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Resumo

Rezende MCPB. Analise génica e proteica dos marcadores de receptividade
endometrial em mulheres com sindrome dos ovarios policisticos [tese]. Sao
Paulo: Faculdade de Medicina Universidade de S&o Paulo; 2018.

Introdugdao: A sindrome dos ovarios policisticos (SOP) é a desordem
enddcrina mais comum em mulheres durante o periodo reprodutivo. Contudo,
representa ainda um desafio, principalmente, quando ha infertilidade. Portanto,
ha necessidade de mais estudos nesta area, em especial, no endométrio.
Nosso estudo tem como objetivo realizar a analise da expressado génica e
proteica de marcadores de receptividade endometrial em pacientes com
Sindrome dos Ovarios Policisticos, comparando-a com a de mulheres com
ciclos menstruais regulares. Casuistica e métodos: Foram avaliadas 36
mulheres na menacme, divididas em dois grupos: Grupo SOP (n=23) e Grupo
Controle - mulheres com ciclos menstruais regulares (n=13). As pacientes do
grupo SOP receberam progesterona micronizada na dose de 400mg ao dia,
por via vaginal, durante 10 dias. Apos o 14° dia do fluxo menstrual, receberam
novamente a mesma dose de progesterona natural, por 10 dias. A biopsia de
endométrio foi feita durante os ultimos dias do emprego da progesterona (6° ao
10° dia de tratamento). No Grupo Controle, a bidpsia foi feita na fase secretora
(janela de implantagdo - 20° ao 24° dia). Além disso, foi feita bidpsia
endometrial em um grupo de mulheres com SOP durante a fase proliferativa.
O material coletado foi processado e analisado por técnicas de biologia
molecular (avaliagdo génica por microarray) e analise imunoistoquimica
relacionada a angiogénese. Resultados: As mulheres com SOP apresentaram

alteragbes do metabolismo de carboidratos, hiperinsulinemia e



hiperandrogenismo. Apds o uso de progesterona natural, o endométrio revelou,
na janela de implantagcdo, modificagdes secretoras, assemelhando-se ao das
mulheres com ciclos menstruais regulares. Os dados imunoistoquimicos
mostraram haver reducdo da expressao do VEGF nas mulheres com SOP
tratadas com progesterona natural em relagdo as com ciclo menstrual regular.
ApOs a analise génica, registrou-se predominio de genes que podem interferir
negativamente com a angiogénese no endométrio das pacientes com SOP
tratadas com progesterona natural. Conclusdo: O endométrio das mulheres
com SOP, mesmo apds tratamento com progesterona natural, mostra-se
inadequado para a implantagdo endometrial devido a redu¢do da angiogénese

local.

Descritores: sindrome do ovario policistico; infertilidade; expressao génica;

angiogénese; endométrio; implantagao.

II



Abstract

Rezende MCPB. The gene and protein analysis of endometrial receptor
markers in women with polycystic ovarian syndrome [thesis]. Sdo Paulo:
“Faculdade de Medicina Universidade de S&o Paulo”; 2018.

Introduction: The Polycystic ovary syndrome (PCOS) is the most common
endocrine disorder in women during the reproductive period. However, it still
presents a challenge, especially when there is infertility. Therefore, there is a
need for further studies in this area, mainly in the endometrium. Our study aims
to perform the analysis of gene and protein expression of endometrial receptors
in patients with PCOS, comparing it with that of women with regular menstrual
cycles. Patients and methods: Thirty-six women in the study were divided into
two groups: PCOS group (n = 23) and Control Group - women with regular
menstrual cycles (n = 13). Patients in the PCOS group received micronized
progesterone at a dose of 400mg per day, vaginally, for 10 days. After the 14th
day of menstrual flow, they again received the same dose of natural
progesterone for 10 days. Endometrial biopsy was performed during the last
days of the use of progesterone (6th to 10th day of treatment). In the Control
Group, the biopsy was done in the secretory phase (implantation window - 20th
to 24th day). In addition, endometrial biopsy was performed in a group of
women with PCOS during the proliferative phase. The collected material was
processed and analyzed by molecular biology techniques (microarray gene
evaluation) and immunohistochemical analysis related to angiogenesis.
Results: PCOS women had some changes in carbohydrate metabolism,
hyperinsulinemia and hyperandrogenism. After the use of natural progesterone,

the endometrium revealed, during the implantation window, secretory
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modifications, resembling that of women with regular menstrual cycles.
Immunohistochemical data showed reduced expression of VEGF in PCOS
women treated with natural progesterone compared to those with a regular
menstrual cycle. After gene analysis, there was a predominance of genes that
could negatively interfere with the endometrial angiogenesis in patients with
PCOS treated with natural progesterone. Conclusion: The endometrium of
women with PCOS, even after treatment with natural progesterone, may be
inadequate for endometrial implantation due to the reduction of local

angiogenesis.

