEK1; fatores 

de transcrição: ATF2, c-Jun, p53 e STAT1; heatshok protein: HSP27 e a quinase MSK1. 

As figuras 16 a 18 apresentam graficamente os resultados obtidos e as diferenças 

observadas entre os grupos.  

 

 
Dados expressos por valores médios estimados e intervalos de confiança de 95%. a) ERK1/2; b) JNK; 
c) P38. * p<0,05. ERK: extracellular signal-regulated kinases; JNK: c‐Jun NH2‐terminal kinase. 
Figura 16. Concentrações das proteínas da via MAPK em amostras de tecidos (lesão, eutópico e 
controle) de pacientes com e sem endometriose (fase secretora e proliferativa)   

a) b) c) 
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Dados expressos por valores médios estimados e intervalos de confiança de 95%. a) ATF2; b) 
c-Jun; c) p53; d) STAT1. * p<0,05. STAT1: ativador de transcrição 1; ATF-2: fator de transcrição 
ativador 2. 
Figura 17. Concentrações das proteínas da via MAPK em amostras de tecidos (lesão, eutópico 
e controle) de pacientes com e sem endometriose (fase secretora e proliferativa) 

 

 
Dados expressos por valores médios estimados e intervalos de confiança de 95%. a) MEK1; b) MSK1; 
c) HSP27. * p<0,05. MEK: quinase ativadora da MAP quinase; HSP27: proteína de choque térmico 27. 
Figura 18. Concentrações das proteínas da via MAPK em amostras de tecidos (lesão, eutópico e 
controle) de pacientes com e sem endometriose (fase secretora e proliferativa) 

 

Os valores médios estimados e intervalos de 95% de confiança 

podem ser vistos na tabela 18 e as relações estão descritas na tabela 19.  

a) b) 

c) d) 

a) 
b) c) 
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Tabela 18. Valores médios estimados proteínas da via MAPK em amostras de tecidos (endométrio 
controle, endométrio eutópico e lesão) de pacientes com e sem endometriose (fase secretora e 
proliferativa) 
Proteínas 
(MFI/g de 
 proteína) 

Eutópico Controle Lesão 

Secretora 
(x102) 

Proliferativa 
(x102) 

Secretora 
(x102) 

Proliferativa 
(x102) 

Secretora 
(x102) 

Proliferativa 
(x102) 

ATF-2 
4,9 

(3,8; 6,4) 
8,6 

(4,7; 15,6) 
8,6 

(6,3; 11,8) 
10,5 

(3,2; 35,0) 
6,2 

(3,5; 11,1) 
3,8 

(2,6; 5,6) 

C-JUNK 
6,8 

(4,0; 11,4) 
14,7 

(6,0; 35,9) 
12,8 

(8,9; 19,2) 
6,6 

(2,2; 20,0) 
4,9 

(2,8; 8,5) 
7,5 

(4,3; 13,1) 

ERK 
2,5 

(1,6; 4,1) 
1,1 

(0,8; 1,5) 
1,1 

(0,8; 1,6) 
2,5 

(1,0; 6,2) 
21,0 

(11,7; 37,7) 
20,9 

(6,7; 65,0) 

HSP27 
40,6 

(31,0; 
53,1) 

45,7 
(28,1; 74,4) 

73,8 
(50,0; 109) 

42,7 
(10,4; 175) 

68,3 
(39,0; 120) 

103,7 
(75,2; 143) 

JNK 
3,5 

(2,3; 5,2) 
2,3 

(1,7; 3,3) 
5,8 

(3,7; 9,2) 
4,6 

(1,8; 11,5) 
5,0 (3,5; 7,1) 

6,2 
(5,0; 7,7) 

MEK1 
36,0 

(21,5; 
58,6) 

24,7 
(13,8; 44,0) 

21,9 
(11,7; 40,8) 

29,0 
(13,9; 60,7) 

11,0 
(5,0; 24,7) 

31,2 
(14,5; 67,0) 

MSK1 
11,3 

(8,6; 14,8) 
6,6 

(4,2; 10,4) 
11,9 

(7,2; 19,7) 
4,7 

(1,9; 11,8) 
1,1 

(0,6; 2,0) 
1,4 

(0,9; 2,3) 

p38 
5,1 

(2,6; 10,3) 
1,8 

(1,5; 2,2) 
4,7 

(1,9; 11,8) 
3,9 

(1,1; 13,3) 
2,3 

(1,0; 5,3) 
6,0 

(1,5; 24,4) 

p53 
0,6 

(0,5; 0,7) 
0,6 

(0,5; 0,7) 
0,6 

(0,4; 0,8) 
0,5 

(0,4; 0,7) 
0,3 

(0,2; 0,4) 
0,4 

(0,3; 0,5) 

STAT1 
2,4 

(1,1; 5,2) 
2,0 

(1,0; 3,6) 
2,2 

(1,1; 4,7) 
3,0 

(1,2; 7,1) 
8,1 

(3,2; 20,6) 
9,2 

(5,0; 16,9) 

Dados expressos por valores médios estimados e intervalos de confiança de 95%. ATF-2: fator de 
transcrição ativador 2; JNK: c‐Jun NH2‐terminal kinase; MEK: quinase ativadora da MAP quinase; 
STAT1:  fator transdutor de sinal e ativador de transcrição 1; MSK1: quinase ativada por mitogeno e 
estresse 1 (Mitogen- and Stress-Activated Kinase 1); C-JUNK: quinase N terminal; HSP27: proteína de 
choque térmico 27. 

 
Tabela 19. Relações das proteínas da via MAPK em tecidos (lesão, eutópico e controle) de pacientes 
com e sem endometriose (fase secretora e proliferativa) 

Proteínas (MFI/g de 
proteína) 

Fase secretora Fase proliferativa 

RM  
(IC 95%) 

Valor-p 
RM  

(IC 95%) 
Valor-p 

ATF-2     
Controle 1,74 (0,87; 3,47) 0,123 1,97 (0,89; 4,38) 0,103 
Lesão 1,52 (0,80; 2,89) 0,212 0,41 (0,19; 0,88) 0,027 

c-Jun     
Controle 1,76 (0,77; 4,00) 0,185 0,51 (0,20; 1,31) 0,167 
Lesão 0,75 (0,35; 1,60) 0,457 0,40 (0,16; 1,01) 0,058 

ERK      
Controle 0,42 (0,19; 0,93) 0,038 2,98 (1,18; 7,58) 0,026 
Lesão 9,01 (4,29; 18,94) <0,001 29,57 (12,07; 72,43) <0,001 

HSP27     
Controle 1,87 (0,90; 3,87) 0,100 2,02 (0,86; 4,74) 0,112 
Lesão 1,95 (0,99; 3,84) 0,060 2,15 (0,96; 4,84) 0,070 

JNK     
Controle 1,70 (0,97; 2,98) 0,070 2,94 (1,53; 5,65) 0,002 
Lesão 1,41 (0,84; 2,38) 0,202 2,62 (1,40; 4,89) 0,004 

MEK1     
Controle 0,63 (0,26; 1,53) 0,313 1,24 (0,45; 3,43) 0,677 
Lesão 0,39 (0,17; 0,89) 0,030 1,39 (0,52; 3,70) 0,516 

MSK1     
Controle 1,12 (0,55; 2,29) 0,759 0,95 (0,42; 2,18) 0,904 

   continua... 
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...continuação     

Lesão 0,12 (0,06; 0,24) <0,001 0,22 (0,10; 0,49) <0,001 
p38     

Controle 1,01 (0,32; 3,19) 0,984 2,77 (0,73; 10,51) 0,140 
Lesão 0,52 (0,18; 1,50) 0,231 5,17 (1,43; 18,76) 0,016 

p53     
Controle 1,10 (0,78; 1,54) 0,601 0,94 (0,63; 1,39) 0,747 
Lesão 0,65 (0,47; 0,90) 0,011 0,65 (0,44; 0,95) 0,030 

STAT1     
Controle 0,86 (0,30; 2,49) 0,784 1,64 (0,49; 5,50) 0,427 
Lesão 4,23 (1,59; 11,24) 0,006 4,77 (1,48; 15,34) 0,012 

RM: razão de médias; IC 95%: intervalo de confiança de 95%; Categorias de referência para secretora: 
tecido eutópico e fase secretora; Categorias de referência para proliferativa: tecido eutópico e fase 
proliferativa. ERK: extracellular signal-regulated kinases; JNK: c‐Jun NH2‐terminal kinase; STAT1: 
transdutor de sinal; ativador de transcrição 1; ATF-2: fator de transcrição ativador 2; MEK: quinase 
ativadora da MAP quinase; MSK1: quinase ativada por mitogeno e estresse 1 (Mitogen- and Stress-
Activated Kinase 1); C-JUNK: quinase N terminal; HSP27: proteína de choque térmico 27. 

 

 

Para a lesão na fase secretora, observamos uma média maior de 

ERK e STAT1 e diminuição da média de p53, MEK1 e MSK1 em relação ao endométrio 

eutópico. Já a lesão na fase proliferativa observamos uma média maior de ERK, JNK, 

P38 e STAT1, assim como média menor de ATF2, p53 e MSK1. Considerando a 

comparação entre o grupo eutópico e o controle, notamos no endométrio eutópico 

durante fase secretora uma média maior de ERK e na fase proliferativa há uma média 

menor de ERK e JNK (Tabela 19; Figuras 16 a 18). 

 

4.12 Avaliações no fluido peritoneal 

 

Nas análises de estresse oxidativo e citocinas, cada variável possui 

apenas uma medida por indivíduo. No caso dessas comparações o grupo controle em 

ambas as fases foi utilizado como referência.  

