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Resumo

Objetivos: Uma vez que na cavidade uterina acontecem fendémenos importantes como os
relacionados com o estabelecimento da gravidez, o ambiente endometrial comecou cedo a
ser estudado, tendo sido evidenciado que no endométrio existe um processo inflamatdrio
basal que possibilita que tudo ocorra como é suposto, ou seja que todas as funcdes do sistema
reprodutor feminino sejam desempenhadas. Mais tarde, tentou-se perceber o que acontecia a
esse mesmo processo inflamatério em situacdes patologicas, infertilidade inexplicada, ou
simplesmente em mulheres que apresentavam queixas sintomatologicas. De uma maneira
geral, os estudos demonstraram que algumas células inflamatérias, de que sdao exemplo os
macréfagos, os mastocitos e os eosinofilos, se encontravam aumentadas na maioria dessas
situacoes clinicas andmalas. Uma vez que a inflamacao faz parte de processos fisiologicos e
patologicos sera interessante tentar relacionar de forma qualitativa e quantitativa as células
com as situacbes clinicas, a fim de tentar definir padroes que sirvam de marcadores
biologicos. Neste trabalho, procurou-se avaliar metodologias de estudo das células
inflamatodrias (macrofagos, mastocitos, neutrofilos, eosinofilos e basofilos), em quadros
ginecoldgicos diversos (polipos endometriais, metrorragias, infertilidade, miomas uterinos,
septo uterino, sinéquias, atrofia quistica do endométrio, adenomiose e grupo sem patologia),

e tentar relaciona-los.

Materiais e Métodos: apds consentimento informado, 34 mulheres com indicagcdo para exame
histeroscopico aceitaram participar no estudo. 2 delas ndo toleraram a realizacdo completa
do exame, impossibilitando a recolha do lavado endometrial. Assim, foram recolhidas 32
amostras, que foram fixadas com alcool a 50%, em partes iguais, e posteriormente
refrigeradas. De seguida, foram centrifugados, durante 5 minutos a 1500 rotacdes por minuto,
cerca de 3mL da amostra que fora anteriormente colocada no cytospin. Apds a centrifugacao
foram projetados em laminas e coradas de May Grunwald Giemsa para visualizacdo ao

microscopio otico.

Resultados: das 32 amostras recolhidas, 6 estavam em avancado estado de degradacao
impossibilitando a sua leitura. Nas restantes 26 amostras, foi possivel identificar células
epiteliais em quase todas, mas também, embora menos frequentemente e em menor
quantidade, macrofagos, mastocitos, eosinofilos, que eram o objeto de estudo, e ainda
neutrofilos e basofilos. Os macrdéfagos estavam em maior quantidade em casos de polipos
endometriais, e de seguida em casos de infertilidade; os mastocitos surgiram mais raramente,
apenas em casos de polipos endometriais, infertilidade e miomas uterinos. Os neutrofilos
estavam presentes sobretudo em casos de miomas uterinos, enquanto os eosinofilos foram
encontrados em numero escasso em casos de polipos endometriais, miomas uterinos,

adenomiose e no grupo sem patologia. Os basofilos foram visualizados em casos de pélipos
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endometriais, metrorragias e miomas uterinos. Estes resultados estao de acordo, em grande

parte, com os da literatura.

Conclusdes: Podemos concluir que a metodologia utilizada permite identificar as células
inflamatodrias de interesse nas amostras recolhidas e ter uma ideia aproximada da sua
frequéncia em cada situacao clinica apresentada pelas mulheres que constituiram a amostra.
Uma vez testado o modelo, para melhor exatidao dos resultados e para melhor correlacao
com as situacdes patoldgicas, seria importante, no futuro, constituir uma amostra de maiores
dimensdes, comparar com o estudo em material fresco sem fixador e quantifica-las,

utilizando a citometria de fluxo.
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Abstract

Objectives: Once important phenomena occur in the uterine cavity such as the ones related
to the establishment of pregnancy, the endometrial environment began early to be studied,
having been shown that there is a basal endometrial inflammatory process that enables that
everything happens as it is supposed to, that is all the functions of the female reproductive
system are performed. Later, we tried to understand what happened to the same
inflammatory process in pathological situations, unexplained infertility, or simply women who
had symptomatic complaints. In general, studies have shown that some inflammatory cells,
such as, macrophages, mast cells and eosinophils were increased in the majority of these
abnormal clinical situations. Since inflammation is part of physiological and pathological
processes it will be interesting to try to relate qualitative and quantitative the cells with the
clinical situations in order to try to set standards that serve as biological markers. In this
study we tried to evaluate methodologies for the study of inflammatory cells (macrophages,
mast cells, neutrophils, eosinophils and basophils), in various gynecological situations
(endometrial polyps, metrorrhagia, infertility, uterine fibroids, uterine septum, synechia,
cystic endometrial atrophy, adenomyosis and group without pathology), and tried to relate

them.

Materials and Methods: After informed consent, thirty-four women with indication for
hysteroscopy exam agreed to participate in the study. Two of them did not tolerate a
complete examination, not permiting the collection of endometrial washed. Thus, thirty-two
samples were collected, which were fixed with 50% alcohol, in equal parts, and then
refrigerated. Then, 3 ml of the sample, which were previously placed in the cytospin, were
centrifuged for 5 minutes at 1500 rotations per minute. After centrifugation they were
projected on slides and stained with May Grunwald Giemsa to be visualized through an optical

microscope.

Results: Of the thirty-two samples collected, six of them were in an advanced state of
degradation, making it impossible to read them. In the remaining twenty-six samples it was
possible to identify epithelial cells in most of them, but also, macrophages, mast cells,
eosinophils, which were object of study, less frequently and to a lesser extent, and
neutrophils and basophils. The macrophages were more significant in cases of endometrial
polyp, and in cases of infertility; mast cells appeared more rarely, only in cases of
endometrial polyps, infertility and uterine fibroids. Neutrophils were present mainly in cases
of uterine fibroids, while eosinophils were found in small number in endometrial polyps,
uterine fibroids, adenomyosis and the group without pathology situations. Basophils were
seen in cases of endometrial polyps, metrorrhagia and uterine fibroids. These results fulfill at
large what was expected, taking in consideration the papers already published on the

subject.

VI
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Conclusions: We can conclude that the methodology used allows to identify the inflammatory
cells of interest in the samples collected, and enable to have a rough idea of their frequency
in each clinical situation presented by the women who were part of the sample. Once the
model was tested, and in order to achieve better accurate results and better correlation with
pathological situations it would be important, in the future, to constitute a larger sample,

analyze the samples without fixation and quantify them using flow cytometry.

Vil



Pesquisa de células inflamatdérias em aspirados endometriais e sua correlacdo em situacdes patolégicas

Keywords

Inflammatory cells, endometrial fluid, macrophages, mast cells, eosinophils.