Descriptors: polycystic ovary syndrome; infertility; gene expression;

angiogenesis; endometrium; implantation.
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I - INTRODUGAO



Descricbes de mulheres masculinizadas, barbudas e obesas,
caracteristicas relacionadas com a Sindrome dos Ovarios Policisticos (SOP),
sdo encontradas em papiros de 1500 A.C. Possivelmente, esta seja o relato

mais antigo sobre esta sindrome (citado por Szydlarska et al., 2017).

O relato de Stein e Leventhal é considerado um marco na Sindrome dos
Ovarios Policisticos. Contudo, a primeira descricdo de ovarios aumentados foi
feita por Vallisneri, médico italiano, em 1721. Descreveu, nessa ocasido, caso
de mulher casada e infértil, que tinha ovarios com superficie brilhante e cistos

do tamanho de ovos de pomba durante cirurgia.

Em 1844, Chereau e Rokitansky também observaram ovarios fibrosos e
com lesbes escleroéticas degenerativas. Sugeriram a existéncia de uma afeccéo

ou doenga no ovario.

A primeira associagao de alteragdes clinicas aos ovarios aumentados foi

feita por Bulius e Kretschmar em 1871 (citado por Szydlarska et al., 2017).

Tait, em 1879, foi pioneiro na cirurgia de ooforectomia bilateral para o
tratamento de algia pélvica e da degeneracgao cistica e sintomatica (hirsutismo)
dos ovarios. Posteriormente, em 1902, alguns cirurgides comegaram a fazer
resseccao parcial dos ovarios para a mesma finalidade. Contudo, varias
complicagdes ocorreram e McGlinn, em 1915, sugeriu a realizagdo da puncgéo
superficial dos cistos ao invés da ressecgao ovariana em cunha (citado por

Szydlarska et al., 2017).

Stein e Leventhal (1935) ficaram notérios ao descrever, em grupo de

2



sete mulheres, a sindrome composta por amenorreia, hirsutismo, obesidade e
infertilidade, que estava associada ao seguinte quadro histomorfologico
ovariano: aumento volumétrico da génada com a presenga de inumeros
pequenos foliculos subcapsulares e espessamento da camada albuginea
(Szydlarska et al., 2017). Sugeriram, ainda, que a falta de menstruacao seria
devido ao volume excessivo das gbnadas e propuseram que a ressec¢ao em
cunha dos ovarios poderia ser o tratamento, pois 90% delas voltaram a ter
ciclos menstruais regulares e 2 delas engravidaram (Azziz et al., 2016). Este

tratamento foi utilizado por muitos anos.

Em 1958, alguns investigadores verificaram que havia, nas pacientes
com SOP, retrocontrole inadequado do eixo hipotalamico-hipofisario-ovariano,
0 que trouxe novos entendimentos que a afeccdo decorreria de um disturbio
enddécrino e nao apenas de modificagdes histomorfométricas dos ovarios

(Szydlarska et al., 2017).

Em meados de 1961, o aumento dos niveis séricos de testosterona em
pacientes com SOP foi confirmado (Dignam et al., 1964). Neste momento, os
pesquisadores procuravam ferramentas ou marcadores para o diagnostico da
SOP sem a necessidade de radiografia ou laparotomia. Portanto, o achado de
incremento da produg&do androgénica facilitou a identificagcdo da mulher com

SOP.



Na pratica clinica, o grande progresso na investigacdo dessas
pacientes foi o surgimento do exame ultrassonografico do sistema reprodutivo
(Szydlarska et al., 2017). Na ocasidao, os beneficios deste método de
investigacdo mostraram-se importantes, pois seria um método nado invasivo,
reprodutivel e simples, preciso para avaliar os foliculos e o estroma do ovario.

Contudo, este exame deveria ser complementar aos dados clinicos.

Swanson et al. (1981) foram pioneiros em descrever, a
ultrassonografia, a imagem estrutural dos ovarios em mulheres com SOP. A
tecnologia aprimorada e a utilizagdo do ultrassom na medicina levou a
utlizagdo da imagem ao quadro clinico da SOP, pela definicdo da estrutura
ovariana e principalmente, pelo grande numero de foliculos antrais pequenos.
Contudo, este exame so foi considerado como critério de diagnostico muito
tempo mais tarde, no consenso de Rotterdam na Holanda, em 2003 (Azziz et

al., 20086).

Outro marco na histéria da Sindrome dos Ovarios Policisticos foi a
possibilidade do tratamento hormonal com o langamento contraceptivo
chamado “Enovid”, que foi empregado também como regulador do fluxo
menstrual (Christin-Maitre, 2013). Esta seria a grande transformagcéo no
tratamento, passando de tratamento cirurgico que poderia ocasionar
aderéncias tuboperitoneais e insuficiéncia ovariana prematura, para um
tratamento eminentemente clinico. Apesar de todos os avangos, a SOP
continua um desafio, principalmente, no campo da fertiidade. Mais

recentemente, alguns investigadores consideram ser a SOP uma sindrome



reprodutiva metabdlica, pois, haveria muitos casos com disturbios de
carboidratos, alteragcbes no metabolismo de insulina e sindrome metabdlica

(Teede et al., 2018).