 

4.13 Avaliações de marcadores de estresse oxidativo 

 

Realizamos as verificações de FOX, MDA e carbonil no fluido 

peritoneal das pacientes. As análises comparativas dos modelos podem ser vistas na 

figura 19. Os valores médios estão descritos na tabela 20 e as razões entre as médias 

na tabela 21. Dosamos também a concentração de FOX no fluido peritoneal das 

pacientes, entretanto, não foi possível identificar uma concentração mínima desse 
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produto no fluido. Portanto, esses resultados não serão adicionados no projeto, pois 

não sabemos se o resultado foi negativo porque não há a formação de FOX no fluido 

peritoneal ou se o teste não tem sensibilidade para dosar esse produto nas 

concentrações encontradas especificamente no fluído peritoneal. 

 

 
Dados expressos por valores médios estimados e intervalos de confiança de 95%. a) carbonil; b) 
MDA. * p<0,05. MDA: malondialdeído. 
Figura 19. Concentrações de carbonil e MDA em amostras de fluido peritoneal de pacientes com e 
sem endometriose (fase secretora e proliferativa) 

 

Tabela 20. Valores médios das concentrações de carbonil e MDA em amostras de fluido peritoneal de 
pacientes com e sem endometriose (fase secretora e proliferativa) 
Marcadores de 
estresse 
oxidativo 

Controle Endometriose 

Secretora Proliferativa Secretora Proliferativa 

Carbonil (nmol/g 
de fluido) 

14,7 (10,3; 21,2) 11,3 (7,1; 18,2) 8,2 (7,0; 9,6) 8,6 (7,7; 9,6) 

MDA (nmol/g de 
fluido) 

10,5 (6,3; 17,5) 7,9 (3,7; 17,1) 4,6 (2,8; 7,4) 6,2 (5,0; 7,6) 

Dados expressos por valores médios estimados e intervalos de confiança de 95%. MDA: 
malondialdeído. 

 

Tabela 21. Resultados das quantificações de estresse oxidativo obtidas em fluido peritoneal de paciente 
com e sem endometriose (fase proliferativa e secretora) 

Marcadores de estresse oxidativo 

Fase secretora Fase proliferativa 

RM  
(IC 95%) 

Valor-p 
RM 

(IC 95%) 
Valor-p 

Carbonil (nmol/g de fluido peritoneal)     
Endometriose 0,48 (0,37; 0,62) <0,001 0,43 (0,33; 0,56) <0,001 

MDA (nmol/g de fluido peritoneal)     
Endometriose 0,46 (0,29; 0,73) 0,002 0,46 (0,29; 0,74) 0,003 

RM: razão de médias; MDA : malondialdeído. IC 95%: intervalo de confiança de 95%; Categorias de 
referência: grupo controle, fase secretora e grupo controle, fase proliferativa.  

 

 

a) b) 
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4.13.1 Dosagem de malondialdeído no fluido peritoneal 

 

Realizamos o mesmo teste de cálculo de concentração de MDA no 

fluido peritoneal das pacientes e observamos um aumento significativo na concentração 

de MDA no grupo controle. A média de MDA do grupo endometriose em relação à média 

do grupo controle, é menor em ambas as fases do ciclo.  

 

4.13.2 Avaliação de carbonil no fluido peritoneal 

 

Em relação ao carbonil a média do grupo endometriose é 52% menor 

(p<0,001) que do grupo controle na fase secretora e 57% menor que a média do grupo 

controle na fase proliferativa. 

 

4.13.3 Avaliação das concentrações de citocinas no fluido peritoneal 

 

Observamos que de um modo geral, há uma diminuição significativa 

nas médias das concentrações das citocinas (TGF-A, IL-15, IL-1β, IL-2 e TNF-A) no 

grupo endometriose, em relação ao grupo controle na fase secretora. Por outro lado, a 

fase proliferativa apresenta a média do grupo endometriose maior em relação à média 

do grupo controle para as citocinas IL-1β, IL-6, IL-10, IL-17A e menor para as citocinas 

IL-4 e TNF-B. Tabela 22 mostra as médias das concentrações e a Tabela 23 apresenta 

os resultados para as citocinas dosadas no fluido peritoneal das pacientes incluídas no 

estudo.  

 

Tabela 22. Valores médios estimados das citocinas em fluido peritoneal de pacientes com e sem 
endometriose (fase proliferativa e secretora) 

Citocinas 
(pg/mL) 

Controle Endometriose 

Secretora Proliferativa Secretora Proliferativa 

EGF  
9,02 

(2,68; 30,38) 
4,26 

(1,46; 12,42) 
1,71 

(0,50; 5,87) 
2,87 

(1,17; 7,04) 

TGF-A  
4,12 

(1,18; 14,38) 
4,26 

(1,46; 12,42) 
1,71 

(0,50; 5,87) 
2,87 

(1,17; 7,04) 

IL-10  
70,18 

(43,12; 114,22) 
52,37 

(20,67; 132,68) 
52,72 

(38,45; 72,29) 
246,34 

(119,11; 509,48) 

IL-15  
38,80 

(26,11; 57,66) 
20,77 

(12,48; 34,57) 
22,49 

(18,01; 28,08) 
27,21 

(20,25; 36,56) 

    continua... 

     



60 

 

...continuação     

IL-17A  
4,27 

(2,41; 7,57) 
1,83 

(1,53; 2,18) 
2,14 

(1,65; 2,79) 
3,50 

(1,68; 7,29) 

IL-1α  
3,44 

(0,16; 74,16) 
1,23 

(0,18; 8,22) 
0,15 

(0,01; 1,70) 
0,10 

(0,02; 0,70) 

IL-1β  
1,66 

(0,92; 2,99) 
0,94 

(0,75; 1,16) 
0,69 

(0,64; 0,75) 
1,35 

(0,79; 2,31) 

IL-2  
1,88 

(1,23; 2,89) 
1,13 

(1,03; 1,23) 
0,95 

(0,87; 1,04) 
1,33 

(0,89; 1,97) 

IL-4  
0,64 

(0,08; 5,46) 
0,47 

(0,03; 7,76) 
0,12 

(0,02; 0,80) 
0,08 

(0,04; 0,16) 

IL-6  
58,13 

(15,74; 214,63) 
16,06 

(8,08; 31,92) 
34,80 

(18,82; 64,33) 
254,43 

(52,65; 1229,66) 

IL-8  
47,45 

(8,50; 265,03) 
55,56 

(9,41; 328,10) 
26,12 

(13,78; 49,53) 
78,66 

(34,97; 176,94) 

TNF-A  
33,09 

(19,15; 57,17) 
21,19 

(12,29; 36,54) 
16,88 

(12,93; 22,03) 
26,81 

(18,22; 39,45) 

TNF-B  
0,15 

(0,01; 2,43) 
0,16 

(0,01; 4,00) 
0,06 

(0,01; 0,56) 
0,02 

(0,01; 0,04) 

VEGF  
32,42 

(3,87; 271,55) 
15,28 

(1,90; 122,95) 
15,13 

(0,78; 292,74) 
31,85 

(7,39; 137,17) 

Dados expressos por valores médios estimados e intervalos de confiança de 95%. TNF: fator de 
necrose tumoral; TGF-A: fator de crescimento transformador alfa; VEGF: fator de crescimento 
endotelial vascular; IL: Interleucina; EGF: fator de crescimento epidermal. 

 

Tabela 23. Resultados das quantificações de citocinas obtidas em fluido peritoneal de paciente com 
e sem endometriose (fase proliferativa e secretora) 

Citocinas  
(pg/mL) 

Fase secretora  Fase proliferativa 

RM  
(IC 95%) 

Valor-p  
RM 

 (IC 95%) 
Valor-p 

EGF       

Endometriose 0,228 (0,049; 1,055) 0,067  0,715 (0,153; 3,335) 0,673 

TGF-A       

Endometriose 0,100 (0,039; 0,258) <0,001  1,480 (0,598; 3,661) 0,402 

IL-10      

Endometriose 0,730 (0,305; 1,745) 0,483  5,088 (2,107; 12,284) 0,001 

IL-15       

Endometriose 0,548 (0,346; 0,869) 0,015  1,241 (0,781; 1,972) 0,367 

IL-17A       

Endometriose 0,467 (0,210; 1,040) 0,071  2,953 (1,273; 6,849) 0,016 

IL-1α       

Endometriose 0,038 (0,002; 0,905) 0,051  0,111 (0,004; 2,741) 0,188 

IL-1β       

Endometriose 0,362 (0,198; 0,665) 0,002  1,923 (1,033; 3,579) 0,047 

IL-2       

Endometriose 0,457 (0,289; 0,722) 0,002  1,446 (0,900; 2,322) 0,137 

IL-4       

Endometriose 0,205 (0,018; 2,285) 0,206  0,062 (0,005; 0,735) 0,034 

IL-6       

Endometriose 0,492 (0,091; 2,644) 0,414  35,79(6,38; 200,694) <0,001 

IL-8       

Endometriose 0,285 (0,057; 1,416) 0,134  0,884 (0,179; 4,362) 0,881 

     continua... 
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...continuação      

TNF-A       

Endometriose 0,444 (0,250; 0,786) 0,009  1,252 (0,705; 2,223) 0,449 

TNF-B       

Endometriose 0,348 (0,019; 6,404) 0,482  0,041 (0,002; 0,816) 0,044 

VEGF       

Endometriose 1,224 (0,054; 27,973) 0,900  1,984 (0,087; 45,412) 0,671 

RM: razão de médias; IC 95%: intervalo de confiança de 95%; categorias de referência: grupo controle, 
fase secretora e grupo controle, fase proliferativa. IL: Interleucina; TGF-A: fator de crescimento 
transformador alfa; TNF: fator de necrose tumoral; VEGF: fator de crescimento endotelial vascular. 