Pesquisa de células inflamatdérias em aspirados endometriais e sua correlacdo em situacdes patolégicas

Indice

DEdICAtONiA. .ceeeureecurerenrecnreenreensesaeasaseaseseass ettt a s asesaeas Il
AGIAdECIMENTOS. c.cevevereererrneeesrserseneesessesesessssssssssesessssssesessssssssssessssssssssssssssssssssssssesessssasesasns 11
Resumo.......ccceuenenee. et RS sRs e S R e s R R SRR st s v
Palavras-Chave et a bR RS R s RS RS SR SRS R A SRR SRR b SE SRS bbb B e e n s Vi
1Y 03] o - Ut OO Vil
KEYWOTAS....vevreeeernrnnrneesenniaesssssssssessssssssssssssssssssssssssassssessssssssesessssssssesessssssesssssssssssssssssasssns IX
INAICE. uuurrrrvresnessssessesssssssessssssessssssssssssssssessssssssess s s s s s s ass s R ARt R RS R AR AR b Rs s R R X
Lista de Figuras.......ceceveeeeeeerecenrenennens reertereesteree et tet et e et e e retere e ete e te s e tesertenerenes X
LiSta d@ TaDELaS.....cctriururienrririsiiiiiitsiiiisissssssesssssssesssesssesesssesesesesssesssesesessosssssssssssss Xl
LiStA dE ACTONTMOS...cucuueurunieriererenenensesenessesensesssssssssessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssess Xin
Introducao ereseeneseneatneastentenssessatteraensstssrassesensstesestssestnastesastesassene A
SUMATTO A FEVISA0....cuerueeurerenseensiesiasestssssisssstasssesssstassstsssesssstassssasssssssstassssssssss s sessssssssssssssescas 8
Objetivo do presente trabalho.........ccceeeeveereveererenrecennene .9
Material 1: Senhoras a incluir rereerenenenenenenens 10

Material 2: Amostras, armazenamento, tratamento e avaliagdo ao microscopio

OLICO e eueerureeureneuseraeeaseasaseaesesssseasassasessasesesssssasessasessans .11
RESULLAAO ESPErAdO......covruerurrererecerrecrerecnesesnssesseseesessssesnsssssssessesassasnsseseeseses 12
Resultados................ 13
DiISCUSSA0..c.ucuieieierenereseiiietnsssesssesssssesssssssesassssssesssssassssssessnss .22
LimitacOes do estudo........ccocereueee eeetearstteneentresessas st s erasrteseassasasasassasarsssarenens 25
L000] o ot 1F 1= o R .26
BIDlIOGIAfia . ueueeeererernerenrerereneesanesnssesesseseesesassesessessesessssessssessessssssessesessesessessesssssssssesessssessenassesesnss 28




Pesquisa de células inflamatdérias em aspirados endometriais e sua correlacdo em situacdes patolégicas

Lista de Figuras

Figura 1 - CiClo MENSTIUAL..cuceuruereererrereneeenreresseestesessesessesessessssesssssssssesessessssessessssesesssssssessessasenes 2

Figura 2 - Linhagem Mieloide 3

Figura 3 - Neutrofilo visualizado ao microscopio 6tico na ampliacao x100.........ccccevee.. 14
Figura 4 - Macréfago visualizado ao microscopio 6tico na ampliacd@o x100.......ceceeveeeunnee 14
Figura 5 - Macréfago visualizado ao microscopio 6tico na ampliacao x100.........ecueee.. .15
Figura 6 - Células epiteliais visualizadas ao microscopio otico na ampliacao x100 ......15
Figura 7 - Mastocito visualizado ao microscopio 6tico na ampliacdo x100........cceeevverennes 16

XI



Pesquisa de células inflamatdérias em aspirados endometriais e sua correlacdo em situacdes patolégicas

Lista de Tabelas

Tabela 1 - Distribuicdo dos diferentes tipos celulares nas varias amostras de acordo

com a faixa etaria da mulher de onde se recolheu o aspirado endometrial......c.cccceeeeeeeevereeeneee. 21

Xl



Pesquisa de células inflamatdérias em aspirados endometriais e sua correlacdo em situacdes patolégicas

Lista de Acronimos

TLRs - Toll-Like receptors
MMPs - matrix metalloproteinases
VEGF - vascular endothelial growth factor

SELDI-TOF-MS - surface-enhanced laser desorption ionization time-of-flight mass

spectrometry

HPLC-MS/MS - in-solution digestion followed by reverse phase high-performance liquid

chromatography coupled with tandem mass spectrometry
SDS-PAGE - protein separation by denaturing one-dimensional electrophoresis
2D-PAGE - two dimensional polyacrylamide gel electrophoresis

HIV - human immunodeficiency virus

Xl



Pesquisa de células inflamatdérias em aspirados endometriais e sua correlacdo em situacdes patolégicas

Introducéao

A composicao celular do fluido endometrial humano cedo suscitou interesse no mundo da
investigacdo, uma vez que no Utero ocorrem fenomenos importantes e de interesse cientifico
como € o caso da gravidez. Assim, em 1982, Casslén e col. estudaram a variacdo ciclica dos
componentes celulares no fluido uterino humano e concluiu que células glandulares
endometriais e células mononucleares fagociticas eram as predominantes nas diferentes fases
do ciclo menstrual. Igualmente presentes, mas em menor nimero estavam os granuldcitos e
os mastocitos. Todos os tipos de células supracitados estavam presentes em menor nimero na
fase lutea, em comparacao com as outras fases. Para além da reducao de células, a fase litea
apresentava baixa atividade fagocitica, o que se compreendeu ser de extrema importancia
para que os blastocistos possam sobreviver, implantar-se no endométrio e para que a gravidez

aconteca.”

As investigacGes continuaram, mostrando que o controlo da funcao endometrial envolve
interacbes complexas entre os sistemas endocrino e imunoldgico, constituindo um processo
fisioldgico inflamatério ciclico.® Hoje sabe-se que as infecdes perturbam a implantacdo e a
menstruacao, com consequéncias na saude e fertilidade das mulheres. Assim o controlo inicial
das infecoes microbianas do trato genital feminino superior é importante e depende
sobretudo da imunidade inata. O endométrio é defendido de diversas formas dos
microrganismos patogénicos: por barreiras fisicas e peptideos antimicrobianos, pelo sistema

do complemento, assim como por TLRs e de reconhecimento de padrao.®

A protecao do sistema imune efetuada nos diversos locais do trato genital feminino superior
através de diversas células habitualmente envolvidas em processos inflamatdrios ocorre
através da producao de quimiocinas e citocinas. Estas ativam e recrutam células imunitarias,
agentes bactericidas e viruicidas, nos momentos em que a imunidade adaptativa é infra

regulada por hormonas sexuais, para que a concecéo possa ocorrer.'®

De facto, toda a carga celular endometrial trabalha no sentido de proteger a principal funcao

do endométrio, que é permitir a nidacdo e suportar a gravidez."?

