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Resumo

OBJETIVO: andlisar as repercussdes histomorfométricas da embolizagdo das artérias uterinas (EAU) no tecido uterino,
especialmente mediante quantificagdo de tecido colégeno, através de bibpsia uterina antes e apds tratamento de leiomioma
uterino. METODOS: participaram do estudo 15 pacientes poriadoras de leiomiomas sinfomdticos e/ou com infertilidade,
submetidas & EAU apds ciéncia do termo de consentimento livre e esclarecido, obedecendo aos critérios de exclusdo
do esfudo. Foi realizada biépsia uterina na fase secretéria do ciclo menstrual antes e frés meses apds o procedimento,
para avaliagdo do coldgeno. Apds o processamento histolégico do material, foram feitos cortes de 3p, sendo alguns
corados pela hematoxilina-eosina [HE), e outros pela coloragdo especifica para fibras colégenas (Picrosirius red). Em
seguida, foi realizada a leitura e interpretagdo das léminas e a quantificagdo do colédgeno. Sua quantificagdo foi
calculada como o percentual da drea composta por coldgeno, e o resultado expresso em médiatdesvio padréo (DP).
Os dados foram entdo submetidos & andlise estatistica pelo feste t de Student pareado [p<0,05). RESULTADOS: nas
biépsias realizadas antes do tratamento, foi nofada a presenca de células musculares lisas, rodeadas por rica frama
de fibras coldgenas que compdem o tumor, vasos sanguineos e nicleos de fibroblastos. Nas léminas das bidpsias
realizadas apés o fratamento, foi observada a presenga de necrose de coagulagdo difusa, trombose vascular, dreas
de calcificagdo e de infiliragdo linfoplasmocitéria e nitida diminuicdo do componente coldgeno. A porcentagem de
fibras colégenas foi maior no grupo pré-EAU (84,07+1,41) do que no grupo pésEAU, (81,0541,50), com p<0,0001,
e intervalo de confianga de 95% (IC95%) entre 2,080 e 3,827. CONCLUSAQ: a reducdo quantitativa e qualitativa
do colageno evidencia que o frafamento proposto é eficaz em reduzir a massa tumoral, composta principalmente por
fibras colagenas de permeio as células musculares lisas neoplésicas. Todavia, sGo necessdrios esfudos complementares
a fim de se investigar a repercussdo funcional e biolégica dessas alteragdes histologicas.

Abstract

PURPOSE: to analyze histomorphometric consequences of the uterine arteries embolization (UAE) in the uferine fissue,
especially by collagen fissue quantification through uterine biopsy, before and dfter treatment of uterine leiomyoma.
METHODS: 15 patients with symptomatic leyomioma and/or infertility, submitted to UAE, participated in the study
according to the study exclusion criteria, affer having signed an informed consent. Uterine biopsy was performed in the
secrefory phase of the menstrual cycle, before and three months after the procedure, to evaluate the collagen. After the
histological processing of the material, 3 p slices were prepared, some of them dyed with hematoxiline-eosin (HE) and
others with the specific dye for collagen fibers (Picrosirius red). Then, the slides were examined and interprefed, and
the collagen quantified. The amount was calculated as the percent of the area composed by collagen, and the result
expressed in meanztstandard deviation (SD). Data has then been submitied to statistical analysis by Student's paired t test
(p<0.05). RESULTS: the presence of smooth muscle cells was observed in the biopsies performed before the treatment,
surrounded by a rich nefwork of collagen fibers, which are part of the tumor, blood vessels and fibroblast nuclei. On
the slides of biopsies performed after the treatment, it was observed the presence of widespread coagulation necrosis,
vascular thrombosis, calcification and lymphoplasmocitary infiliration areas and clear reduction of the collagen component.