 

4.13.4 Avaliação da concentração de 8-OhdG no fluido peritoneal 

 

Na fase secretora, o tecido eutópico de mulheres com endometriose 

apresenta uma diminuição na média de 8-OhdG em 49,3% (p<0,001), em relação ao 

grupo controle (Tabela 24). 

 

Tabela 24. Modelo misto para a variável de dano de DNA como desfecho no fluido peritoneal de 
pacientes com e sem endometriose, tendo como referência o grupo controle na fase secretora 

Marcador de estresse oxidativo  
(ng/mL de fluido peritoneal) 

RM  
(IC 95%) 

Valor-p 

Fase secretora 
8-OHdG– n (%) (N=41)   

Endometriose 0,507 (0,374; 0,687) <0,001 

Fase proliferativa   

8-OHdG – n (%) (N=41)   

Endometriose 0,997 (0,732; 1,357) 0,985 

RM: razão de médias; IC: intervalo de confiança; categoria de referência do grupo: controle; 
categoria de referência da fase: secretora e fase proliferativa. 8-OHdG: 8-hidroxi-2'-
desoxiganosina. 

 

4.14 Avaliação da relação entre duas variáveis dosadas nos tecidos: relação entre 

concentração de proteínas como variável desfecho e citocinas como variável 

explicativa 

 

Consideramos as médias ajustadas das concentrações de proteínas 

como variáveis explicativas e as médias ajustadas das concentrações de citocinas 

como variáveis desfecho controlando por grupo, fase de ciclo e interação entre grupo e 

fase. Nota-se que o aumento de uma unidade de p16Ink4a está associado a um aumento 

em IL-17A, e um aumento de uma unidade em Lamin b1 está associado à uma 

diminuição de IL-1α e IL-2 (Figura 20).  
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Representação do que ocorre quando há um aumento na concentração de uma unidade na 
expressão de p16Ink4a, Lamin b1, IL-1β e H2AX. > indica aumento estatisticamente diferente 
nas concentrações. < indica diminuição estatisticamente diferente das concentrações. = valor 
sem significância estatística. IL: Interleucina; TGF-A: fator de crescimento transformador alfa; 
TNF: fator de necrose tumoral; VEGF: fator de crescimento endotelial vascular; H2AX: proteína 
histona da família H2A; EGF: fator de crescimento epidermal. 
Figura 20. Representação das relações entre p16 Ink4a, IL-1β, Lamin b1 e H2AX e as citocinas, 
controlando por tipo de tecido (controle, eutópico e lesão) e fase do ciclo (proliferativa e 
secretora) 

 

 



63 

 

4.15 Avaliação da relação entre concentração dos marcadores de estresse 

oxidativo como variáveis explicativas e medidas das concentrações das 

proteínas como variáveis desfecho 

 

Consideramos as médias ajustadas das concentrações dos 

marcadores de estresse oxidativo como variáveis explicativas e as médias ajustadas 

das concentrações de proteínas como variáveis desfecho controlando por grupo, fase 

de ciclo e interação entre grupo e fase. Observa-se os resultados na figura 21. 

Observamos que carbonil e H2AX estão inversamente associados e MDA e IL-1Β estão 

positivamente associados. 

 

 
Representação do que ocorre quando há um aumento na concentração de carbonil, FOX, MDA, GSH e 
GSSG controlando por grupo e fase do ciclo. > indica aumento estatisticamente diferente nas 
concentrações. < indica diminuição estatisticamente diferente das concentrações. = valor sem 
significância estatística. IL: Interleucina; FOX: oxidação férrica (ferrous oxidation); TGF-A: fator de 
crescimento transformador alfa; TNF: fator de necrose tumoral; H2AX: proteína histona da família H2A; 
GSH: glutationa reduzida; GSSG: glutationa oxidada; MDA: malondialdeído;   EGF: fator de crescimento 
epidermal. 
Figura 21. Representação das relações entre carbonil, FOX, MDA, GSH e GSSG e o as proteínas 
(p16Ink4a, IL-1β, Lamin b1 e H2AX), controlando por tipo de tecido (controle, eutópico e lesão) e fase do 
ciclo (proliferativa e secretora) 

 

4.16 Avaliação da relação entre concentração de citocinas como variáveis 

explicativa e medidas de estresse oxidativo como variáveis desfecho 

 

Consideramos as médias ajustadas das concentrações das citocinas 

como variáveis explicativa e as médias ajustadas das concentrações dos marcadores 

de estresse oxidativo como variáveis desfecho controlando por grupo, fase de ciclo e 

interação entre grupo e fase. Observa-se os resultados na figura 22.  



64 

 

 
Representação do que ocorre quando há um aumento na concentração das citocinas controlando por 
grupo e fase do ciclo. > indica aumento estatisticamente diferente nas concentrações. < indica 
diminuição estatisticamente diferente das concentrações. = valor sem significância estatística. IL: 
Interleucina; FOX: oxidação férrica (ferrous oxidation); TGF-A: fator de crescimento transformador 
alfa; TNF: fator de necrose tumoral; H2AX: proteína histona da família H2A; GSH: glutationa reduzida; 
GSSG: glutationa oxidada; MDA: malondialdeído; VEGF: fator de crescimento endotelial vascular; 
EGF: fator de crescimento epidermal. 
Figura 22. Representação das relações entre as citocinas e os marcadores de estresse oxidativo 
(carbonil, FOX, MDA, GSH e GSSG), controlando por tipo de tecido (controle, eutópico e lesão) e fase 
do ciclo (proliferativa e secretora) 

 

4.17 Avaliação da relação entre as proteínas da via MAPK como variáveis 

explicativas e medidas de proteínas de senescência, estresse oxidativo e 

citocinas como variáveis  desfecho 

 

Consideramos as médias ajustadas das concentrações das 

proteínas da via MAPK como variáveis explicativas e as médias ajustadas das 

concentrações das proteínas marcadoras de células senescentes (Figura 23), dos 

marcadores de estresse oxidativo (Figura 24) e das citocinas (Figura 25) como variáveis 

desfecho controlando por grupo, fase de ciclo e interação entre grupo e fase.  

 

 

 



65 

 

 
Representação do que ocorre quando há um aumento na concentração das proteínas da via MAPK, 
controlando por grupo e fase do ciclo. > indica aumento estatisticamente diferente nas concentrações. 
< indica diminuição estatisticamente diferente das concentrações. = valor sem significância estatística. 
IL: Interleucina; TGF-A: fator de crescimento transformador alfa; TNF: fator de necrose tumoral; H2AX: 
proteína histona da família H2A; MDA: malondialdeído; ATF2: fator de transcrição ativador 2; ERK: 
extracellular signal-regulated kinases; JNK: c‐Jun NH2‐terminal kinase ; STAT1: fator transdutor de 
sinal e ativador de transcrição 1 ; MEK: quinase ativadora da MAP quinase; HSP27: proteína de choque 
térmico 27; EGF: fator de crescimento epidermal. 
Figura 23. Representação das relações entre as proteínas da via MAPK e as proteínas marcadores de 
senescência, controlando por tipo de tecido (controle, eutópico e lesão) e fase do ciclo (proliferativa e 
secretora) 

 

 
Representação do que ocorre quando há um aumento na concentração dos marcaores das proteínas 
da via MAPK, controlando por grupo e fase do ciclo. > indica aumento estatisticamente diferente nas 
concentrações. < indica diminuição estatisticamente diferente das concentrações. = valor sem 
significância estatística. FOX: oxidação férrica (ferrous oxidation); TGF-A: fator de crescimento 
transformador alfa; TNF: fator de necrose tumoral; H2AX: proteína histona da família H2A; MDA: 
malondialdeído; ATF2: fator de transcrição ativador 2; ERK: extracellular signal-regulated kinases; JNK: 
c‐Jun NH2‐terminal kinase ; STAT1: fator transdutor de sinal e ativador de transcrição 1 ; MEK: quinase 
ativadora da MAP quinase; GSH: glutationa reduzida; GSSG: glutationa oxidada; MSK: ; HSP27: 
proteína de choque térmico 27. 
Figura 24. Representação das relações entre as proteínas da via MAPK e os marcadores de estresse 
oxidativo (carbonil, FOX, MDA, GSH e GSSG), controlando por tipo de tecido (controle, eutópico e 
lesão) e fase do ciclo (proliferativa e secretora) 
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Representação do que ocorre quando há um aumento na concentração das proteínas da via MAPK, 
controlando por grupo e fase do ciclo. > indica aumento estatisticamente diferente nas concentrações. 
< indica diminuição estatisticamente diferente das concentrações. = valor sem significância estatística. 
IL: Interleucina; FOX: oxidação férrica (ferrous oxidation); TGF-A: fator de crescimento transformador 
alfa; TNF: fator de necrose tumoral; H2AX: proteína histona da família H2A; MDA: malondialdeído; 
ATF2: fator de transcrição ativador 2; ERK: extracellular signal-regulated kinases; JNK: c‐Jun NH2‐
terminal kinase ; STAT1: fator transdutor de sinal e ativador de transcrição 1 ; MEK: quinase ativadora 
da MAP quinase; GSH: glutationa reduzida; GSSG: glutationa oxidada; VEGF: fator de crescimento 
endotelial vascular; MSK1: quinase ativada por mitogeno e estresse 1 (Mitogen- and Stress-Activated 
Kinase 1); EGF: fator de crescimento epidermal; HSP27: proteína de choque térmico 27. 
Figura 25. Representação das relações entre as proteínas da via MAPK e das citocinas, controlando 
por tipo de tecido (controle, eutópico e lesão) e fase do ciclo (proliferativa e secretora) 

 

4.18 Avaliação da relação entre duas variáveis no fluido peritoneal 

 

Nesta seção serão apresentados os resultados das comparações 

entre dois grupos de medidas (estresse oxidativo, citocinas e dano de DNA) no fluido 

peritoneal.  
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4.19 Comparação entre citocinas e estresse oxidativo 

 

Observou-se que todos os modelos tiveram significância na 

interação entre grupo e fase de ciclo. Carbonil apresentou relação significativa quando 

considerada como variável explicativa nos modelos com TGF-A, IL-1β, IL-2 e IL-8. 