Epidemiologia

A sindrome dos ovarios policisticos (SOP) é a desordem enddcrina mais
comum em mulheres durante o periodo reprodutivo (Savaris et al., 2011).
Estima-se afetar de 5% a 10% da populagao feminina nesta fase. Representa a
causa mais frequente de infertilidade anovulatoria, disfungdo menstrual e
hirsutismo (Qiao et al., 2008; King et al., 2010 Azziz, 2016; Teede et al, 2018).
Dentre as mulheres com hiperandrogenismo atendidas no Ambulatorio de
Hiperandrogenismo da Divisdo de Clinica Ginecolégica do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo, as com
SOP correspondem a aproximadamente 75%. Este dado mostra a importancia

desta afecgdo em Ginecologia.

Diagnéstico

A definicdo desta sindrome, mais comumente aceita, baseia-se na
associagdao de anovulagao cronica e/ou hiperandrogenismo, na auséncia de
outros disturbios hipofisarios ou da suprarrenal, como hiperprolactinemia,
hipotireoidismo, acromegalia, sindrome de Cushing e deficiéncia enzimatica da
suprarrenal em sua forma ndo classica ou tardia. O uso excessivo de
anabolizantes também pode levar a um quadro clinico semelhante (Lopes et

al., 2011; Azziz, 2016).



As caracteristicas clinicas da SOP tém grande espectro e variagéo, o
que torna seu diagnéstico dificil, necessitando auxilio de critérios baseados em

consensos de especialistas (Azziz, 2018).

O primeiro foi promovido pelo National Institutes of Health (NIH, 1990),
que definiu ser preciso a presenga de hiperandrogenismo clinico ou laboratorial
e de poucos ciclos anuais, ou seja, menos que seis ciclos por ano ou até
amenorreia (auséncia da menstruagéo por mais de trés ciclos consecutivos).
Deve-se ainda afastar outras afecgbes: Sindrome de Cushing,
Hiperprolactinemia, Deficiéncia enzimatica da suprarrenal e Disturbios da
tireoide (Baracat e Soares Jr, 2007). Contudo, este consenso ndo era
totalmente aceito, pois ndo incluia as imagens de ovarios policisticos.
Posteriormente, o consenso de Rotterdam, que foi realizado em 2003 pelas
Sociedades de Reprodu¢cdo Humana e Embriologia (ESHRE) e a Sociedade
Americana de Medicina Reprodutiva (ASRM), rediscutiu os critérios de
diagndstico e propés: ciclos alongados (>60 dias, espaniomenorreicos) ou
amenorreia. Ambos conotam anovulagdo crbnica; sinais clinicos ou
bioquimicos de hiperandrogenismo e; presengca de ovarios policisticos
(identificados, em geral, pela ultrassonografia). Para o diagndstico, a mulher
deve ter pelo menos dois desses trés critérios (Trivax e Azziz, 2007). Neste
consenso, acrescentou-se como, um dos critérios, imagem de ovarios

policisticos, 0 que n&o existia antes.

Mais recentemente, os critérios diagnosticos foram revistos pela

Sociedade de Excesso de Androgénio e Sindrome dos Ovarios Policisticos



(AES - PCOS), que recomenda a presenga obrigatoria de hiperandrogenismo
(hirsutismo e/ou hiperandrogenemia), que pode estar associado a disfungao
ovariana clinica (anovulagao crénica) e/ou por imagem (ovarios policisticos).
Salienta-se ainda a exclusdo de outras causas de excesso de androgénios
(Azziz et al., 2009; Guastella et al., 2010). Contudo, ha ainda divergéncias
sobre a necessidade de haver hiperandrogenismo, como critério de
diagndstico. Assim, o consenso de Rotterdam (2003) € o mais aceito e que

adotamos em nosso estudo.

Tabela 1. Critérios diagnosticos

Diagnéstico Todos os critérios 2 de 3 critérios Todos os critérios
Anovulacao Anovulacao Disfuncéo ovariana:
ciclos

espaniomenorreicos
ou ovarios policisticos

Sinais clinicos ou Sinais clinicos ou Sinais clinicos ou
laboratoriais de laboratoriais de laboratoriais de
hiperandrogenismo  hiperandrogenismo  hiperandrogenismo

Ovarios policisticos
ao ultrassom

Baseados nos critérios do Rotterdam (Azziz et al., 2009; Lizneva et al.,
2016), podem ser identificados quatro fendétipos da SOP, a saber: tipo A —
hiperandrogenismo, anovulagdo crénica e ovarios policisticos; tipo B -
hiperandrogenismo, anovulagdo cronica e ovarios normais; tipo C -
hiperandrogenismo, ciclos ovulatérios e ovarios policisticos e tipo D — sem

hiperandrogenismo e com anovulagao crbnica e ovarios policisticos (Lizneva et

7



al., 2016). Estes fendétipos também dificultam a compressédo e a caracterizagao
desta afecgéo. Deve-se salientar que as mulheres com o fenétipo A (a sua forma
classica) representam a causa mais frequente de infertilidade anovulatéria e seu
tratamento constitui sério desafio ao clinico (Qiao et al., 2008). Por razéo,

escolhemos este grupo de mulheres com SOP.