Correspondéncia:

Cldudio Emilio Bonduki

Departamento de Ginecologia da Universidade Federal de Sto Paulo
Rua Afonso Brds, 900, conj. 161 — Vila Nova Concsicdo

(EP 04511-001 — Séio Paulo (SP), Brasil

Fone: (11) 3881-3055; Fax: (11) 3846-8663

E-mail: chonduki@uol.com.br

Recebido

5/2/09

Aceito com modificacdes
19/11/09

Departamento de Ginecologia da Universidade Federal de Séio Paulo -~ UNIFESP - Séo Paulo (SP), Brasil.

!'Professor Afiliado do Departamento de Ginecologia da Universidade Federal de Séo Paulo — UNIFESP — SGo Paulo (SP), Brasil.

2 Académico do ¢° ano de Medicina da Universidade Federal de Séo Paulo — UNIFESP — Séo Paulo (SP), Brasil.

3 Pés-graduando [Mestrado) do Departamento de Ginecologia da Universidade Federal de Sdo Paulo = UNIFESP — SGo Paulo (SP), Brasil.

“Professor Livredocente do Departamento de Morfologia da Universidade Federal de Sao Paulo — UNIFESP — Séo Paulo (SP), Brasil.

% Professor Adjunto do Departamento de Ginecologia da Universidade Federal de Sdo Paulo — UNIFESP — Séo Paulo (SP), Brasil.

¢ Médico assistente e Pesquisador do Departamento de Ginecologia da Universidade Federal de Séo Paulo — UNIFESP — Sé&o Paulo
[SP), Brasil.” Professor Titular do Departamento de Ginecologia da Universidade Federal de Séo Paulo — UNIFESP - Séo Paulo (SP),
Brasil.

Financiamento: Bolsa de Iniciacgio Cientifica da Fundagdo de Amparo & Pesquisa do Estado de Séo Paulo (FAPESP) para o académico

da UNIFESP.




The percentage of collagen fibers was higher in the pre-UAE group (84.07+1.41), than in the postUAE (81.05+1.50) group, with p<0.0001, and 95%
confidence interval (CI95%) from 2.080 to 3.827. CONCLUSION: the quantitative and qualitative collagen reduction clearly shows that the proposed
freatment is efficient in reducing the tumoral mass, composed mainly by collagen fibers intermingled with neoplasic smooth muscle cells. Nevertheless,
complementary studies are needed fo investigate the functional and biological consequences of these histological changes.

Introducao

A leiomiomatose é considerada a neoplasia benigna
mais frequente dos 6rgaos genitais femininos na idade
reprodutiva'. Essa neoplasia estr6geno-dependente aco-
mete preferencialmente mulheres entre 30 e 40 anos e
é cerca de nove vezes mais frequente na raga negra’. O
leiomioma pode ser classificado, de acordo com a sua
localiza¢do, em: subseroso, quando localizado externa-
mente a0 miométrio; intramural, quando situado no
miométrio; e submucoso, quando situado internamente
ao miométrio, podendo até se projetar para a cavidade
uterina. A sintomatologia estd diretamente relacionada
com a localiza¢do, nimero e tamanho dos tumores'. Em
se tratando de leiomiomas subserosos, a sensagdo de peso
e desconforto abdominal é predominante. Podem causar
dor aguda devido a tor¢do de seu pediculo, porém nor-
malmente seus sintomas sdo por compressiao de 6rgaos
adjacentes'. Os tumores intramurais estdo associados a
ciclos hipermenorrigicos, com elimina¢do de codgulos
e dismenorreia. Os leiomiomas submucosos tém como
quadro clinico principal a metrorragia, e ciclos hiperme-
norrdgicos. Independentemente da localiza¢io, também
podem provocar queixas vesicais e intestinais devido a
compressdo de 6rgaos adjacentes. Eventualmente podem
estar associadas a infertilidade’.

Virios mecanismos pelos quais esses tumores po-
dem causar reducio da fertilidade tém sido sugeridos’
como altera¢do do contorno endometrial, o que interfere
com a implanta¢io; aumento e deformacio da cavida-
de uterina, que influem no transporte e no acesso dos
espermatozoides; alteragdo da contratilidade uterina,
prejudicando a movimentagdo normal do esperma e
persisténcia de sangue ou codgulos intrauterinos, difi-
cultando a implantag¢do’.