Malondialdeído apresentou relação significativa quando considerada como variável 

explicativa no modelo com TGF-A. A tabela 25 mostra os resultados controlados por 

grupo, fase de ciclo e interação entre grupo e fase.  

 

Tabela 25. Comparação das citocinas como variáveis explicativas e marcadores de estresse oxidativo 
como variáveis desfecho no fluido peritoneal controlando por tipo de paciente (endometriose e controle) 
e fase do ciclo menstrual (proliferativa e secretora) 

Citocinas 
RM 

(IC 95%) 
Valor-p 

EGF   

MDA (nmol/mg de proteína) 0,241 (0,003; 17,768) 0,521 

carbonil (nmol/mg de proteína) 1,354 (0,012; 159,232) 0,902 

TGF-A   

MDA (nmol/mg de proteína) 64,646 (8,394; 497,844) <0,001 

carbonil (nmol/mg de proteína) 226,021 (20,650; 2473,901) <0,001 

IL-10   

MDA (nmol/mg de proteína) 4,891 (0,351; 68,207) 0,246 

carbonil (nmol/mg de proteína) 5,403 (0,260; 112,071) 0,283 

IL-15   

MDA (nmol/mg de proteína) 1,734 (0,428; 7,037) 0,446 

carbonil (nmol/mg de proteína) 0,767 (0,180; 3,263) 0,721 

IL-17A   

MDA (nmol/mg de proteína) 1,115 (0,067; 18,658) 0,940 

carbonil (nmol/mg de proteína) 2,391 (0,093; 61,409) 0,602 

IL-1α   

MDA (nmol/mg de proteína) 82,908 (0,017; 413848,145) 0,316 

carbonil (nmol/mg de proteína) 249,409 (0,028; 2252257,816) 0,243 

IL-1β   

MDA (nmol/mg de proteína) 5,751 (0,934; 35,426) 0,068 

carbonil (nmol/mg de proteína) 9,561 (1,111; 82,240) 0,048 

IL-2   

MDA (nmol/mg de proteína) 3,380 (0,882; 12,952) 0,085 

carbonil (nmol/mg de proteína) 5,673 (1,167; 27,586) 0,039 

IL-4   

MDA (nmol/mg de proteína) 0,014 (<0,001; 21,271) 0,262 

carbonil (nmol/mg de proteína) 0,002 (<0,001; 2,134) 0,091 

IL-6   

MDA (nmol/mg de proteína) 59,910 (0,299; 12023,362) 0,140 

carbonil (nmol/mg de proteína) 56,971 (0,161; 20179,437) 0,186 

  continua... 
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IL-8   

MDA (nmol/mg de proteína) 14,677 (0,569; 378,454) 0,114 

carbonil (nmol/mg de proteína) 6426,727 (313,334; 131817,139) <0,001 

TNF-A   

MDA (nmol/mg de proteína) 1,716 (0,359; 8,207) 0,503 

carbonil (nmol/mg de proteína) 2,452 (0,356; 16,867) 0,369 

TNF-B   

MDA (nmol/mg de proteína) 0,001 (<0,001; 2,511) 0,091 

carbonil (nmol/mg de proteína) <0,001 (<0,001; 0,962) 0,057 

VEGF   

MDA (nmol/mg de proteína) 0,453 (<0,001; 1891,285) 0,853 

carbonil (nmol/mg de proteína) 66,864 (0,006; 780167,004) 0,385 

RM: razão de médias; IC 95%: intervalo de confiança de 95%; categorias de referência: grupo controle 
e fase secretora. IL: Interleucina; TGF-A: fator de crescimento transformador alfa; TNF: fator de necrose 
tumoral; MDA: malondialdeído; VEGF: fator de crescimento endotelial vascular. 

 

4.20 Comparação entre dano de DNA e estresse oxidativo 

 

Avaliamos a relação entre MDA e carbonil com 8-OHdG controlando 

por grupo e por fase do ciclo. Apesar de não termos evidências de relação significante, 

o aumento de uma unidade de 8-OHdG está associado a um aumento estimado de 

34% na média de concentração de MDA e a um aumento estimado de 15,4% na média 

de carbonil. A tabela 26 mostra os resultados da medida de dano de DNA dosado 

através da concentração de 8-OHdG e as medidas de estresse oxidativo como variáveis 

desfecho.  

 

Tabela 26. Comparação dos marcadores de estresse oxidativo como variáveis desfecho e 8-OHdG 
como variável explicativa no fluido peritoneal controlando por tipo de paciente (endometriose e 
controle) e fase do ciclo menstrual (proliferativa e secretora) 

Marcadores de estresse oxidativo 
(ng/mL de fluido peritoneal) 

RM 
 (IC 95%) 

Valor-p 

MDA   

8-OHdG 1,340 (0,993; 1,808) 0,064 

carbonil   

8-OHdG  1,154 (0,973; 1,368) 0,109 

RM: razão de médias; IC 95%: intervalo de confiança de 95%; variáveis de controle: grupo e fase. 
Valores-p obtidos via modelos lineares generalizados mistos. 8-OHdG: 8-hidroxi-2'-desoxiganosina; 
MDA: malondialdeído. 
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4.21 Avaliação da colocalização das células senescentes 

 

Após a avaliação dos marcadores de estresse oxidativo e de 

senescência nas lesões de endometriose, buscamos localizar qual o tipo celular que 

envolvido. Para isso, realizamos experimentos de colocalização de imunofluorescência, 

utilizando os anticorpos anti-p16Ink4a e anti-ecaderina, e também da proteína Lamin b1 

e anti-ecaderina, marcador de célula epitelial. Fica ilustrado aqui a marcação para 

p16Ink4a (Figura 26 a; c) e Lamin b1 (Figura 26 b; d) com e-caderina nos três grupos: 

endométrio controle, eutópico e lesão. Nossa análise qualitativa nos mostrou que tanto 

células epiteliais, quanto não epiteliais foram positivas para p16Ink4a e Lamin b1.  
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a) Imagens representativas de p16Ink4a e b) Lamin b1 co-marcadas com e-caderina (marcador de células epiteliais) em tecidos de endometriose e controles. A cor 
vermelha representa as áreas marcadas pelos anticorpos anti-p16Ink4a e anti-Lamin b1, a cor verde representa a coloração da e-caderina nas células epiteliais e a 
cor azul marca os núcleos das células. i) endométrio controle; ii) endométrio eutópico; iii) lesões de endometriose. As fotos foram tiradas usando o microscópio 
confocal Carl Zeiss (Oberkochen, Alemanha) modelo LSM 710 com aumento de 20X, e o software Zen 2010 foi usado para análise de imagem. c) Imagens 
representativas de p16Ink4a e d) lamina b1 co-corada com e-caderina em tecidos com lesões profundas de endometriose. A cor vermelha representa as proteínas 
p16Ink4a e Lamin b1, a cor verde representa a coloração de e-caderina nas células epiteliais e a cor azul marca os núcleos das células. A seta vermelha mostra 
células que são coradas apenas para p16Ink4a ou Lamin b1, e a estrela amarela mostra células epiteliais coradas para p16Ink4a e Lamin b1. As fotos foram tiradas 
usando o microscópio confocal Carl Zeiss (Oberkochen, Alemanha) modelo LSM 710 em ampliações de 20X e 100X e analisadas usando o software Zen 2010.  
Figura 26. Colocalização da marcação da proteína p16Ink4a e Lamin b1 co-marcados com e-caderina em tecido de endometriose 
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5 DISCUSSÃO 

 

Nosso objetivos foram verificar a presença de células senescentes, 

marcadores de estresse oxidativo, SASP e as principais proteínas da via MAPK em 

células de lesão de endometriose profunda e endométrio de mulheres com 

endometriose. Demonstramos com os resultados obtidos no presente estudo, que a 

lesão apresenta características de expressão de marcadores pró senescência (p16Ink4a, 

Lamin b1 e IL-1β), havendo uma alteração nos marcadores de estresse oxidativo (H2AX, 

8-OHdG, carbonil, FOX, GSH e GSSG) e citocinas (IL-4, IL-10, IL-15), além de 

desregulação da fosforilação de quinases (ERK, JNK, p38 e MEK1) e fatores de 

transcrição (ATF-2, p53 e STAT1) da via MAPK. 