Etiopatogenia

Prapas et al. (2009), em extensa revisdao da literatura, referem haver
fatores genéticos envolvidos na SOP. Encontraram alteragbes em genes
relacionados com varias vias de transducgéo de sinal: esteroidogénese, agcéo dos
horménios esteroides, acéo e regulagdo das gonadotrofinas, agcdo e secregao de
insulina, homeostase tecidual e inflamagao crénica, o que sugere ser a SOP uma

doenca muito complexa, envolvendo inumeras variaveis.

Concha et al. (2017), em recente revisédo na literatura sobre epigenetica e
SOP, demonstrou diferengas de metilagdo em alguns genes das pacientes com
SOP comparadas ao controle. Um estudo revelou que haveria 79 genes
diferencialmente metilados entre as pacientes com SOP. Esses genes estao
envolvidos na resposta inflamatéria. O mesmo estudo mostrou que o gene
CEBPB foi diferencialmente metilado entre pacientes com SOP com e sem
resisténcia insulinica (RI), o que poderia sugerir que esse gene teria um papel
importante no desenvolvimento da Rl em mulheres com SOP. Outro estudo de
varredura completa do genoma em um nivel tecidual especifico indicou que ha

pelo menos 3% de locais metilados diferencialmente e 650 transcritos diferentes



entre mulheres com SOP e controles, no tecido ovariano. Destes locais metilados
diferencialmente, 59,8% sao hipermetilados e 40,2% hipometilados em mulheres
com SOP. Esses genes estao envolvidos em processos celulares basais, tais
como: regulagdo da transcrigdo, morte celular, apoptose, proliferacdo celular e
resposta ao estresse. A analise mostrou ainda que os genes metilados
diferencialmente estdo associados com varias vias celulares: a diabetes tipo 1,
miocardite virais, a regulagdo do citoesqueleto de actina, a formagédo eixo
dorsoventral, adesio focal, doenga da tiroide autoimune, moléculas de adeséao
celular, apresentacdo e processamento de antigenos. Esses dados sugerem a
existéncia de um padrao de metilagdo e expressao de diferentes genes entre
mulheres com SOP e controles, o que provavelmente esta envolvido no

desenvolvimento e progressédo da SOP.

Na mesma revisao da literatura de Concha et al. um estudo realizado em
mulheres inférteis com SOP mostrou altos niveis de testosterona no soro e nos
fluidos foliculares que estavam associadosalteragdes significativas no padrao de
metilacdo de diferentes genes. O hiperandrogenismo induz alteragbes
epigenéticas nos genes PPARG1, NCOR1 e HDACS3 das células da granulosa.
Esses dados sugerem que esses genes provavelmente estdo envolvidos na

disfuncao ovariana na SOP.

Fisiopatogenia

Nao é tarefa facil avaliar, em conjunto, todas as alteragbes de cada setor

do eixo cortico-hipotalamico-hipofisario-ovariano-uterino. Para facilitar a



compreensao da SOP, acredita-se que a pesquisa focalizada em determinada
area do eixo, proporcione mais claramente informagdes sobre a fisiopatogenia
desta afeccao. O tecido alvo € o endométrio que é sensivel a variagcado hormonal e
é fundamental para a nidacéo e gestacéo. Portanto, de grande relevancia na area

de reproducédo humana.

Endométrio

O endométrio € horménio-dependente e seus componentes celulares e
teciduais respondem as variagbes dos niveis sanguineos de estrogénios e

progesterona, durante os ciclos ovulatérios normais (Giudice, 2003).

O aumento dos niveis séricos de estradiol (E;), devido ao crescimento dos
foliculos ovarianos, na primeira fase do ciclo menstrual, promove a proliferagao e
o crescimento das células endometriais. Com isso, o endométrio aumenta em
espessura, passando de cerca de alguns milimetros no periodo pos-menstrual,
para 10-12 mm na fase periovulatoria (Giudice, 2003). O adequado crescimento
desta fase sera importante para transformag¢ao endometrial durante a maior acao

da progesterona durante a segunda fase do ciclo.

Estudos recentes da expressdo génica no tecido endometrial mostraram
que alguns genes presentes na fase proliferativa do ciclo menstrual sao
essencialmente relacionados a replicacdo do DNA, levando a proliferacdo e
remodelagdo das células. Apds a ovulagdo, com a produgdo de progesterona, o

endométrio sofre uma série de modificagdes, incluindo a inibicdo da proliferacéo

celular, da sintese do DNA e da atividade mitética. Assim, ha o inicio da
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diferenciagao celular, importante para preparagdo do endométrio para possivel

implantagdo embrionaria (Lopes et al., 2011).