A indicagdo do tratamento leva em consideracdo a
existéncia de sintomas e a taxa de crescimento. A decisdo
da melhor op¢do de tratamento dependerd da localizacio,
namero e tamanho dos miomas; desejo de manter a ca-
pacidade reprodutiva; desejo de conserva¢do do dtero e
das repercussoes clinicas devido ao sangramento, entre
outras®. A decisio sempre deve ser tomada apés longa
discussdo e reflexdo sobre os sintomas e sentimentos da
paciente, do aspecto anatdmico do ttero e da relagdo dos
miomas com a parede uterina’.

A terapia pode ser radical (definitiva) ou conservadora.
O tratamento definitivo consagrado e mais empregado é a

histerectomia. Apesar de a histerectomia ser eficaz e com
alto grau de satisfacio da paciente, é um procedimento
cirdrgico que apresenta taxas de morbimortalidade vari-
aveis e relativamente altas, sendo muitas vezes necessario
avaliar e ponderar se algum tratamento conservador é
acessivel e indicado para a paciente’.

O tratamento conservador pode ser medicamentoso,
cirrgico (miomectomias) ou pela embolizacio das artérias
uterinas (EAU). A conduta expectante é reservada para
os leiomiomas assintomadticos, de pequeno volume ou
que ndo apresentam crescimento na fase de observagao.
O medicamentoso visa melhorar os sintomas ou diminuir
temporariamente o volume dos leiomiomas. Inclui o uso
dos anti-inflamatérios nio-hormonais e antifibrinoliticos,
como o 4cido transanexdmico, os progestigenos, os anti-
concepcionais orais, a dimetrose e os andlogos do GnRH".
O cirtrgico conservador, representado pela miomectomia
(por via laparotdmica, laparoscépica ou histeroscopica) e,
por fim, mais recentemente, pela EAU*”.

A EAU é uma modalidade conservadora, indicada
para o tratamento do leiomioma uterino sintomdtico
descrito inicialmente por Ravina et al.’. A técnica da
EAU foi inicialmente empregada em Ginecologia e
Obstetricia para tratamento das hemorragias agudas
associadas as neoplasias malignas, sangramentos pds-
operatérios e hemorragias pés-parto ou abortamento®.
No final da década de 1980, a EAU foi aplicada de ma-
neira experimental nas pacientes que seriam submetidas
a miomectomia ou 2 histerectomia com a finalidade de
diminuir o sangramento no intraoperatério’. A gran-
de maioria das pacientes apresentou 6timo controle
dos sintomas e uma reducio significativa dos nédulos
miomatosos, deixando de ser candidatas ao tratamento
cirtrgico. A partir dessa importante observacio, a EAU
se tornou uma op¢ao de tratamento conservador no caso
de leiomioma uterino sintomadtico.

Virios centros iniciaram protocolos de estudo para
o tratamento do leiomioma com a EAU e ratificaram os
bons resultados observados. Estudos recentes demonstram
que a EAU é um procedimento eficaz e seguro associado
com alto grau de satisfacio das pacientes, o que a torna
uma boa alternativa de tratamento para o leiomioma®’.
Diante dessas consideragdes, cada vez mais pesquisadores
se interessam pelo estudo da EAU, com a realizagdo de
ensaios clinicos prospectivos randomizados comparando
a EAU a histerectomia e 2 miomectomia, na tentativa
de estabelecer o tratamento mais eficaz, seguro, com
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menores taxas de recidiva e de complicagdo, e com maior
satisfacdo da paciente®”.