Também as hormonas produzidas nos ovarios influenciam os diversos tipos celulares presentes
no endométrio, induzindo a producado de fatores imunitarios, com a finalidade de o proteger
de infecdes e prepara-lo para a implantacao do embridao ou para a menstruacao, e neste caso,

também posteriormente para a sua reconstituigéo.“’

Da mesma forma que o endométrio sofre alteracdes ao longo do ciclo menstrual, a
quantidade, a qualidade, a funcao, assim como a ativacdo das células presentes no fluido
uterino varia com o objetivo de permitir a concecao e simultaneamente evitar a desregulacao

dos processos bioldgicos que permitem a reproducao.
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Figura 1 - Ciclo Menstrual (extraido de http://www.medicinanet.com.br).

Durante a fase secretora do ciclo menstrual, a secrecao glandular aumenta por influéncia de
mediadores (citocinas e fatores de crescimento), que modulam o endométrio e suportam a

nidacéo."

Descobriu-se que qualquer tipo de lesdo do endométrio aumenta a recetividade uterina a
nidacdo pela provocacdo inflamatéria consequente. E interessante notar que a lesdo
inflamatoria derivada de bidpsia endometrial pode gerar uma acumulacdo focal uterina de
células dendriticas que, por sua vez, aumentam a expressao endometrial de moléculas

essenciais, que facilitam a interacio entre o epitélio e o embrido.?

Posto isto, a transicdo para um Utero recetivo a gravidez inclui mudancas celulares no
endométrio, assim como modulacdo da expressao de diferentes citocinas, fatores de
crescimento ou de transcricao e prostaglandinas, ou seja, implica o estabelecimento de um
processo inflamatorio seguido de recrutamento de células imunitarias. Assim se explica que
induzir um ferimento, como o duma bidpsia, provoca uma reacao inflamatoria, com aumento

da possibilidade de estabelecimento de gravidez," o que parece paradoxal.

Na dismenorreia primaria, que é extremamente prevalente em mulheres jovens, o estudo da
expressdo do padrdo genético concluiu existir desregulacdo da resposta inflamatéria."” Ou
seja, processos inflamatorios desregulados tém impacto nos periodos menstruais, provocando

sangramento excessivo, assim como menstruacées muito dolorosas. A disfuncao do processo
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inflamatoério fisiologico do endométrio esta igualmente presente em casos de endometriose e

de fibromiomas submucosos.®

Ou seja, quando a resposta inflamatoria € deficiente, surgem problemas de fertilidade, entre

outros disturbios, como dismenorreia.

Dentro dos muitos tipos celulares que estdo envolvidos no processo inflamatério endometrial,
cuja presenca e importancia se foram descobrindo ao longo das ultimas décadas, estdo os

macrofagos, os mastocitos e os eosinofilos.

A figura 2 representa a linhagem mieloide, onde se pode verificar que as células acima

referidas derivam dum mesmo precursor.
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Figura 2 - Linhagem mieloide (www.4shared.com)

Os macrofagos presentes no endométrio tém um papel importantissimo na manutencdo das
condicoes ideais a gravidez, e logo apds essa conclusao desenvolveram-se diversos estudos no
sentido de se conhecer como é regulada a sua atividade."” Foram identificados
maioritariamente na fase secretora do ciclo menstrual, o que sugere que estas células possam
ter um papel na fisiologia menstrual.”” A rapida acumulacdo de macréfagos (CD163+) ocorre
no estroma superficial apés o 22° dia do ciclo, enquanto um nimero significativo de casos
apresenta macrofagos simples ou agrupados dentro dos lumens glandulares do endométrio

superficial na fase litea, especialmente apos o 20° dia do ciclo. O significado desta variacao
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nao é claro, mas pode estar relacionado com uma resposta de macrofagos para a secrecao

glandular anormal ou sangramento que ocorrem na altura da ovulacdo.®"

Dun E.C. e col (2013) realizaram um estudo com o objetivo de determinar se a distribuicao de
macrofagos ou a sua densidade diferia entre o endométrio normal, o endométrio com
hiperplasia tipo | e tipo Il e o endométrio com adenocarcinoma endometrial. A densidade de
macrofagos foi significativamente maior em casos de hiperplasia, quer do tipo I, quer do tipo
Il do que no endométrio normal, e maior no adenocarcinoma. No entanto, a progressao do

cancro ndo se relacionou significativamente com o nimero de macréfagos. %

Por sua vez Capobianco A. e col (2013) verificaram que os macrdofagos sao abundantes em
lesdes de endometriose, onde sao recrutados e se submetem a ativacao alternativa. Assim, os
macréfagos detetam lesdes e reagem, entregando sinais para restaurar a heméstase local, a
sua acdo representa um passo necessario na historia natural da doenca. Talvez a
endometriose também possa ser devida a uma falsa percecdo de macrofagos no tecido

endometrial ectépico.®?

Os mastocitos, de forma geral, tém um papel sobretudo na reacao alérgica, mas também na
defesa contra organismos patogénicos. Nao so6 estdo presentes normalmente na cavidade
uterina como elementos do processo inflamatoério fisiologico endometrial, como também

estao envolvidos na fisiopatologia das varias afecoes do foro ginecoldgico.

A titulo de exemplo, e comecando pela endometriose, que ¢ uma doenca ginecoldgica
comum, que afeta a salde fisica e mental da mulher de forma muito grave, porém cuja
patogénese e mecanismo associado a dor continuam desconhecidos, estudos recentes
mostraram que as fibras nervosas nas lesdes endometriais podem libertar peptidios neurais
como fator de crescimento e substancia P que induzem os mastocitos a desgranular e libertar
histamina, proteases, citocinas e quimiocinas que contribuem para o desenvolvimento da dor

nas doentes com endometriose.'”

Os mastocitos também tém sido apontados como importantes intervenientes na nidacao,
sendo que sua desgranulacao provoca a libertacao de fatores cruciais como a histamina,
MMPs, triptase e VEGF que sao conhecidos por serem envolvidos na invasao e posterior

implante do embrido no Gtero. "

No que diz respeito a gravidez, sabe-se que os mastocitos estdo presentes durante a
implantacao do blastocisto e apesar dos seus mediadores também poderem induzir a
contratilidade do miométrio, ndo ha evidéncia que estes possam estar envolvidos na
ocorréncia de partos pré termo. Se no inicio estao envolvidos favoravelmente pela libertacdo
de histamina, em fases posteriores de gravidez, os macrofagos parecem ter ja papel negativo,
pois a sua ativacao exacerbada, que nao a sua simples presenca, esta associada com o parto

pré termo."”
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O numero de mastocitos no utero tem sido observado a variar durante o ciclo menstrual,
indicando uma influéncia hormonal sobre o seu recrutamento da periferia para o Utero. Foi
proposto, que o estradiol e a progesterona modulem a migracao dos mastocitos para o Utero e

posteriormente a sua desgranulacdo, preparando assim o Gtero para a implantacéo. ?"