A acgado da progesterona também esta relacionada com a regulagdo do
receptor de androgénio (AR) no epitélio e no estroma endometrial, principalmente
sete a dez dias apds a ovulacédo, quando o endométrio se torna mais receptivo a
implantagcdo embrionaria, periodo este denominado de "janela de implantagao".
Este processo parece ser critico para a interagdo materno-embrido (Slayden et

al., 2001; Lopes et al., 2011).

Janela de implantagao

Durante a janela de implantagdo, as células do estroma endometrial
passam por um processo de decidualizagdo (transformagédo) pela agdo da
progesterona, o qual se caracteriza por alteragdes no citoesqueleto com redugao
de actina no musculo liso e aumento da acdo de prolactina, fatores de
crescimento semelhantes a insulina (IGF), proteinas de ligacao IGF (IGFBPs),
insulina, relaxina, entre outros. Este processo € essencial a interagdo materno-
embrido e a invasdo do trofoblasto, estabelecendo ainda ambiente do sistema
imune local adequado, com redugao de algumas citocinas pré-inflamatérias e
aumento de imunomoduladores, reduzindo a rejeicdo ao embrido (Lopes et al.,

2011).

Na auséncia da implantacdo do embrido, ocorre queda dos niveis
circulatérios de estradiol e progesterona que determinara mudangas endometriais,

resultando no fluxo menstrual. Este processo inicia-se com alteragdo dos
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imunomoduladores e reativagcdo de genes relacionados com a imunidade
endometrial, juntamente com a apoptose celular e o aumento da produgédo de
metaloproteinases e prostaglandinas, bem como migragao leucocitaria. Ha, como
consequéncia, a descamacgéao do tecido endometrial e a menstruagao (Davidson
et al., 2016). Contudo, disturbios hormonais podem acometer este equilibrio,

causando disfungdo menstrual, como ocorre na SOP.

A acao regulatoria da progesterona esta inadequada nas mulheres com
SOP, o que determina na falha de oposigdo a agao proliferativa ao estrogénio
no endométrio. Dessa forma, o tecido nao sofre as transformacdes sequenciais
na expressdo génica dos processos que sdo responsaveis pela proliferacao
endometrial normal, diferenciagcdo e descamacgao regular. Além disso, alguns
estudos demonstraram haver também alteracdo da qualidade dos oodcitos,
levando a implantagao inadequada e maiores taxas de abortamentos (Giudice

et al., 2006; Piltonen et al., 2015).

O processo sequencial da implantacdo € necessario e cada passo
acontece para assegurar o proximo, acarretando no sucesso da gestagcdo. Ha
trés estagios: aposi¢do, adesdo e invasdo. Na fase de aposigdo, o embrido
deixa a zona pelucida sobrepondo-se ao endométrio e as células do trofoblasto
se fixam de uma forma n&o estavel a superficie do epitélio endometrial
receptivo em humanos (Staun-ram e Shalev, 2005; Salamonsen, 2009;
Margarit et al., 2010). Posteriormente, o blastocisto se adere de forma intima
no epitélio endometrial, na ldmina basal endometrial e na matriz extracelular

estromal. Neste sentido, a interacdo entre o endométrio e o embrido é
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suficientemente forte e resiste ao deslocamento pelo fluxo uterino, ou seja, as
L-selectinas nas mucinas (MUC1) do epitélio superficial do endométrio
expressam epitopos receptivos que auxiliam a fixagdo do blastocisto (Margarit
et al., 2010). O primeiro sinal desse processo ocorre ao proximo do 21° do ciclo
menstrual e coincide com incremento da permeabilidade vascular dependente
da angiogénese no local da fixagdo do blastocisto. Em seguida, ha a
penetracdo do blastocisto, invadindo o estroma para estabelecer uma relagao
com a vascularizagdo materna e, embora essa atividade seja principalmente
controlada pelo trofoblasto, a decidua também limita a extens&o da invaséo
(Figura 1) (Sharkey e Smith, 2003; Cakmak e Taylor, 2011; Salamonsen,

2009).
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Figura 1: Imagem esquematica das etapas da implantagdo do embrido 1-
Blastocisto livre na cavidade uterina, ZP-zona pelucida; 2- Aposigao gradual do
blastocisto ao endométrio (integrinas em vermelho, selectinas em verde); 3-
Adesédo (as integrinas do trofoblasto, em vermelho, sdo necessarias nesta
etapa; a adesao induz reagdes nas células trofoblasticas que se diferenciam
em citotrofoblasto e sinciciotrofoblasto); 4- Invasdo (intimo contato do
trofoblasto com o estroma decidualizadodo. MC-macréfagos, NK- natural Killer).

(Adaptado de Salamonsen, 2009 e Lopes, 2011).