A senescência celular é caracterizada pelo estado de bloqueio 

permanente do ciclo celular provocado por estímulos intrínsecos e extrínsecos da 

célula.(146) O acúmulo de células senescentes em um determinado órgão ou tecido pode 

favorecer o ambiente pró-inflamatório, diminuir a capacidade de regeneração celular, 

favorecendo o aparecimento de diversas doenças, como o câncer, doenças 

degenerativas e síndromes do envelhecimento.(33) As principais características 

fenotípicas da senescência celular são a liberação de citocinas pró-inflamatórias, 

expressão de genes anti-apoptose e oncogenes, alteração nas taxas metabólicas, dano 

de DNA (de forma crônica), aumento de volume e aparência alongada das células, entre 

outros.(147) Até o momento não há descrito na literatura a utilização de um único marcador 

de senescência, porém a utilização de diferentes moléculas, conhecidas por estarem 

alteradas em células senescentes, garante uma caracterização do potencial senescente 

daquele tecido,(148) como reguladores do ciclo celular: p16Ink4a(149) e p53;(150) marcadores 

de dano de DNA: H2AX,(151) 8-OHdG,(152) citocinas características do fenótipo secretor 

associado a senescência: IL-1β(153) e Lamin b1.(154) 

No presente estudo foi identificado, através de análises de 

imunoistoquímica, um aumento na expressão de p16Ink4a nas lesões em relação ao 

endométrio eutópico na fase secretora. A proteína p16Ink4a tem um papel crítico no 

controle de envelhecimento, da regulação da senescência celular, detecção e 

manutenção de danos ao DNA, sendo um potente inibidor da proliferação celular.(155) O 

acúmulo de células senescentes em tecidos envelhecidos pode ser observado através 

da presença da proteína p16Ink4a.(149) O crescente potencial senescente foi associado 
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com o aumento de p16Ink4a em câncer ovariano, tumor endometriótico e também cisto 

endometriótico.(156) 

A maior expressão de p16Ink4a nas lesões profundas em relação ao 

endométrio eutópico, nos indica que as células das lesões passam por alterações 

funcionais. São células mais propensas ao bloqueio do ciclo celular. Essas células 

senescentes da lesão seriam mais resistentes à apoptose, passariam a secretar 

metabólitos distintos do que as células do endométrio eutópico, se comportariam em 

relação ao microambiente de forma diferente, inclusive no recrutamento de outras células 

do sistema imune. Essa observação é condizente com as características da doença, que 

possui características anti-apoptóticas,(157) alterações no perfil de resposta inflamatória 

com maiores de concentrações de citocinas pró-inflamatórias,(158) e aumento de estresse 

oxidativo em relação ao tecido endometrial.(159) 

Nossos resultados anteriores já haviam demonstraram uma 

diminuição na expressão de Lamin b1 em lesões, quando comparado ao endométrio 

eutópico das mesmas pacientes, sem considerar as diferentes fases do ciclo.(24) Os 

resultados atuais, através de análises de imunoistoquímica, identificaram uma 

diminuição significativa na expressão de Lamin b1 em relação ao endométrio eutópico 

na fase proliferativa. Lamin b1 é uma proteína encontrada na membrana nuclear de todas 

as células.(119) Ela está associada à manutenção da estruturação da membrana nuclear, 

além de participar de outros processos do ciclo celular, como replicação de DNA e 

organização da cromatina.(120) Na literatura, baixos níveis de Lamin b1estão associados 

com a síndrome prematura de envelhecimento Hutchinson-Gilford.(121) Estudos recentes 

mostram que a redução de Lamin b1está associada com o aumento da senescência em 

células humanas.(160–163) 

Diversos estudos já demonstram a relação que Lamin b1 tem com o 

acúmulo de células senescentes. A literatura não indica uma causa ou consequência da 

depleção de Lamin b1 à senescência celular, porém, observa-se que células 

senescentes apresentam baixos níveis de tais proteínas.(122,123) Outro estudo(124) 

demonstrou que, após irradiação em camundongo, havia mais células em senescência 

e que as concentrações de Lamin b1 diminuíram inversamente ao aumento do número 

de células senescentes marcadas. 

Avaliamos também a localização dos marcadores de senescência no 

tecido, dando foco às células epiteliais glandulares. Observamos que a marcação de 

p16Ink4a e Lamin b1 dá-se com maior intensidade nas células epiteliais, entretanto foi 
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possível observar fluorescência em células não epiteliais. Isso demonstra que a 

senescência celular não está restrita a um compartimento celular e acaba por atingir 

diversos tipos celulares, mostrando que a lesão e tecido adjacente a ela podem estar 

alterados. 

Ocorre naturalmente nas células, após entrarem em bloqueio do ciclo 

celular pela via do p16Ink4a, uma ativação do fator de transcrição NF-κβ, que por sua vez, 

leva a um aumento da liberação de IL-1, IL-6, IL-8, entre outros fatores, mais conhecidos 

como SASP.(164) Concomitante a isso, foi demonstrado que células tratadas com IL-1β 

tiveram um acúmulo de p16Ink4a.(165) Outro estudo sugere o envolvimento do aumento de 

IL-1β na ativação da via p38 MAPK de senescência celular em fibroblastos embrionários 

de camundongos.(129) Por esses motivos optamos por avaliar, através de análises de 

imunoistoquímica, a expressão proteica de IL-1β nos tecidos de endometriose como um 

marcador de senescência.  

Nossos resultados demonstram um aumento na expressão de IL-1β 

na lesão, quando comparamos ao endométrio eutópico, em ambas as fases do ciclo. A 

IL-1β é um mediador chave na resposta inflamatória crônica e aguda, identificado como 

marcador de estresse celular.(166) IL-1α e IL-1β são componentes conhecidos do 

SASP(125) e são as principais proteínas precursoras que se ligam a IL-1R1. IL-1α e 1β 

ativados iniciam uma cascata de sinalização que leva à translocação nuclear do fator de 

transcrição NF-κB, levando a vários efeitos imunológicos, como a produção e secreção 

de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento, além de, regulação positiva de 

moléculas de adesão, aumento da permeabilidade vascular, e proliferação de células T 

efetoras na presença de células T reguladoras.(126,127) 

Demonstramos que as lesões de endometriose exibiram maior 

expressão de IL-1β do que o endométrio eutópico, corroborando nossa hipótese de 

expressão do marcador de senescência regulada positivamente em lesões de 

endometriose. Embora a IL-1 seja um componente secundário do SASP, é responsável 

por iniciar uma cascata de eventos que, em última análise, leva à secreção de IL-6 e IL-

8, sendo que ambos são componentes principais do SASP.(128) Neste estudo, embora 

não tenhamos encontrado nenhuma diferença nos níveis de IL-6 e IL-8 entre as lesões 

de endometriose e o endométrio eutópico, notamos uma alteração na expressão IL-1β 

nos tecidos, sugerindo a presença de um processo inflamatório. 

Achados diferentes aos nossos foram publicados por Volpato et al. 

2018. Nesse trabalho, os autores não foram capazes de encontrar diferença entre a 
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expressão de IL-1β nas pacientes com e sem endometriose.(167) Com isso, acreditamos 

que a elevação de IL-1β nas lesões de endometriose vai de acordo com outros resultados 

apresentados na literatura(168) e pode estar associada com o perfil inflamatório e a 

presença de dor nessas pacientes.(169) 

Por acreditarmos que a senescência celular na endometriose é 

induzida por estresse avaliamos também o equilíbrio redox nas pacientes com e sem 

endometriose. A avaliação desse equilíbrio depende da comparação entre espécies 

reativas de oxigênio (ERO) e também do sistema antioxidante, no caso desse estudo, 

antioxidantes enzimáticos.  

Demonstramos com os resultados obtidos, que nas lesões, em ambas 

as fases do ciclo, há um aumento na peroxidação lipídica e formação de hidroperóxidos, 

que foram detectados através do método de dosagem de FOX e aumento da oxidação 

proteica dosada através do marcador carbonil nos tecidos.  

Proteínas oxidadas são adicionadas de um grupo carbonil (as 

chamadas proteínas carboniladas) e a dosagem desse grupo é o indicador mais 

comumente utilizado para avaliar oxidação proteica.(143) Observamos um aumento na 

concentração de carbonil nas lesões em relação ao endométrio eutópico, entretanto, 

também um aumento no endométrio controle e fluido peritoneal de pacientes controle. 

As concentrações de carbonil no fluido peritoneal ainda são contraditórias, e os estudos 

diferem em relação à técnica utilizada para dosagem do composto, além da seleção das 

pacientes, o que dificulta a comparação entre os trabalhos. Diferentemente dos nossos 

resultados, foi demonstrado um aumento de carbonil, no fluido peritoneal de mulheres 

com e sem endometriose,(170) já outra pesquisa não encontrou diferença entre esse 

composto no fluido peritoneal de pacientes com e sem a doença.(28) 

Nosso trabalho avaliou a relação da peroxidação lipídica, 

representado pela dosagem de FOX, em sítios específicos nos tecidos de endometriose 

(endométrio e lesão) e também no endométrio de pacientes sem endometriose, com o 

intuito de avaliar a presença de radicais livres (RL) e com isso entender o ambiente da 

lesão, relacionando essas alterações locais com uma concentração maior de 

marcadores de senescência e possível manutenção da doença. Observamos um 

aumento de FOX nas lesões em ambas as fases do ciclo menstrual.  