Sumariando: mastécitos sao prevalentes no trato reprodutor feminino, no entanto, se os
mastocitos sdo absolutamente necessarios para uma gravidez com sucesso ou Sdo
fundamentais para a patologia de reproducéo, e, assim, um alvo terapéutico, ainda esta por

descobrir."®

Os polipos endometriais sao lesdes benignas frequentemente identificadas em mulheres
inférteis ou com sangramento uterino anormal nas fases reprodutiva e na poés-menopausa. Al-
Jefout e col. (2009) observaram que o nimero de mastocitos ativados que expressam triptase
aumenta mais de sete vezes ao longo do ciclo menstrual, quando comparado com o
endométrio normal.?? Estes dados surpreendentes foram confirmados por Dekel e col. (2013)
que concluiram serem os polipos endometriais, lesdes inflamatorias associadas a
hiperatividade dos mastdcitos.® Note-se que j& tinham sido identificados mastocitos em

leiomiomas uterinos.®)

A angiogénese tumoral tem sido demonstrada em varios tipos de neoplasias. Entretanto,
surgiram evidéncias de que os mastocitos podem produzir varios tipos de mediadores quimicos
com propriedades angiogénicas. No entanto, o papel especifico de mastocitos no cancro do
trato genital feminino ainda nao foi bem compreendido. Por exemplo, num estudo que teve
por objetivo determinar a correlacdo entre a densidade de mastocitos, a angiogénese
tumoral, e os resultados clinicos em pacientes com adenocarcinoma do endométrio nao
mostrou haver relacao entre a angiogénese e a densidade de mastacitos, a evolucao clinica ou

a recorréncia do cancro.®

Quanto aos eosinofilos, Eidukaite A. e col. concluiram que a contagem de células CD 69+ é
superior no fluido peritoneal de mulheres com endometriose. Os resultados indicaram que os
eosinofilos sdo ativados precocemente, acumulam-se no fluido endometrial e assim podem
desempenhar um papel significativo na patogénese da endometriose.?” A presenca
abundante de eosinofilos desgranulados nas regides fibrosas de endometriose apoia a

interpretacdo de que participam na remodelacéo de tecidos e cicatrizacdo de feridas. >

Em 2001, um grupo de investigadores identificou infiltrados de eosinofilos em leiomiomas, no

entanto nao foi encontrado qualquer significado clinico aparente.?®

Foi ainda avaliada a presenca e nimero de eosinofilos em estagios diferentes no corpo luteo
de 27 mulheres em idade reprodutiva. A camada granulosa em luteinizacao, a teca e antigos
corpos hemorragicos no antro continham baixo, moderado e elevado nimero de eosinofilos
respetivamente. Ficou igualmente claro que os eosinofilos diminuem rapidamente durante a

fase secretora.?”
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Quanto aos granulocitos e células T citotoxicas, numa analise citologica de lesdes de

endometriose, estes nao aparecem em nimero apreciavel. )

Concluindo de forma breve e retendo uma ideia fundamental, a inflamacdo endometrial é
fisiologica e esta sempre presente com os elementos celulares necessarios para este processo.

A desregulacdo deste processo inflamatorio relaciona-se com fenémenos patolégicos.

Estudos indiretos compararam proteinas obtidas com aspirados e com lavados endometriais,

provenientes das mesmas mulheres.” Para o estudo proteico utilizaram trés métodos:

e SELDI-TOF-MS;
e Doseamentos de ensaios citocinas multiplex;

e Mensuracao da atividade pro-proteina convertase 6.

A composicao obtida por lavagem e a do aspirado revelaram-se substancialmente diferentes.
Embora houvessem muitas semelhancas nos perfis de proteinas totais e proteinas mais
especificas detetadas em ambos os fluidos, estes ndao eram nem qualitativa nem
quantitativamente comparaveis na mesma mulher, o que provavelmente se deve ao facto de
a amostragem da aspiracao ser mais local que a amostragem da lavagem da cavidade

endometrial.®

O aspirado endometrial contém proteinas, glicidos, lipidos segregados pelas células
endometriais, e fragmentos de tecido uterino se na fase secretora. Inclui ainda leucocitos, os
quais sao removidos através de lavagem e centrifugacdo suave antes da congelacdo, a menos

que estes sejam diluidos e centrifugados imediatamente a seguir a sua recolha.

Estas duas técnicas sao minimamente invasivas quando comparadas com a biopsia
endometrial, e as amostras obtidas ajudam na compreensdo da fisiologia do Utero e na
detecao de doencas endometriais, o que se revela importante para o desenvolvimento de

testes de diagndstico com base em um ou mais componentes do fluido.

Casado-Vela e col. catalogaram todas as proteinas presentes no fluido endometrial durante a
fase secretora do ciclo menstrual.”) Esta informacdo pode ser valiosa para o estudo da
nidacdo e para, no futuro, descobrir um biomarcador envolvido nas alteragées patologicas da

funcao endometrial. Para esta analise foram utilizadas trés estratégias complementares:

e HPLC - MS/MS;
e SDS - PAGE, seguida de analise de HPLC - MS/MS;
e 2D - PAGE seguida de analise MALDI - TOF/TOF.

Foram identificadas cerca de 803 proteinas diferentes, ficando a saber-se que o fluido
endometrial difere, na sua composicao proteica, de outros fluidos biologicos estudados até

agora, como o cérvico-vaginal.?
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A composicao proteica do fluido endometrial durante a fase secretora, que € a partida a fase

mais recetiva do ciclo menstrual, podera indicar qual o perfil proteico do Utero recetivo.

Por outro lado, o ambiente do aspirado vaginal é substancialmente diferente, uma vez que é
um meio séptico, povoado por bactérias da flora vaginal.?) As comunidades bacterianas na
vagina humana estao adaptadas ao seu papel de defesa do hospedeiro contra doencas
infeciosas, através da producéo de acido lactico, resultando num ambiente com pH baixo, que

limita o crescimento de agentes patogénicos.®

Porém, tanto o endocolo e o endométrio como o exocolo e a vagina sdo considerados epitélios
alvo de transmissao sexual de virus como o HIV. O Gtero e o endocervix estao protegidos pelo
muco cervical que contém moléculas imunitarias inatas antivirais que constituem uma
barreira fisica, no entanto, o sémen de um portador de HIV contém espermatozoides que

capturam o virus HIV e transmitem-no as células dendriticas."?