Uma das indica¢des do tratamento conservador do
mioma uterino é de manter a capacidade reprodutiva.
A manuten¢do da fertilidade apds tratamento pela
embolizacio arterial é assunto ainda controverso por
ndo estar bem estabelecido o impacto desse tratamento
sobre a fun¢do ovariana e endometrial'. Muitos estudos
mostram que ndo existe interferéncia desse procedimen-
to na insuficiéncia ovariana demonstrada por andlise
hormonal, além do relato de séries com gravidez apés o
tratamento''. Estudos recentes reafirmam essa posicio,
estabelecendo a EAU como uma opgdo para o tratamen-
to de miomas uterinos, apresentando bons resultados
clinicos e anatémicos, permitindo manter a capacidade
reprodutiva'*!4,

A isquemia uterina e a necrose do mioma consequente
ao procedimento sempre foi motivo de preocupacio, es-
pecialmente por acarretar altera¢des histomorfolGgicas e/
ou moleculares no miométrio ou endométrio, que podem
eventualmente interferir na fertilidade'".

Na literatura néo existem estudos nos quais se ana-
lisam a fun¢do endometrial em pacientes que sofreram
o tratamento de emboliza¢do arterial para o mioma
uterino, inclusive no que se referem as provéveis alte-
ra¢des histomorfoldgicas desse tecido, especialmente a
matriz extracelular. O objetivo deste estudo € a andlise
de componentes da matriz extracelular, em especial do
coldgeno, pela biépsia endometrial pré e pés-tratamento
de leiomioma uterino com a técnica de emboliza¢do das
artérias uterinas.

Métodos

O desenho deste estudo foi um ensaio clinico, pros-
pectivo e ndo-controlado. Selecionamos 15 pacientes
portadoras de leiomiomas sintomadticos (com alteragdes
menstruais, algia pélvica, sensagdo de peso em baixo ven-
tre, sintomas compressivos nos tratos gastrointestinal e
geniturindrio) e/ou infertilidade. Todas foram submetidas
a embolizagdo arterial do mioma uterino apds assinar
termo de consentimento informado.

Os critérios de exclusdo foram: altera¢des do perfil
hormonal (FSH e/ou estradiol séricos alterados); presenga
de leiomiomas sintomdticos de localiza¢io submucosa ou
subserosa predominantemente; suspeita de doenca malig-
na pélvica (uterina ou anexial); presenga de adenomiose
sugerida pelo estudo de ressoniancia magnética (RM);
volume uterino superior a 500 cm’; pacientes com desejo
reprodutivo para os quais outras opgoes de tratamento
ainda poderiam ser utilizados.

A técnica do procedimento da embolizagio ar-
terial do mioma uterino seguiu com realizagdo de

antibioticoprofilaxia com azitromicina 1 g VO um dia
antes e cefalotina 2 g IV cerca de 60 minutos antes
do procedimento: analgesia com anestesia peridural
ou rdqui; a seguir, era feita cateterizagdo seletiva das
artérias uterinas bilateralmente, pela puncio percuta-
nea da artéria femoral direita com cateter seletivo 4F
e SF ou com microcateteres. A cateterizac¢do seletiva
da artéria uterina é guiada por angiografia. O material
de embolizacdo utilizado foram microesferas (TGM)
com didmetro entre 300 e 700 my. A injegdo desse
material foi mantida até a cessacdo da circula¢do con-
firmada pela angiografia. O procedimento é realizado
em ambas as artérias uterinas. Apds a puncio, € rea-
lizada compressdo do local durante 15 minutos para
prevencdo de hematomas; a analgesia no pds-operatorio
foi realizada com anti-inflamatdrios ndo-hormonais e
analgésicos.

A amostra uterina foi obtida pela biépsia endome-
trial, utilizando a cureta de Novak, na fase secretéria
do ciclo menstrual, antes da EAU e trés meses apés
o procedimento para avaliacio da matriz extracelular
e coldgeno.

A metodologia da andlise do coldgeno foi realizada
pela técnica de Picrosirius, da seguinte forma: a fixagéo
foi realizada pelo liquido de Bouin e a inclusdo, pela
parafina; utilizou-se como solug¢do corante a 0,1% de
Sirius red F3BA em solug¢io aquosa saturada de dcido
picrico.