Resultados semelhantes aos nossos já haviam sido demonstrados, 

entretanto as dosagens dos hidroperóxidos foram realizadas no plasma, fluido folicular e 

fluido peritoneal. Os autores observaram um aumento significativo de FOX no plasma 
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das mulheres com endometriose comparado a mulheres sem a doença, demonstrando 

aqui uma alteração sistêmica.(171–173) Outro trabalho não encontrou diferença na 

concentração de hidroperóxidos entre pacientes com e sem endometriose, mas 

observou um aumento no fluido peritoneal.(170) Já a diferença na concentração de 

hidroperóxidos no fluido folicular de pacientes com endometriose que foram submetidas 

à estimulação ovariana não foi significativa.(171) 

As membranas celulares são formadas basicamente por camadas de 

lipídios (fosfolipídios e colesterol) e proteínas, sendo altamente fluidas. Os danos 

oxidativos causados por ERO podem resultar na alteração da fluidez dessas membranas, 

modificando a estrutura celular.(141,174) Acreditamos que, essa elevação na peroxidação 

lipídica em lesões de endometriose, além de alterar o equilíbrio redox, possa estar 

atuando na membrana celular, o que levaria a modificações na estrutura, fluidez, 

permeabilidade, transporte e antigenicidade dessas células. Essas mudanças poderiam 

ter implicações importantes na manutenção da endometriose. Alterações na fluidez da 

membrana afetam várias funções celulares, incluindo o transporte ativo e passivo, 

atividades enzimáticas, processos de transdução de sinal induzido por hormônio, 

crescimento e divisão celular.(175) 

Constata-se, há tempos, que os níveis de fluidez da membrana estão 

envolvidos no envelhecimento e em várias doenças.(176) Um modelo de roedor avaliou a 

fluidez da membrana celular em animais modificados para serem resistentes à 

senescência e outro grupo suscetíveis à senescência (acelerada pelo estresse 

oxidativo), em um período de cinco meses. Eles demonstraram que a fluidez da 

membrana era menor em animais suscetíveis à senescência, em comparação àqueles 

que eram resistentes com o passar do tempo.(177) Por isso, acreditamos que o estresse 

oxidativo somado a um processo de senescência celular, pode comprometer a estrutura 

da membrana celular na endometriose e com isso afetando funções originais das células.  

Como a fluidez da membrana depende das interações dos lipídios 

presentes nela, pesquisadores aferiram a fluidez da membrana celular em transplante 

de pâncreas através da concentração de malondialdeído (MDA) e compararam com um 

teste padrão de fluidez de membrana. O que observaram foi que a maior concentração 

de MDA estava relacionada a uma menor fluidez da membrana.(175) 

O MDA é um produto secundário da peroxidação lipídica e também 

pode ser utilizado para avaliar a taxa cumulativa de peroxidação lipídica nas células, 

entretanto, não encontramos diferença entre a lesão e o endométrio eutópico. Outros 
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trabalhos também não encontraram diferenças na concentração sérica e do fluido 

folicular de MDA entre endometriose e um grupo controle, sem observar alteração entre 

diferentes estádios da doença.(171,173) 

As análises da proteína γ-H2AX, um marcador sensível para quebra 

de dupla fita de DNA, indicando dano de DNA, mostraram que as lesões de 

endometriose, em ambas as fases do ciclo, expressaram menos proteína, em 

comparação com o endométrio eutópico. O aumento da marcação de γ-H2AX pode 

indicar uma disfunção no telômero, sugerindo que em células com aumento de γ-H2AX, 

a senescência seja replicativa e dependente do encurtamento do telômero. Essa análise 

nos leva a crer que a senescência na endometriose não estaria associada à replicação 

celular e encurtamento dos telômeros,(112) mas sim senescência mediada por estresse. 

Esse dado vai de acordo com os resultados obtidos no estudo, como aumento de p16Ink4a 

e IL-1β e diminuição de Lamin b1 nas lesões, que estaria associado ao bloqueio do ciclo 

celular. 

Para neutralizar os RL os deixando menos tóxicos para as células 

existe um sistema complexo formado pelos antioxidantes. O sistema antioxidante é 

composto por diversas moléculas capazes de transformar radicais livre em substâncias 

menos reativas, que podem ser eliminadas pelo próprio organismo. Dentre elas existe o 

sistema composto pela glutationa peroxidase (GSH-Px), GSSG pela glutationa redutase 

(GR) e outras enzimas de suporte (glutationa oxidase e glutationa peroxidase).(178) O 

sistema glutationa, é um importante componente antioxidante.(179) A GSH-Px catalisa a 

dismutação de H2O2 em H2O e peróxidos orgânicos e então se transforma em uma forma 

reduzida (GSSH), que é regenerada pela GR, recomeçando o ciclo da glutationa.(180) 

Avaliamos a concentração das enzimas antioxidantes entre o 

endométrio eutópico e a lesão. Nossos resultados mostram que há uma maior 

concentração de GSH e GSSG em lesões comparados ao endométrio eutópico. 

Acreditamos que esse aumento de GSH e GSSG estão relacionados com a necessidade 

de se neutralizar RL presentes na lesão em maior quantidade,(181) demonstrando um 

aumento na concentração de ERO na lesão em relação ao endométrio eutópico, 

aumentando o aporte de antioxidantes. Além disso, como a GSH-Px tem um papel 

importante na proliferação celular, através do auxílio no fornecimento de NADPH para a 

célula, assim como maiores níveis de GSH-Px estão associados à resistência a 

apoptose,(182) uma característica tanto das células senescentes quanto da endometriose. 

O aumento de GSH também está associado com a diminuição da velocidade da 
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senescência replicativa em células epiteliais.(183) A hipótese que formulamos é a 

presença de maior concentração de marcadores de senescência na lesão e que esse 

acúmulo estaria relacionado com o aumento do estresse oxidativo, ou seja, senescência 

induzida por estresse. Portanto, uma possível ligação do sistema antioxidante e dos RL 

com o acúmulo de marcadores de células senescentes nas lesões de endometriose pode 

nos ajudar a entender a relação entre o estresse oxidativo, a concentração de GSH-Px 

e a possível senescência celular como manutenção da lesão.  

Para comparar as diferenças entre a concentração dos antioxidantes 

em relação as ERO produzidas, avaliamos razão entre as ERO e os antioxidantes. Dessa 

forma, conseguimos observar que, no endométrio eutópico comparado à lesão, há um 

aumento da taxa relativa de ERO em relação ao carbonil e a GSH, ou seja, há uma maior 

liberação de carbonil ou menor liberação de GSH no endométrio eutópico, quando 

comparado com a lesão da mesma paciente na mesma fase do ciclo. Esses resultados, 

juntamente com os apresentados anteriormente, ou seja, menor concentração de 

carbonil no endométrio eutópico em comparação à lesão e menor concentração de 

GSH/GSSG comparado ao endométrio controle, nos fazem acreditar que no endométrio 

eutópico há menor liberação de antioxidante para combater o estresse oxidativo gerado.  

Até o presente momento, ao que consta na literatura, nenhum estudo 

avaliou as concentrações de hidroperóxidos (FOX e MDA), carbonil ou GSH e GSSG em 

lesão. Nosso estudo mostrou pela primeira vez as concentrações encontradas nas 

lesões profundas retrocervicais de produtos capazes de avaliar o equilíbrio redox nas 

pacientes com endometriose, e como a relação entre eles está se mantendo. 

Nossos resultados mostram que há um aumento de IL-4 e diminuição 

de IL-1β e IL-15 na lesão durante a fase proliferativa e diminuição de IL-2, IL-10 e IL-15 

(entre outras) na fase secretora. Vimos também que o endométrio eutópico, em relação 

ao endométrio controle expressa na fase proliferativa, menor concentração de IL-17A e 

IL-2, maior concentração de IL-4, IL-1β e IL-15, assim como expressa menos IL-17A, e 

mais IL2 e IL-4 na fase secretora.  

Notamos que em ambas as fases do ciclo há um aumento de IL-4 nos 

tecidos de endometriose e diminuição de IL-2 e IL-15 nas lesões. IL-2 e IL-15 são 

citocinas típicas da resposta Th1, enquanto que IL-4 é uma citocina típica da resposta 

Th2.(184) A IL-4 inibe a ativação de células Th1 pela IL-2 e auxilia no aumento de liberação 

de estrógeno (estimulante de lesões de endometriose), além disso IL-4 estimula a 

ativação da via p38 MAPK.(185) Diversos estudos já demonstraram a importância da IL-4 
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e resposta Th2 na endometriose.(186–188) Um aumento na razão de IL-4/IL-2 é uma forma 

de avaliar a razão Th1/Th2 entre células T. Sabemos que a razão entre IL-4/IL-2 está 

significativamente aumentada em fluido peritoneal de pacientes com endometriose(186) e 

que isso pode estar relacionado com o aumento da resposta Th2. Demonstramos no 

nosso trabalho um aumento na razão IL-4/IL-2 tanto na lesão em relação ao endométrio 

eutópico quanto no endométrio eutópico em relação ao controle, reforçando a presença 

da resposta Th2 na endometriose. Estudo recente revelou, apesar do número pequeno 

de pacientes, que o fluido peritoneal de mulheres com endometrioma exercem uma 

influência imunoreguladora em células T CD4+ suprimindo a secreção IL-2, IFN-γ, IL-17A 

e TNF e estimulando a liberação de IL-4 e IL-10,(189) demonstrando mais uma vez a 

tendência de ativação da resposta Th2 na endometriose. Nosso estudo também destaca 

importantes diferenças encontradas no fluido peritoneal dessas mulheres, com alteração 

na composição das citocinas que banham as lesões endometrióticas na cavidade 

peritoneal, como diminuição de TGF-A, IL-15, IL-1β, IL-2 e TNF-A. Entretanto, não vimos 

alteração em algumas citocinas clássicas, como IL-6 e IL-18, que possuem vasta 

literatura. Outro estudo recente utilizando a mesma metodologia de avaliação e utilizando 

protocolos de árvores de decisão, não foi capaz de separar pacientes com e sem 

endometriose baseados nas análises das citocinas presentes no plasma, indicando 

potencial limitante de avaliação no soro.(190) 

Interessante relacionar a presença de resposta tipo Th2 e a 

senescência celular. Foi observado em pulmão de camundongo CXCR3-/- (receptor de 

quimiocinas preferencialmente expresso por células Th1) que com o aumento da 

resposta Th2 nesses camundongos, houve a aceleração do processo de senescência 

celular.(191) 

O processo conhecido como imunosescência é caracterizado por 

múltiplas alterações do sistema imune durante o envelhecimento, consequentemente 

alterações nas respostas inata e adaptativas, como alteração da resposta Th1 para Th2, 

diminuição de IL-2 pelas células T e aumento de citocinas pró-inflamatórias.(117) Essas 

características também estão presentes na endometriose.(26,74,192–194) Encontramos uma 

alteração na composição das citocinas tanto na lesão (aumento de IL-4 na fase 

proliferativa, diminuição de IL-2 e IL-10 na fase secretora) quanto no endométrio eutópico 

(aumento de IL-4 e IL-15 e diminuição de IL-17A em ambas as fases) e fluido peritoneal 

(diminuição de IL-15, IL-1β, IL-2 e TNF-A) de pacientes com endometriose. Não 

sabemos, porém, se essas alterações são uma causa ou consequência da doença e qual 
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sua relação com o aumento dos marcadores de senescência celular, mas acreditamos 

que essas alterações estão associadas com a produção alterada de metabólitos (SASP) 

pelas células senescentes presentes na lesão e no endométrio eutópico.  