As infeccoes do tracto genital inferior com Chlamydia trachomatis, Neisseria gonorrhoae ou
Trichomonas vaginalis estao associadas a aumentos na subpopulacdao endometrial de
leucocitos, sendo a infecdo com C. trachomatis a que provoca uma maior resposta

inflamatoria."®
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Sumario da revisao

Posto que a inflamacdao endometrial é fisioldgica e esta sempre presente para o normal
funcionamento da cavidade uterina, e que o desregulamento desta atividade inflamatoria
esta relacionado com situacdes patologicas, a analise de células inflamatodrias obtidas de
lavados endometriais (técnica minimamente invasiva e de facil aplicabilidade), podera
constituir um excelente meio de avaliacao da situacao endometrial naquela muther, (por ex.:
células inflamatdrias presentes no aspirado sdao compativeis, quantitativa e qualitativamente,

com situacdo fisioldgica ou patologica).

A semelhanca do que ja foi feito para as proteinas, seria interessante catalogar as células
inflamatodrias, nomeadamente macréfagos, mastocitos, neutrofilos, e eventualmente,
eosinofilos e basofilos nos lavados endometriais nas diversas fases do ciclo menstrual. Assim,
poderia ser possivel saber mais ao pormenor as variacées destas, de acordo com a situacao

clinica da mulher.

Se tudo isto se pudesse catalogar e fossem encontradas correlacdes entre padrées de células
com situacdes normais, (sem doenca ou queixas), e com situacoes com patologia ou
sintomatologia, poderia ser possivel definir padroes que servissem de marcadores bioldgicos
que pudessem diagnosticar e até ajudar no acompanhamento de patologias no trato genital
feminino superior, através de uma técnica minimamente invasiva e inofensiva para as

doentes.
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Objetivo do presente trabalho

O presente trabalho pretende identificar, de forma semi quantitativa, e através de uma
metodologia simples e de baixo custo, as células inflamatdrias referidas anteriormente
(macrdfagos, mastocitos e eosindfilos) e outras da mesma linhagem mieloide, nos lavados
endometriais em diferentes situacdes fisioldgicas e/ou patologicas nos varios grupos etarios

da mulher.

Com o conhecimento de perfis especificos de células inflamatdrias compativeis com
diferentes situacoes clinicas, poder-se-ao definir padroes de marcadores bioldgicos que

permitam melhor caracterizar determinadas patologias.
Assim, elaboramos as seguintes hipoteses:

e E possivel utilizar material fixado para estudo das células do fluido endometrial.

e A coloracdao de May Grunwald-Giemsa € aplicavel ao estudo das células da cavidade
uterina.

e A partir da visualizacdo das laminas ao microscdpio otico € possivel encontrar
mastocitos, macrdfagos, eosinofilos, neutroéfilos, basofilos e células epiteliais.

e Identifica-se uma relacao entre o perfil celular do fluido endometrial e a situacao

clinica subjacente.
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Material 1: senhoras a incluir

Foram incluidas no estudo mulheres em idade fértil ou poés-menopausicas, com indicacdo de
histeroscopia por queixas do foro ginecoldgico, e que aceitaram participar através do

consentimento informado.
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Material 2: amostras, armazenamento,
tratamento e avaliacao ao microscopio
otico

Foram sistematicamente cumpridos os passos seguintes:

1- Obter consentimento informado de cada utente que vai ser submetida a uma

histeroscopia;

2- O  histeroscopio € introduzido no Utero pelo canal cervical até

visualizacdo da cavidade uterina. Utilizando o proprio sistema

irrigacdo  do  histeroscopio, “faz-se  um lavado” endometrial,

a

de

com

solucdo salina estéril, e dessa solucdo serdo aspirados outros 5mL que

serao fixados com etanol 50%, em partes iguais;

3- A amostra é armazenada em ambiente refrigerado;

4- Posteriormente é centrifugada, durante cerca de 5 minutos, a 1500 rotacdes por

minuto, depois de colocados cerca de 3mL de cada uma das 30 amostras no cytospin;

5- As células sao posteriormente recolhidas e projetadas em laminas de vidro e coradas

de May Grunwald e Giemsa;

6- As laminas sao visualizadas ao microscopio otico para identificacdo e classificacao

semi-quantitativa de mastocitos, macrofagos e eosindfilos em ausentes, raros,

frequentes ou muito frequentes;

7- Correlacionar com quadro clinico de cada uma das 32 mulheres das quais se obtiveram

lavados endometriais.
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Resultado esperado

A partir da visualizacdo das laminas espero encontrar principalmente mastdcitos, macréfagos
e eosinofilos. Esta descrito na literatura que estas células estdao presentes em situacoes
normais no trato reprodutor feminino e que quase sempre se encontram aumentadas em

distirbios que fazem parte das patologias descritas nas mulheres da minha amostra.

E de esperar que outros tipos celulares possam ser encontrados, como neutréfilos e basofilos,
uma vez que fazem parte da linhagem mieloide, e claro, células epiteliais decorrentes do

epitélio endometrial.
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Resultados

Foram recolhidos, no total, 32 lavados endometriais, apesar de 34 mulheres terem aceitado
participar no estudo, 2 delas ndo toleraram a introducao do histeroscépio, uma vez que o

exame ¢é feito sem anestesia.

Essas 32 mulheres que tinham indicacao para realizar histeroscopia apresentavam-se com uma
ou mais das seguintes situacdes clinicas: pélipos endometriais, metrorragias, infertilidade,
mioma uterino, septo uterino, sinéquias, adenomiose e/ou atrofia quistica do endométrio. Em
2 mulheres o exame demonstrou que os diagndsticos suspeitos ndao se confirmaram. Uma
mulher tinha como diagnostico suspeito mioma uterino e a outra polipo endometrial. Estas
mulheres acabaram por se transformar num grupo sem patologia/ grupo normal, sem que com
isso se levantasse alguma questado ética, pois apesar dos diagnosticos nao se confirmarem,

tinham indicacao para a realizacao do exame.

Das 32 mulheres onde foi possivel visualizacdo direta da cavidade uterina através do
histeroscopio 15 tinham pélipos endometriais; 5 sofriam de metrorragias; 6 vinham com
diagnéstico de infertilidade; 5 tinham miomas uterinos; 1 tinha adenomiose; 1 atrofia quistica

do endométrio; 1 apresentava sinéquias e 1 tinha septo uterino.

Com a visualizacao ao microscopio foi possivel semi quantificar as células de interesse, tendo
em conta a sua presenca e frequéncia, e no final, correlacionar com a clinica das doentes a
que correspondia cada amostra. Para este processo, foi elaborado um cédigo onde cada
numero de processo correspondia a um numero de 1 a 34, de forma a garantir

confidencialidade no decorrer do processo de analise e processamento de dados.