A indugdo de ovulagdo em mulheres com SOP nao determina,
necessariamente, a melhora da receptividade endometrial e invasdo do
embrido, sobretudo em programas de fertilizagdo assistida. As usuarias de

citrato de clomifeno podem ter resultados desapontadores, com baixas taxas
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de gestacado (Savaris et al., 2011). Esse fato também foi comprovado em
mulheres submetidas a fertilizagdo in vitro (FIV), cujas taxas de sucesso
também foram baixas (aproximadamente 25%) (Li et al., 2014). Esses dados
sugerem que a anovulagao n&o é a unica causa de infertilidade em mulheres
com SOP (Lopes et al., 2011). Portanto, pode haver ainda outros fatores que
influenciam a qualidade endometrial, independente da progesterona. Entre
eles, acredita-se que a hiperinsulinemia, o hiperandrogenismo e os efeitos de
alguns fatores de crescimento, como o IGF, podem impactar negativamente

nas taxas de gestacao (Giudice et al., 2006, Piltonen et al., 2015).

O processo de implantagdo ocorre de forma sequencial, em trés
estagios: aposicdo, adesdo e invasdao. Durante a fase de aposigdo, o
blastocisto adere-se de forma intima ao epitélio e a lamina endometrial, como
também a matriz extracelular estromal. A receptividade do endométrio depende
da presenca de ligantes de adesdo, com menor proporcdo de fatores
inibitérios, como integrinas, caderinas, selectinas e imunoglobulinas. Os dados
da literatura mostram ser possivel que o embrido expresse, em superficie, L-
selectina, e o endométrio o seu receptor (Lopes et al., 2011). Tanto para a
adesdo, como para a invasdao embrionaria, a expressao dos genes HOX é
essencial, por mediarem algumas fungdes que levam a apoptose do tecido e
modulam as citocinas do processo inflamatério local (Lopes et al., 2011). Em
cada sequéncia do processo de implantagdo, ha a ativacdo e a inibicdo de
genes especificos que podem funcionar como biomarcadores destes eventos
(Ruiz et al., 2013). Portanto, a selegcao de genes especificos neste processo &

importante para entendimento da fisiopatogenia da SOP.
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O endométrio de mulheres com SOP €& considerado como modelo de
endométrio disfuncional, onde ocorre a superexpressdo de receptores
androgénicos e falha em regular os receptores estrogénicos (REs), quando
comparado ao de mulheres eumenorreicas (Gregory et al., 2002). Estudos
realizados em pacientes com SOP demonstraram haver diferengcas nos
complementos dos receptores esteroidicos e coativadores em comparagao a
mulheres férteis. O endométrio, nesses casos, mostra superexpressdo de
receptores androgénicos e falha na regulagdo do RE-alfa (receptor estrogénico
alfa) na janela de implantagdo (Apparao et al., 2002; Gregory et al., 2002).
Contudo, ha a necessidade de se ampliar as informagdes dos outros genes
que sao codificados ou suprimidos devido a anovulacédo crénica em mulheres

com SOP.

Defeitos no receptor de insulina podem determinar aumento da
mitogénese endometrial, o que pode contribuir para a proliferagdo excessiva e
dificultar a decidualizagdo (Lopes et al., 2011). A melatonina tenta diminuir a
hiperinsulinemia e por isto, estd aumentada em muitas mulheres com SOP
(Song et al., 2015). Este horménio tem acdo antagonista ao estrogénio no
endométrio e também pode influenciar na implantagéo (Song et al., 2016). O
mecanismo primario de agdo da melatonina ocorre pela inibicdo do AMP
ciclico. Consequentemente, pode bloquear a agdo dos genes c-myc e c-fos,
que sdo estimulados pelo estrogénio e determinam proliferagcao tecidual
excessiva (Molis et al., 1995). Portanto, ao que parece a melatonina deve ser
importante para a regulacdo do crescimento tecidual, bem como na

receptividade endometrial. Contudo, o excesso de melatonina pode diminuir a
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expressao de seus receptores e ter consequéncias negativas para hemostasia

endometrial, o que torna o seu estudo relevante em mulheres com SOP.

Para aquilatar o melhor dia de transferéncia embrionaria durante a
janela de implantagdo, em 2011, Diaz-Gimeno et al. utilizaram um painel
génico em mulheres inférteis. Esta técnica se baseia na analise de ensaio com
238 genes especificos e diferencialmente expressos no endométrio,
denominado de ERA (endometrial receptivity array). A Tabela 2 resume os
genes analisados. De acordo com Ruiz et al., esta técnica possibilitaria
selecionar o momento mais propicio para a implantagcdo do embrido. Com isso,
melhorariam as taxas de gestacdo. Além disso, é util para analisar quais os

genes ativados durante a janela de implantagéo.

Tabela 2 — Ontologia dos genes presentes no ERA*.