O procedimento do preparo da ldimina se iniciou pela
desparafinizacdo e hidratagdo dos cortes das amostras;
seguindo-se a cora¢do pelo Picrosirius, durante 5 a 60
minutos. As ldminas passaram pela solu¢do 0,01 N HCI
por dois minutos e foram lavadas em dgua destilada. Em
seguida, foram coroadas pela hematoxilina de Harris
(dois minutos) e lavadas em dgua corrente durante 10
minutos. Na sequéncia, desidrata¢do, diafanizag¢do e
montagem em ldmina. Nessa metodologia, as fibras
coldgenas se coram de vermelho, o nicleo em azul e as
fibras musculares em amarelo.

Para a captura das imagens, foi utilizada cAmera de
alta resolucdo (AxioCam MRc, Zeiss) acoplada a micros-
c6pio e a computador com sistema operacional Microsoft
Windows, contendo programa AxioVision 4.6 (Zeiss).
Foram analisadas 30 lAminas, com aumento de 400 vezes.
A quantificagio do coldgeno foi efetuada em programa
Imagelab 2000, sendo calculada como o percentual da drea
total composta por coldgeno, e o resultado foi expresso
em médiatdesvio padrio (DP).

Os dados obtidos foram submetidos a anélise estatistica.
Para tanto, foi utilizado o teste # de Student pareado, por
se tratarem de amostras antes e ap6s a EAU das mesmas
pacientes. O nivel de rejei¢do da hip6tese de nulidade foi
fixado em 0,05 ou 5% (0<0,05).




Avaliacao da proporgao de colageno no tecido uterino antes e ap6s tratamento do leiomioma uterino pela embolizagao arterial

Resultados de necrose de coagulagdo difusa, trombose vascular, dreas

de calcificagdo (Figuras 3 e 4) e de infiltragdo linfoplasmo-

Andlise morfologica citdria. Nessas bidpsias, foi notada uma nitida diminuicao
Ap6s o processamento do material e obtengdo das 14- do componente coldgeno (Figuras 5 a 7).

minas, foram feitas a primeira leitura e as fotomicrografias.

Nas laminas das bidpsias realizadas antes do tratamento, Quantificagao do colageno

foi notada a presenca de células musculares lisas, em vdrias A porcentagem de fibras coldgenas foi maior no gru-
orientag¢des, contendo nuicleo volumoso e central. Essas po antes da EAU (84,07£1,41% por érea, em p?) do que
células se encontram rodeadas por fibras coldgenas, vasos no grupo pos-EAU, (81,0£1,5% por drea, em p?), com
sanguineos e nicleos de fibroblastos (Figuras 1 e 2). Nas p<0,0001, e intervalo de confianga de 95% (IC 95%)
biépsias realizadas apés o tratamento, foi observada a presenca entre 2,0 e 3,8.

LR W N e TR . A ” \

Figura 1 - Leiomioma uterino (pré-EAU). Observamsse indmeras células Figura 2 - Leiomioma uterino [pré-EAU). Nota-se no corte ao lado, rica
musculares lisas, com nicleo volumoso (seta), e entre elas vasos frama de fibras colégenas (vermelho) que compée o tumor. Picrossirius,
sanguineos (*). HE, aumento 400x. aumento 400x.

Figura 3 - leiomioma uterino, pésEAU. Notase infiliragdo celular Figura 4 - leiomioma uterino, pésEAU. No local em que anfes se

linfoplasmocitéria, associada & presenca de macréfagos. No local em encontravam células musculares lisas, agora se vé necrose de coagulagdo,
que antes se enconfravam células musculares lisas, agora se vé& necrose com dreas de calcificagdo de permeio (seta), apds trés meses da
de coagulagéo. HE, aumento 400x. intervengdo terapéutica. HE, aumento 400x.