As células semi quantificadas pertencem a 6 grupos. Macrofagos, mastocitos e eosinodfilos, que
foram de inicio as células de interesse da pesquisa bibliografica deste trabalho, as quais se
juntaram os neutroéfilos e os basofilos, uma vez que estavam presentes em grande parte das
amostras e derivam da mesma célula precursora mieloide. As células epiteliais acabaram
também por ser semi quantificadas sobretudo devido a sua enorme frequéncia em

comparacao com os restantes elementos celulares.

A observacdo microscopica foi registada com fotografias, onde se podem ver células de

interesse neste trabalho.
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Figura 3 - Neutrofilo visualizado ao microscopio 6tico, na ampliacao x100.

Figura 4 - Macrofago visualizado ao microscopio 6tico, na ampliacdo x100.
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Figura 5 - Macrofago visualizado ao microscopio otico na ampliagcao x100.

Figura 6 - Células epiteliais visualizadas ao microscopio tico na ampliacao x100.
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Q

Figura 7 - Mastocito visualizado ao microscopio 6tico na ampliagcao x100.

As 32 mulheres das quais se obteve amostra tém idades compreendidas entre os 32 e os 81

anos, e a sua distribuicdo por grupos etarios pode ser apresentada da forma seguinte:
12
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Grafico 1 - Mulheres que constituem a amostra por faixa etaria.
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Os resultados da avaliacao do tipo e quantidade das células inflamatdrias presentes estao

expressos no grafico 2.
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Grafico 2 - Andlise semi quantitativa dos elementos celulares presentes nas amostras, onde se relaciona
cada tipo celular com a frequéncia (raros, frequentes ou muito frequentes) ou auséncia que surgem nas
32 amostras.

Nenhum elemento celular foi encontrado muito frequentemente em qualquer amostra. As

células epiteliais lideram a lista das mais prevalentes, seguidas dos macrofagos.

Das 32 amostras recolhidas, em 6 nao foi possivel detetar qualquer tipo de elemento celular.
Essas amostras pertenciam a mulheres com polipos endometriais, metrorragias, miomas

uterinos, sinéquias e atrofia quistica do endométrio.

Analisando os resultados de outra forma, e tendo em conta as situagdes clinicas das doentes
que constituem a amostra em estudo, as células tém as seguintes distribuicoes apresentadas

nos graficos seguintes:
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Macroéfagos
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Grafico 3 - Semi quantificacao (raros ou frequentes) de macrofagos.
Mastdcitos
2
1 I I I
0
o o e 2 o o ~a 2 >
(o) XS by & 1S QX S 2
R N R S N & S xS &
& @& ¥ ¢ &S
N @ O <S> &
e >
@ & (,)Q/Q e

B Raros M Frequentes

Grafico 4 - Semi quantificacdo (raros ou frequentes) de mastocitos.
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Grafico 5 - Semi quantificacao (raros ou frequentes) de neutrofilos.
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Grafico 6 - Semi quantificacao (raros ou frequentes) de eosinofilos.
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Grafico 7 - Semi quantificacao (raros ou frequentes) de basofilos.
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Células epiteliais
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Grafico 8 - Semi quantificacao (raros ou frequentes) de células epiteliais.

Do exposto pode-se concluir que:

As células das amostras dos casos de sinéquias e de atrofia quistica do endométrio
nao eram identificaveis o que pode ser consequéncia de terem sido destruidas ou de
serem os lavados acelulares.

Os macrofagos estdo presentes em maior quantidade em casos de polipos
endometriais, ja menos em casos de infertilidade.

Os mastocitos foram raramente identificados em situacdes clinicas de polipos
uterinos, infertilidade e miomas uterinos.

Os neutrofilos estao presentes sobretudo em casos de miomas uterinos.

Eosinofilos presentes de forma rara em casos de polipos endometriais, miomas
uterinos, adenomiose e nos casos sem patologia/normal.

Os basofilos foram identificados, de forma rara, nos casos de polipos endometriais,
metrorragias e miomas uterinos.

As células epiteliais foram os elementos celulares mais extensamente identificados
em todas as amostras em estudo, sobretudo em casos de polipos endometriais,

infertilidade e miomas uterinos.

Como seria de esperar, as situacoes clinicas variam de acordo com a idade. O grafico abaixo

representado indica a prevaléncia de cada situacao clinica na faixa etaria indicada.
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Grafico 9 - Situacoes clinicas das mulheres da amostra de acordo com as suas idades.

Assim, na amostra em estudo, a infertilidade domina as situacdes clinicas na faixa dos 30 aos
40 anos. Ja na faixa dos 40 aos 50 anos sao os polipos endometriais mais frequentes e
sobretudo na faixa etaria dos 50 aos 60 anos. Na faixa etaria dos 60 aos 70 anos os polipos
endometriais também predominam. A amostra nao engloba mulheres com idades

compreendidas entre os 70 e os 80 anos.

Também pode correlacionar-se a idade das mulheres da amostra com as células encontradas

nos seus lavados endometriais.

Tabela 1 - Distribuicao dos diferentes tipos celulares nas varias amostras, de acordo com a faixa etaria
da mulher de onde se recolheu o lavado endometrial.

Células | Macrofagos Mastocitos Neutrofilos Eosinofilos Basofilos Células

Faix epiteliais
Etaria

30-40 3 1 3 2 0 6

40-50 3 0 0 0 1 4

50-60 4 1 1 0 2 7

60-70 1 0 1 1 0 4

70-80 0 0 0 0 0 0

80-90 0 0 0 0 0 5

De acordo com a tabela, as células epiteliais predominam de forma transversal em todas as

faixas etarias.
Os macrofagos sao mais frequentes em idades compreendidas entre os 30 e os 60 anos.

Neutrofilos e eosinofilos sao mais frequentes na faixa etaria dos 30 aos 40 anos.

21




Pesquisa de células inflamatdérias em aspirados endometriais e sua correlacdo em situacdes patolégicas

Discussao

Aceitaram participar no estudo 34 mulheres, todas com indicacao para realizar histeroscopia,
sendo que a participacao nao mudava o desconforto produzido pelo exame nem deixava a
doente exposta a qualquer risco adicional. Destas, 32 mulheres toleraram a realizacao
completa do exame, com introducdo do histeroscdpio na cavidade uterina e consequente

recolha do lavado endometrial pretendido.

Dessas 32 amostras recolhidas, 6 encontravam-se em mau estado de conservacao aquando da
realizacdo da analise ao microscopio Otico, e por isso, nao foi possivel visualizar nem
quantificar elementos celulares nessas amostras. As amostras que se encontravam degradadas
pertenciam a mulheres com diferentes situacdes clinicas, e das 9 situacdes clinicas que
constituiam a amostra em estudo, mulheres com pdlipos endometriais, metrorragias,
sinéquias, miomas uterinos e atrofia quistica do endométrio originaram amostras que se

degradaram.