Natureza do gene  Numero de Relagdo dos genes

genes
Resposta Imune 26 DPP4 OPRK1 C3 CRISP3 HLA-
(GO: 0006955) DOB C4BPA NR4A2 XCL2 LIF

CXCL14 GZMA XCL1 CXCL13
KLRC1 IL15 INDO CD7 BCL6
SERPING1 CLU CTSW GBP2

PSMB10 DEFB1 CFD ARHGDIB
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Resposta ao
estresse (GO:

0006950)

Resposta de
defesa (GO:

0006952)

Circulagao (GO:
0008015)
Resposta a

estimulos externos

(GO: 0009605)

Crescimento (GO:

0007610)

27

18

18

11

ADRA2A C3 PROS1 AOX1 C4BPA

HPSE DUOX1 SOD2 FGB SCYE1

CXCL14 MAP2K6

RADS4B THBD CXCL13 BARD1

IDH1 ANG BCL6 GPX3 GADD45A

SERPING1 CLU

PPARGC1A PENK CFD CDC2

C3 AOX1 CRISP3 C4BPA HPSE

SCYE1 CXCL14 GNLY CXCL13

IL15 CD7 BCL6 SERPING1 CLU

OFD1 DEFB1 PENK CFD

EDNRB FGB XCL2 CYP2J2

S100A1 SERPING1 EDN3 TH

C4BPA HPSE FGB XCL2 SCYE1

CXCL14 THBD XCL1 CXCL13

BCL6 SERPING1 CLU PPARGC1A

DEFB1 CFD C3 PROS1 AOX1

OPRK1 XCL2 SCYE1 CXCL14

XCL1 CXCL13 MAOA TRH TH

DEFB1 PENK
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Ciclo celular (GO: 21
0007049)
Adesao celular 18

(GO: 0007155)

Microarquitetura 39

(GO: 0048856)

Resposta humoral 10
imune (GO:

0006959)

HRASLS3 RASSF2 MAP2K6
RADS4B CCNB2 GAS1 PBK
BARD1 G0S2 HPGD KIF11 PRC1
ASPM GADDA45A |IGF2 RPRM
DLG7 CORO1A BUB1B CDC2

CDC20

CRISP3 MUC16 HABP2 CTNNAZ2
CLDN10 EMCN BCL6 CLDN4
VCAM1 COBL COMP AMIGO2
THBS2 POSTN SPP1 LAMB3

COL16A1 ARHGDIB

POSTN ID4 EVC OLFM1 SPP1
EDN3 LAMB3 TH CRABP2 NR4A2
NDRG2 DUOX1 EDNRB ALPL
EFNA1 IGFBP1 CDA TAGLN LIF
HAND2 ADAMTS1 PRKCQ
CTNNAZ2 ENPEP CXCL13 DKK1
LRP4 ANG HEY2 IER3 IL15 EMCN
BCL6 CSRP2 HEY1 COBL COMP
IGF2 MSX1

C3 C4BPA NR4A2 XCL1 KLRCA1
SERPING1 CLU PSMB10 DEFB1

CFD
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Sinalizagao celular

(GO: 0007267)

Resposta imune
inata (GO:

0045087)

Divisao celular
mitética (GO:
0000278)
Resposta a injuria

(GO: 0009611)

Atividade da
oxirredutase (GO:

0016491)

22

11

14

21

OPRK1 SLC1A1 HSD11B2 NR4A2
GDF15 EFNA1 XCL2 SCYE1 LIF
CXCL14 XCL1 ENPEP CXCL13
NRG2 MAOA TRH IL15
GABARAPL1 DLG7 EDN3 TH

PENK

SERPING1 CLU DEFB1 CFD C3

CRISP3 C4BPA

DLG7 CORO1A BUB1B CDC2
CDC20 CCNB2 GAS1 PBK KIF11

PRC1 ASPM

C4BPA HPSE FGB SCYE1
CXCL14 THBD CXCL13 BCL6
SERPING1 CLU CFD C3 PROS1

AOX1

CBR3 SORD SOD2 IDH1 MAOA
KMO CYP2J2 ACADSB INDO
HSD11B2 LEPREL1 LAMB3 AOX1
TH CYBRD1 GPX3 HPGD DHRS3

CYP3AS5 CP DUOX1
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Metabolismo de

carboidratos (GO:

11

ADAMTS1 EMCN FAM59A THBD

GALNT12 SERPINAS HABP2

0030246) KLRC1 THBS2 ANG POSTN

Ligantes de 23 FGB EFNA1 XCL2 SCYE1 IGF2

receptores (GO: ANG CXCL14 LIF TRH C3

0005102) ADAMTS1 EDN3 SPP1
PPARGC1A XCL1GABARAPL1
GDF15 CXCL13 GREM2 NRG2
PENK GAST DKK1

Proteinas do fuso 7 CDC2 CDC20 KIF11 PRC1 KIF4A

mitético (GO: DLG7 BUB1B

0005819)

Proteinas 4 CDC2 KIF11 PRC1 KIF4A

relacionadas aos
microtubulos (GO:

0005876)

*Modificado de Diaz-Gimeno et al. (2011)

Deve-se ressaltar que alguns dos genes avaliados no ERA ndo tém
ainda funcédo definida no endométrio ou correlagdo com a fisiopatogenia da
SOP. Desse modo, pretendemos utilizar a expressao de alguns genes do ERA
que estdo relacionados com a SOP e incorporagdo aos genes conhecidos e

influenciados pelas alteragdes hormonais e metabdlicas relacionadas com a
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SOP sob a agéo da progesterona. Acreditamos que estes genes podem auxiliar
no entendimento e na elaboracdo de novas estratégias na terapia das

mulheres com SOP.