Rev Bras Ginecol Obstet. 2009; 31(12):598-603
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Figura 5 - leiomioma uterino, pésEAU. Podese observar reducdo na
quantidade de fibras coldgenas na regido miomatosa, além de necrose.
Picrosirius, aumento 400x.

Figura 7 - leiomioma uterino, pds-EAU. Calcificagdo distréfica (seta) na
regiGo previamente acomefida. Picrosirius, aumento 400x.

Discussao

A necrose maci¢a do Gtero ou infec¢gao do nédulo
de mioma foi inicialmente uma das complicagbes mais
temidas da EAU, e a sua incidéncia ocorria por volta de
1%"°. Com o avan¢o da melhoria da técnica, assim como
dos materiais embolizantes, esses riscos diminuiram
significativamente'®. Entretanto, as modifica¢des histo-
morfolégicas dos tecidos do ttero sdo pontos que podem
eventualmente interferir na fertilidade e nas taxas de
gravidez apés esse procedimento, e que ainda n@o estdo
bem estabelecidos.

A literatura é pobre tanto em estudos histomorfolégicos
dos tecidos uterino quanto aos aspectos moleculares nas
pacientes submetidas a EAU. Os achados desta pesquisa
sdo coerentes com os relatos da literatura quanto ao aspecto

Rev Bras Ginecol Obstet. 2009; 31(12):598-603

Figura 6 - Leiomioma uterino, pos-EAU. Infillragdo celular (setas) e necrose
difusa associadas. Picrosirius, aumento 400x.

da necrose e trombose vascular no tumor; entretanto, nao
h4 relatos quanto a quantifica¢io do coldgeno.

O padrio histoldgico tipico, correspondente a grande
maioria dos nédulos leiomiomatosos, é caracterizado pela
presenca de amplos feixes de células musculares lisas
entrelacadas em diferentes dire¢des, sem atipias, necrose
ou mitoses. Os cortes s@o permeados por quantidade
varidvel de vasos sanguineos, fibroblastos e coldgeno,
seja intersticial ou formando faixas. Células musculares
lisas sdo alongadas, com nitcleos uniformes de bordas
rombas e nucléolos pouco evidentes. A EAU promove
necrose difusa, trombose vascular, calcificagdo distré-
fica, reagdo granulomatosa tipo corpo estranho, corpo
estranho em vasos vizinhos ao tumor, focos de necrose
no miométrio circunjacente, e reagdo inflamatéria no
miométrio vizinho, por vezes com a formagdo de micro-
abscessos na primeira fase, sendo que em seguida ocorre
reabsor¢do das células necréticas, fibrose e calcificagdo
determinando redu¢io do volume tumoral ao redor de
50 a 70% apés seis meses do procedimento. Do ponto
de vista clinico, hd melhora da sintomatologia em cerca
de 92% dos casos.

Os leiomiomas sdo irrigados quase que totalmente
pelas artérias uterinas, e o objetivo da EAU € ocluir a
microcirculagdo arterial tumoral com pequenos émbolos
miltiplos, resultando em isquemia, necrose e retracao
dos leiomiomas. Infarto e necrose uterina sio complica-
¢Oes possiveis, mas pouco provéveis, devido a abundante
circulagdo colateral da pelve.

Neste estudo, foi demonstrada uma redugéo signi-
ficante na quantidade de coldgeno significante, uma vez
que houve pequena dispersdo dos valores dentro de cada
grupo (pré- e p6s-EAU), sendo observada em todos os
pares correlatos a tendéncia em redu¢do do componente
coldgeno nas amostras tissulares. Cabe salientar que, para




efeito de comparagdo, ndo existem na literatura relatos
prévios que tenham utilizado a metodologia aqui empre-
gada para analisar os efeitos da EAU.

A redugido do coldgeno evidencia que o tratamento
proposto € eficaz em reduzir a massa tumoral, composta
principalmente por fibras coldgenas de permeio as células
musculares lisas neopldsicas, definindo ser mais um dos
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