Apesar das restantes 26 amostras conterem baixa carga celular, foram semi quantificados 6
tipos celulares em ausentes, raros, frequentes e muito frequentes, através da visualizacao ao
microscopio otico. Inicialmente o estudo previa semi quantificar apenas macrdfagos,
mastocitos e eosinofilos. No entanto, e tendo em conta a sua presenca e por pertencerem a
mesma linhagem mieloide, foram também contabilizados mais 2 tipos celulares, os neutrofilos

e os basofilos.

As células epiteliais eram, de facto, os elementos celulares mais abundantes em quase todas

as amostras disponiveis, facto que justificou a sua incorporacao aos resultados.

Depois da analise, foi possivel verificar que nenhum elemento celular se encontrava muito
frequentemente, em qualquer amostra, devido a sua grande diluicdo. Isto implicou que
nenhum tipo celular fosse semi quantificado como muito frequente, e que todos os elementos

celulares em estudo estivessem maioritariamente ausentes, exceto as células epiteliais.

De facto, as células epiteliais foram os elementos mais frequentemente identificados,

seguidas dos macrofagos.

Os macrofagos encontraram-se mais abundantemente em casos de pélipos endometriais, e em

seguida em casos de infertilidade.

Os mastocitos nao foram visualizados em muitas amostras. Apenas identificados raramente

em casos de polipos endometriais, infertilidade e miomas uterinos.

Ja os neutréfilos estavam presentes sobretudo em casos de miomas uterinos.
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Raros eosinofilos foram identificados na presenca de polipos endometriais, em casos de

miomas uterinos, adenomiose e no grupo sem patologia.

Finalmente, os basofilos foram identificados em trés situacdoes clinicas: nos polipos

endometriais, nos casos de metrorragias e nos miomas uterinos.

As situacdes clinicas das mulheres da amostra variam de acordo com a sua idade. Depois de
uma breve analise, pode-se concluir que a amostra em estudo coloca casos de infertilidade
sobretudo na faixa dos 30 aos 40 anos e polipos endometriais nas faixas etarias 40-50, 50-60 e
60-70 anos. Estes resultados estao de acordo com a idade tipica conhecida de cada uma

dessas situacoes.

Outra analise a fazer, tendo em conta a idade das mulheres da amostra é que as células
epiteliais estdo presentes quase de igual forma em todas as faixas etarias. Os macrofagos
foram identificados sobretudo nas idades compreendidas entre os 30 e os 60 anos. Ja os

neutrofilos e eosindfilos estavam presentes sobretudo na faixa etaria dos 30 aos 40 anos.

De acordo com estes resultados, concluiu-se ser possivel através da fixacao com alcool a 50%,
centrifugacdo e posterior coloracdo com May Grunwald Giemsa, identificar macréfagos,
mastocitos, neutrofilos, eosinofilos, basofilos e células epiteliais, nas amostras recolhidas do

lavado endometrial, apesar de algumas amostras se terem degradado devido a fixac&o.

Tendo em conta essa degradacao, procurou-se uma alternativa ao estudo a partir de amostras
a fresco, sem qualquer tipo de fixacao e/ou refrigeracao, de forma a impedir a sua
degradacao e consequente perda de elementos celulares, no entanto este procedimento é

inconveniente por ter de ser imediato.

Devido a grande diluicao, as amostras contém uma pequena quantidade de células, o que em
parte ja era esperado, tendo em conta que ao lavado endometrial realizado é acrescentada
igual quantidade de fixador (fixador e lavado endometrial em partes iguais). Também o
tamanho da amostra acabou por ser limitante no que toca ao estabelecimento de uma relacao
entre os tipos celulares encontrados e as situacdes clinicas das mulheres a que correspondem.
A amostra deveria ser muito maior e menos heterogénea, ou pelo menos com grupos bem

definidos de patologias, com um maior nimero de casos em cada situacao clinica.

Assim, é importante reparar que trés das hipoteses colocadas foram totalmente confirmadas,

ou seja:

e E possivel utilizar material fixado para estudo das células do fluido endometrial.

e A coloracdao de May Grunwald Giemsa € aplicavel ao estudo das células colhidas da
cavidade uterina.

e A partir da visualizacdo das laminas ao microscopio otico € possivel encontrar

mastocitos, macrdfagos, eosinofilos, neutrofilos, basofilos e células epiteliais.
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A dltima hipotese colocada (Identifica-se uma relacao entre o perfil celular do fluido
endometrial e a situacdo clinica subjacente) tera de ser interpretada com maior cautela, no
sentido de que os resultados obtidos teriam de ser verificados numa amostra mais ampla. No
entanto, os resultados deste trabalho nao contradizem a hipdtese de que podera a partir

desta metodologia ser estabelecida uma relacao.

Em suma todos estes resultados estao de acordo com os dados recolhidos na pesquisa
bibliografica, o que significa que a parte das limitacdes, este método identificou as células
que se pretendiam, nas situacdes clinicas relatadas. E dbvio que uma amostra maior e
algumas alteracdes na metodologia, certamente poderiam beneficiar os resultados, para que

a exatidao fosse maior e até novas informacdes pudessem ser retiradas do estudo.
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Limitacdes do estudo

Numa investigacao clinica, muitas vezes nem tudo corre como planeado, existem
intercorréncias que modificam o resultado esperado, e situacdes inesperadas acontecem. No
entanto, a propria dificuldade do processo deve ser transformado em conhecimento, de modo
a que nenhuma informacao produzida seja perdida. Neste contexto, apresentam-se as
limitacbes identificadas ao nivel da amostra, armazenamento e analise, ao longo do

desenvolvimento deste trabalho de investigacao.

Amostra reduzida - Devido a limitacdo de tempo de desenvolvimento deste trabalho, foram
recolhidos lavados endometriais a 32 doentes. Durante o periodo em analise verificaram-se
muitas intercorréncias, como prolongado tempo de avaria do equipamento endoscodpico,
periodos de suspensao da atividade cirlrgica, erros variados na preparacao e transporte das

amostras até ao laboratorio.

Amostra heterogénea - as 32 mulheres as quais foi possivel recolher lavados endometriais
tinham idades compreendidas entre os 32 e os 81 anos, 9 situacdes clinicas diferentes (polipo
endometrial, metrorragias, infertilidade, mioma uterino, septo uterino, sinéquias, atrofia
quistica do endométrio, adenomiose, normal/sem patologia). Muito embora diversifiquem
demasiado a amostra em relacdo a sua dimensao estas variaveis podem, porém, constituir

também uma vantagem.