Ao analisarmos as discrepâncias encontradas entre o endométrio 

eutópico e o controle, notamos algumas diferenças importantes. O endométrio eutópico 

na fase proliferativa em comparação ao controle está secretando em menores 

quantidades IL-2 e IL-17A, ao mesmo tempo em que produz mais IL-1β, IL-4 e IL-15. IL-

1β e IL-15 são citocinas que favorecem o microambiente inflamatório.(195) A diminuição 

de IL-2 e IL-17A poderia indicar um menor recrutamento de células T e células B para o 

endométrio, ao mesmo tempo em que se tornariam mais susceptíveis às infecções 

bacterianas. O aumento de IL-1β pode levar ao aumento da produção de IL-15, que por 

sua vez estimula a produção de IL-1, INF-γ, IL-6 e TNF-A, estimula o recrutamento de 

células natural killers (NK) e a atividade citotóxica das células T CD8+, criando então, um 

microambiente inflamatório na fase proliferativa.(196) Essas alterações no comportamento 

celular podem fazer parte do SASP no endométrio eutópico proliferativo. Pouco se sabe 

dos mecanismos que iniciam e mantêm o SASP, entretanto, sabe-se que a IL-1β faz 

parte desse fenótipo, mesmo que em quantidades menores que outras citocinas ou 

quimiocinas.(197) 

Avaliando a relação entre os marcadores dosados, demonstramos 

que o acréscimo em uma unidade de IL-2, IL-IL-10, IL-15, IL-17A entre outras citocinas 

e quimiocinas diminui o carbonil. Ao mesmo tempo, quando há o aumento de uma 

unidade de TGF-A, TNF-A e B, IL-6, IL-17A há também a diminuição de FOX. Todas 

essas citocinas estão diminuídas nas lesões de endometriose em ambas as fases do 

ciclo ou pelo em uma das fases, enquanto o carbonil e FOX estão aumentados em ambas 

as fases. Dentre as citocinas que podem alterar inversamente podemos citar a 

diminuição de IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, e TNF-A, que aumenta uma unidade de GSH e 

GSSG. Destas, a IL-1β, IL-2 e IL-4 estão aumentadas no endométrio eutópico, ao mesmo 

tempo que observamos uma diminuição de GSH e GSSH nesse tecido. Já na lesão há 

uma diminuição de IL-2, IL-6 e IL-10 na fase secretora e um aumento de GSH e GSSG. 

Observamos um movimento conciso entre as concentrações de marcadores de estresse 

oxidativo e citocinas nos tecidos de endometriose. O aumento do estresse oxidativo e a 

desorganização metabólica nos tecidos de endometriose podem favorecer o ambiente 

inflamatório e estressor para ativação da via MAPK e consequente movimento das 

células em prol da senescência.  
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Estudos recentes(99,198–200) vem demonstrando cada vez mais a 

importância da via MAPK na endometriose. Suas principais quinases estão 

desreguladas(201) evidenciando um papel central na regulação da resposta imunológica, 

com o aumento da expressão de ERK1/2 em células estromais de lesão e endométrio 

eutópico,(98) inclusive quando há estimulação por moléculas estressoras, como H2O2 

(ERO)(93) e também sua relação com um dos principais sintomas, a dor pélvica, 

demonstrando que a inibição de ERK1/2 reduz a expressão de P2X3, um receptor 

sensorial.(97,202,203) 

Na senescência, a estimulação aguda de fibroblastos com irradiação 

aumentou a expressão de p38MAPK, uma das principais quinases da via MAPK e sua 

proteína final HSP27. Os autores afirmaram que, apesar de responder apenas ao 

estresse agudo, a p38MAPK possui uma cinética de ativação semelhante ao de 

SASP.(204) Já ERK-p38MAPK-STAT3 regulam a síntese de óxido nítrico em células 

senescentes controlando infecção bacteriana.(205) 

Corroborando com o apresentado na literatura, encontramos de 

maneira geral um aumento na expressão das principais quinases fosforiladas da MAPK. 

Há um aumento de ERK1/2, JNK e p38 e a proteína final da via STAT1 nas lesões na 

fase proliferativa e a fase secretora apresenta aumento de ERK1/2 e STAT1 em relação 

ao endométrio eutópico na mesma fase.  

Até o momento, o envolvimento da MAPK na endometriose estaria 

relacionado com processos de regulação celular como proliferação, diferenciação, 

inflamação, migração, resposta à estresse e apoptose.(200) Queremos relacionar os 

mecanismos de ativação da via MAPK com o processo de senescência que estaria 

ocorrendo nas células da lesão. Postulamos que o aumento na expressão de ERK, JNK 

e p38MAPK seria um dos mecanismos de controle do ciclo celular e entrada das células 

em um processo de senescência. Já foi demonstrado que através da ativação de fatores 

de transcrição e consequente aumento de p16Ink4a, as células T se mantiveram 

estacionadas na fase G1 em permanente estado de senescência.(206) 

Com isso, nos questionamos se estariam os linfócitos T senescentes 

na endometriose e por isso haveria um desequilíbrio entre as respostas tipo Th1/Th2 e 

Th17 na endometriose facilitando a adesão, migração e proliferação das células 

ectópicas na cavidade peritoneal. O bloqueio do ciclo celular em células T não está 

associado ao encurtamento do telômeros, e sim senescência ativada por estresse ou 

quebra de dupla fita de DNA.(206) 
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Acreditamos que na endometriose, o aumento de estresse oxidativo 

está associado com a maior fosforilação da via MAPK. Vimos que o aumento de carbonil 

está relacionada com o aumento de ERK1/2, JNK, ATF2 HSP27, e STAT1. As citocinas 

produzidas por essas células desreguladas contribuiriam com o SASP e aumento da 

inflamação local, criando um feedback positivo de alteração celular, considerando que 

observamos uma relação entre as citocinas e as quinases, como aumento de IL-4 e o 

aumento de p38MAPK.  

Vamos aqui extrapolar os resultados para verificar a relação entre os 

marcadores de senescência, as citocinas, estresse oxidativo e a via MAPK na lesão. A 

lesão apresenta maior concentração de p16Ink4a e IL-1β na fase secretora. Nessa mesma 

fase, as lesões também apresentam menores concentrações de IL-2, IL-6, IL-10 e IL-15, 

ao mesmo tempo que tem elevado o estresse oxidativo, com maiores concentrações de 

carbonil e FOX e menor proporção de GSH em relação ao carbonil. Na fase secretora 

também observamos um aumento na fosforilação de ERK1/2 e STAT1. Já na fase 

proliferativa, temos o aumento de IL1B, diminuição de Lamin b1, assim como maior 

concentração de IL-4 e menor concentração de IL-15. Observamos na fase proliferativa 

aumento de carbonil e FOX e por fim maior fosforilação de ERK1/2, JNK, p38MAPK e 

STAT1. Esse cenário parece ser propício para o turnover das células para a senescência, 

com um perfil estressante e mais inflamatório. O aumento do estresse oxidativo e da 

inflamação de um tecido pode levar à sua posterior regeneração através do recrutamento 

de células como macrófago e células NK,(207) e para entender o que poderia estar 

ocorrendo nas lesões de endometriose precisamos primeiro entender o processo normal 

de regeneração celular.  