Armazenamento da amostra - as amostras foram fixadas em alcool a 50%, em partes iguais, e
de seguida armazenadas em ambiente refrigerado. S6 depois foram centrifugadas e coradas
com a técnica de May Grunwald Giemsa. Verificou-se que 6 amostras das 32 se encontravam

em avancado mau estado de conservacao, pelo que nenhum elemento celular foi identificado.

Analise semi quantitativa - foi escolhido um método de contagem que apenas classificou os
elementos celulares em ausentes, raros, frequentes e muito frequentes. Apesar deste tipo de
classificacao ser (til, seria mais fidedigno a contagem celular por citometria de fluxo, onde se
poderia contar com precisao os elementos celulares presentes, e com isso tirar conclusdes

mais exatas, mas que apresenta os inconvenientes ja apontados.

A partir das limitacées identificadas, retiram-se, contudo, propostas para dar a continuidade
prevista a este estudo, nomeadamente em relacao a necessidade de se realizarem estudos

comparativos com outras metodologias de fixacao e coloracao.
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Conclusao

0 conhecimento da composicao celular do fluido endometrial comegou a ganhar importancia
e suscitar curiosidade na medida em que é no endométrio que ocorrem fenomenos

importantissimos como € o caso da gravidez.

Assim se descobriu que existe um processo inflamatorio permanente no endométrio, e que
este mesmo processo é essencial para o bom funcionamento do sistema reprodutor

feminino.®

No entanto, ao longo do tempo, comecou a tentar-se perceber o que acontecia a esse
processo inflamatdrio em situacdes patoldgicas, na infertilidade inexplicada ou simplesmente
em doentes com queixas sintomatologicas do foro ginecologico, como é o caso da
dismenorreia primaria. Assim, descobriu-se que este processo continuava presente, no
entanto com alteracdes nos tipos, e sobretudo, na quantidade de alguns elementos celulares.
Ou seja, apos investigacdes, ficou evidente que os macréfagos, por exemplo, estdo presentes
em maior nimero na fase secretora do ciclo menstrual, tendo talvez por isso, um papel na
menstruacdo.?” Também se comparou a quantidade de macréfagos presentes nos
endométrios normais e nos que apresentavam hiperplasia ou adenocarcinoma. Ficou claro que
a quantidade de macréfagos aumentava nas situacdes hiperplasicas quando comparadas com
situacdes normais, sem patologia, e ainda mais na presenca de adenocarcinoma.®” Também

nas lesdes de endometriose os macréfagos foram encontrados abundantemente. ®?

Por outro lado, um estudo demonstrou que os mastocitos podem estar envolvidos nos
mecanismos da dor na endometriose, pois peptidios neurais, libertados pelas fibras nervosas
nas lesdes endometriais, podem induzir a desgranulacdo dos mastocitos, libertando histamina,
proteases, citocinas e quimiocinas que contribuem para o desenvolvimento da dor."”
Descobriu-se que esta desgranulacdo dos mastocitos esta igualmente envolvida no implante
do embrido no Utero através da libertacdo nao s6 de histamina, mas também de MMPs,
triptase e VEGF.?" Por clarificar esta se os mastdcitos, nas fases mais avancadas da gravidez,
passam a ter um papel negativo a ponto de provocar partos pré termo.®' 0Os polipos
endometriais também ndo escapam aos mastocitos, uma vez que estas sao lesoes
inflamatérias associadas a hiperatividade destes mesmos elementos celulares.® De forma

semelhante, também foram identificados mastocitos em leiomiomas. *

Os eosindfilos também foram investigados, e hoje sabe-se que participam na remodelacao de
tecidos e cicatrizacao de feridas, de forma que estao presentes mais abundantemente do que
o esperado nas lesdes endometriais, onde tém papel patogénico, e em leiomiomas, apesar de

nestes casos ainda nao se ter verificado qualquer significado clinico aparente. 42528
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Investigacdes semelhantes concluiram que granulécitos e células T citotoxicas nao apareciam
em ndmero significativo, quando comparadas com os tipos celulares referidos anteriormente,

nas inlmeras situacdes clinicas relacionadas com o sistema reprodutor feminino.?®

Assim neste trabalho, depois de uma pesquisa bibliografica acerca da presenca de células
inflamatérias no endométrio em diferentes situacdes clinicas, tentou-se identificar essas
células de interesse em lavados endometriais recolhidos durante o procedimento de uma
histeroscopia. Testou-se uma metodologia simples, de facil aplicabilidade que incluia a
fixacdo do lavado com alcool a 50% em partes iguais, com posterior refrigeracdo. Esta fixacao
e armazenamento permitiu tratar as amostras num tempo diferente, de acordo com a
disponibilidade do observador e do laboratério. Ao mesmo tempo permitiu acumular um maior
numero de amostras para posterior visualizacao. Antes da observacao, as amostras foram
sujeitas a um processo de centrifugacao e coloracao com May Grunwald Giemsa, o que
permitiu identificar as células através da visualizacdo ao microscopio otico. Este trabalho
pretendia identificar as células de interesse neste estudo (macrofagos, mastocitos,
neutrofilos, eosinofilos, basofilos e células epiteliais) em lavados endometriais e semi
quantifica-las (ausentes, raras, frequentes e muito frequentes), através da visualizacdo ao
microscopio otico, com a finalidade de tentar correlaciona-las com as situacdes clinicas das
mulheres da amostra (polipos endometriais, metrorragias, infertilidade, miomas uterinos,
septo uterino, sinéquias, atrofia quistica do endométrio, adenomiose e grupo sem patologia) .
No final, tudo isto foi possivel com as devidas limitacdes e cautela na interpretacdo dos
resultados. As hipdteses colocadas foram confirmadas na sua maioria, ou seja foi possivel
utilizar material fixado para estudo das células do fluido endometrial; a coloracdo de May
Grunwald Giemsa é aplicavel ao estudo das células colhidas da cavidade uterina; a partir da
visualizagdo ao microscopio Otico encontraram-se mastocitos, macrofagos, neutrofilos,
eosindfilos, basofilos e células epiteliais. Quanto a hipotese que identificava uma relagao
entre o perfil celular do fluido endometrial e a situacao clinica subjacente pode-se concluir
que apesar de nenhuma relacdo propriamente dita ter sido identificada devido ao tamanho e
caracteristicas da amostra, a verdade é que o presente trabalho apresenta dados de que essa
relacdo é possivel. Portanto, um estudo semelhante de maiores dimensdes, com pequenos
ajustes na metodologia, partindo do mesmo principio, podera revelar informagoes
importantes para que no futuro se possa tentar, através de uma analise semelhante a lavados
endometriais, fazer diagnosticos, vigiar situacbes patologicas, e quem sabe até avaliar

terapéuticas implementadas de acordo com a resposta da doenca.
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