As mudanças celulares causadas por um dano celular ou invasão de 

um patógeno ativam uma resposta intracelular através da ativação do fator de transcrição 

NF-κβ induzindo a expressão de diversas citocinas inflamatórias (IL-1β, IL-2, IL-6, IL-8 e 

TNF).(208) Tais citocinas levam a indução da expressão de moléculas de adesão e 

quimiocinas, que por sua vez são as responsáveis por recrutar as células de defesa do 

sistema imune, como neutrófilos e monócitos.(209) Essas células criam então, um 

ambiente com maior concentração de EROs e ERNs. Ao mesmo tempo que as EROs e 

ERNs defendem a célula contra patógenos, estas podem causar um dano irreversível na 

célula, levando ao dano tecidual. Para eliminar as células danificadas e/ou debris, os 

monócitos se transformam em macrófagos e também há recrutamento de células T 

citotóxicas e células B.(210) 
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Toda essa alteração no comportamento das células e na secreção de 

citocinas e quimiocinas que ativarão e recrutarão as células do sistema imune exigem 

uma mudança comportamental nas células, uma adaptação celular à lesão por ela 

sofrida. A sinalização inflamatória causa alterações epigenéticas aumentando a 

acessibilidade ao DNA, através do aumento do NF-κβ ou outros fatores de transcrição, 

abrindo seu arsenal genético em resposta a uma ameaça. Para que isso ocorra, as 

células precisam sair do seu estado de quiescência, estado basal inativo, onde a célula 

estaria exercendo uma função específica, para se tornarem células que executem novas 

funções, levando a remodelação tecidual, diferenciação celular e por fim, regeneração 

tecidual.(210,211) 

Extrapolando este conceito para as lesões de endometriose, tem-se 

que as células das lesões expressam mais p16Ink4a e IL-1β e menos Lamin b1. O 

microambiente da lesão é mais oxidativo e possui características inflamatórias. Essas 

características estariam, através da ativação da via MAPK, levando as células a entrarem 

em senescência. A senescência, por sua vez, alteraria a resposta inflamatória através 

do SASP (no caso dos resultados obtidos aqui, alteração na expressão de diversas 

citocinas). Essa alteração do perfil inflamatório resultaria na alteração do recrutamento 

das células do sistema imune, mudando o padrão de resposta inflamatória. Neste cenário 

das lesões, as células senescentes das lesões estariam com seu poder de transformação 

fenotípica reduzido, resultando em um microambiente com um perfil de células 

inflamatórias diferente daquele encontrado no tecido eutópico e no controle, 

potencializado com o aumento do estresse oxidativo. Essa falta de transformação 

fenotípica poderia ser a causa da manutenção da endometriose sem intervenção das 

células do sistema imune com o intuito de eliminar as células danificadas.  

Os eventos celulares que estariam ocorrendo nas lesões nos levam a 

crer que as lesões apresentam uma resposta inflamatória insuficiente para o 

recrutamento de macrófagos, leucócitos e outras células do sistema imune adaptativo. A 

ausência de uma resposta inflamatória adequada poderia ser consequência do aumento 

ou acúmulo de células em senescência na lesão, que deixariam de responder aos 

estímulos provocados pelo aumento do estresse oxidativo local. Isso tornaria o sítio da 

lesão, um microambiente propício para a estabilização da lesão e sua manutenção, 

através da secreção basal de citocinas inflamatórias e aumento do estresse oxidativo.  

Na avaliação de três marcadores de senescência, colocalização de 

dois marcadores de senescência, dosagem de 14 citocinas, 5 marcadores de estresse 
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oxidativo e principais proteínas da via MAPK, observamos um microambiente complexo 

na lesão. As células senescentes produzindo um microambiente favorável à sua 

manutenção e também a transformação de outras células. O microambiente da lesão 

possui características pró-oxidativas (aumento de carbonil e FOX) e também citocinas 

que contribuem para a manutenção da senescência (IL-1β, IL-2, IL-4, IL-10 e IL-15). Esse 

ambiente além de proporcionar um estado basal constante de inflamação e estresse 

pode induzir as células a entrarem em senescência mantendo assim um feedback 

positivo de aumento de estresse oxidativo levando à transformação de mais células 

senescentes. Não podemos deixar de ressaltar que, o endométrio eutópico poderia 

favorecer a manutenção do crescimento das lesões e também facilitar o processo de 

senescência celular nas lesões, através de um refluxo menstrual mais inflamatório. Por 

isso acreditamos que a teoria da menstruação retrógrada somada a alterações 

imunológicas seja o principal responsável pelo surgimento e desenvolvimento da 

endometriose.  

É importante salientar algumas fragilidades do trabalho que devem 

ser levadas em consideração durante a interpretação dos resultados. Incluímos em 

nosso estudo pacientes com alterações uterinas como mioma. Apesar de termos 

excluído do estudo miomas submucosos, que poderiam alterar o comportamento das 

células endometriais, não podemos excluir a possibilidade de outros tipos de mioma, 

como o subseroso e intramural, de alterarem o comportamento de alguns marcadores, 

como citocinas inflamatórias, especialmente nas dosagens do fluido peritoneal. Além 

disso, baseamos a divisão das fases do ciclo (proliferativa e secretora) na data da última 

menstruação informada pela paciente. Sabemos das limitações que isso implica, 

principalmente quando consideramos as diferenças entre as variações do ciclo menstrual 

entre as mulheres, porém mantivemos a paciente como seu próprio controle (lesão X 

endométrio eutópico) como forma de controlar a influência da fase sobre as análises. 

Devemos ressaltar também, que por se tratar de um estudo transversal, os resultados 

obtidos representam uma imagem do que poderia estar ocorrendo nos tecidos avaliados, 

sendo outras análises necessárias para confirmar a senescência celular.  

A endometriose é um distúrbio caracterizado por inflamação crônica, 

característica também presente em células senescentes. Embora a inflamação possa 

ajudar na regeneração tecidual e no recrutamento de células imunes, a presença 

contínua de inflamação pode ser mais perigosa do que benéfica por promover 

angiogênese, dano ao DNA e estresse oxidativo. Ao compreender o fenótipo secretor 
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nos tecidos da endometriose, tornou-se evidente que as lesões endometrióticas 

profundas possuem mecanismos intrínsecos de controle. Tais mecanismos podem 

favorecer a formação de microambientes distintos e a manutenção da doença. 

Considerando as evidências que nos ajudam a confirmar a nossa hipótese, acreditamos 

que a endometriose tem por característica o acúmulo de células senescentes, tanto na 

lesão quanto no endométrio eutópico. A presença de marcadores de senescência em 

lesões em ambos os tipos celulares (glandular e não glandular), como no endométrio 

eutópico, pode ajudar a avaliar se as características de senescência estão presentes na 

endometriose e se essa característica favoreceria a manutenção da endometriose. Além 

disso, compreender o processo de senescência na endometriose poderá auxiliar no 

desenvolvimento de novas terapias. Sabemos que o acúmulo de células senescentes 

prejudica a homeostase do tecido, alterando função celular e auxiliando na manutenção 

de diversas doenças crônicas.(148) Foi demonstrado que remoção de células senescentes 

pode aliviar os sintomas de doenças relacionadas crônicas à idade(212,213) e é dessa 

maneira que gostaríamos de colaborar com nossa pesquisa, no progresso do 

entendimento da endometriose em busca sempre de melhorar a qualidade de vida das 

mulheres. Moléculas anti-envelhecimento como resveratrol, rapamicina, metformina e 

aspirina podem ser investigadas como potenciais terapêuticas para direcionar as vias de 

senescência e aliviar os sintomas. Mais estudos são necessários para confirmar o 

acúmulo de células de senescência na endometriose endometriótica profunda. 
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6 CONCLUSÕES  

 

1. Encontramos maior concentração de marcadores de senescência 

(p16Ink4a, Lamin b1 e IL-1β) na lesão, em relação ao endométrio eutópico; 

2. Não encontramos diferenças entre os marcadores de senescência, 

quando comparamos o endométrio eutópico com o controle; 

3. Encontramos um ambiente mais oxidativo nas lesões com aumento 

de oxidação proteica e lipídica (carbonil e FOX), comparado ao endométrio eutópico. 

Assim como encontramos um ambiente mais oxidativo com diminuição de antioxidantes 

(GSH e GSSG) no endométrio eutópico comparado ao controle; 

4. Encontramos características distintas entre a concentração de 

diversas citocinas, tanto nos tecidos, quanto no fluido peritoneal, quando comparadas 

lesão com endométrio eutópico, assim como quando comparamos o endométrio eutópico 

com o controle; 

5. Observamos um aumento de proteínas fosforiladas (ERK, JNK, 

p38, STAT1) pertencentes a via MAPK nas lesões de endometriose em comparação com 

o endométrio eutópico. 
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Abstract 

 

Introduction: Endometriosis is characterized by implantation and growth of endometrial 

tissue outside the uterine cavity. The pathophysiology of endometriosis can be 

underpinned by inflammatory processes, oxidative stress, and immunological factors. 

Cell senescence is an irreversible process of cell proliferation suspension and it is 

associated with immunological changes, increased oxidative stress, and resistance to 

apoptosis. For this reason, considering the characteristics of endometriosis, such as 

resistance to apoptosis, the presence of immunological and inflammatory factors and 

oxidative stress, we believe that there is an accumulation of senescent cells in 

endometriosis lesions and that peritoneal oxidative stress may be one of the most robust 

ways to the activation of senescent cells in the endometriosis lesion. Purpose: To 

compare senescent cell biomarkers, oxidative stress secretory phenotype associated 

with senescence and MAPK pathway proteins in deep endometriosis lesions in relation 

to the same patient's endometrium. Methods: We used biopsies and peritoneal fluid to 

test the hypothesis. Eutopic endometrium and deep retrocervical lesion samples were 

collected from 27 patients with endometriosis (14 in the proliferative phase and 13 in the 

secretory phase). Biopsies were collected from 9 patients in the secretory phase and 10 

in the proliferative phase. Of 19 patients without endometriosis samples were also 

collected. After the collection of biopsies, markers of senescence, oxidative stress, 

cytokines associated with the secretory phenotype associated with senescence and 

MAPK pathway proteins were evaluated. Results: We found a higher concentration of 

senescence markers, as well as a more oxidative environment in the lesions compared 

to the eutopic endometrium of patients with endometriosis. An increase in MAPK pathway 

proteins in the lesions were observed. The increase in senescence markers, oxidative 

stress and the MAPK pathway were related to a more inflammatory environment, which 

was a marker of senescence in endometriotic lesions. Conclusion: There is an increase 

in senescence markers in endometriosis. The accumulation of senescent cells impairs 

tissue homeostasis, alters cell function and helps to maintain several chronic diseases. 

To understand the process of senescence in endometriosis may help the development of 

new therapies. 
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