Endométrio inadequado - falha de implantagao

A anovulagao crénica parece n&o ser o unico problema de infertilidade
da mulher com SOP. De fato, os farmacos que induzem a ovulagéo, levam a
taxas de 80% de sucesso, mas o indice de gestagao de termo nao corresponde
a este numero, ficando abaixo de 30% (Abdalmageed et al., 2018). Portanto, as
pacientes estdo mais predispostas a falha de interacdo materno-fetal e
abortamento. Possivelmente, o endométrio esteja inadequado.

Simdes et al. (2017) avaliaram a histomorfologia e a imunoistoquimica
do endométrio de pacientes com SOP, comparando-as com as de pacientes
com ciclos menstruais regulares durante a fase proliferativa. Observaram que
as pacientes com SOP tiveram maior espessura dos epitélios superficial e
glandular e maior concentracdo de leucdcitos logo abaixo do epitélio
superficial, juntamente com varias figuras de mitose, bem como poucos corpos
apoptoticos, o que resulta em grande proliferagdo celular tanto no epitélio
superficial como no glandular. Estes autores sugerem que esta estrutura
endometrial pode dificultar a diferenciagdo endometrial, bem como aumentar o
risco de hiperplasia. Contudo, ndo estudaram os efeitos da progesterona neste
endomeétrio.

A concentragao de glicosaminoglicanos sulfatados e de acido hialuronico
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foi menor no endométrio de pacientes com SOP no estudo de Simdes et al.
(2017). Outro achado foi a maior concentracdo de HAS1 e HAS2, enzimas
relacionadas com a produc¢ao de acido hialurénico de alto peso molecular, que
pode prejudicar a implantagdo e a penetracdo embrionaria. Esta agcédo seria
inibida pelo estrogénio, mas € estimulada por fatores de crescimento, como o
insulindide (Sjaarda et al., 2017). Houve maior expressdo de decorim e
lumicam no endométrio das pacientes com SOP, fazendo com o estroma
endometrial seja mais denso durante a fase proliferativa. Estas substéncias
estdo intimamente relacionadas com a regeneragdo da mucosa uterina, tanto
nas células estromais como epiteliais. Este fato pode justificar a grande
proliferagdo celular verificada a histomorfologia. Possivelmente, este tipo
endometrial possa responder piora a progesterona.

As alteragcbes estruturais do endométrio sdo importantes e podem
justificar a menor taxa de implantagdes, mas o aporte sanguineo também pode
prejudicar a nutricdo do embrido e a manutencéo da gestacgao.

Em todos os tecidos, inclusive ovariano, é necessario fluxo sanguineo
adequado para o fornecimento de oxigénio e nutrientes, para a remogao de
CO2 e de outros subprodutos metabdlicos e para a transferéncia de horménios
para as células-alvo (Berisha et al., 2015). Em adultos, o crescimento vascular
se da pela angiogénese, a qual se caracteriza pela proliferacdo e migracéo de
células endoteliais a partir de vasos pré-existentes (Berisha et al., 2015).

No sistema genital feminino, a angiogénese ocorre como processo
normal e crucial para o crescimento folicular, a funcédo lutea e a adequacao

endometrial para a interagdo materno-embrionaria (Duncan e Nio-Kobayashi,
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2013). Por isso, os mecanismos genéticos e moleculares que controlam a
angiogénese durante este processo estdo sendo investigados (Duncan e Nio-
Kobayashi, 2013).

No endométrio, cada fase especifica do ciclo hormonal € acompanhada
por grandes mudangas vasculares (Duncan e Nio-Kobayashi, 2013). Existem
evidéncias de que a manutencao do leito vascular e a inadequagao endometrial
possam estar intimamente relacionadas com a producdo hormonal e fatores de
crescimento (Duncan e Nio-Kobayashi, 2013), sendo que a formagédo de uma
rede vascular adequada € um fator limitante ndo s6 na sele¢cdo e na maturagao
do foliculo dominante ovariano, mas também no preparo endometrial para o
embrido (Fraser e Duncan, 2009).

Por ser o crescimento vascular um evento importante para a preparagao
endometrial para implantacdo embrionaria, disturbios da angiogénese estéo
envolvidos na génese de varios disturbios e posterior afecgdes durante a
gestacgao (Berisha et al., 2015). Apesar de alguns investigadores sugerirem que
o AMP ciclico participaria da sinalizag&o celular e da angiogénese relacionadas
aos hormonios, os mecanismos n&o estao totalmente esclarecidos no sistema
reprodutor. Portanto, o seu conhecimento pode auxiliar na busca de novas
terapéuticas para o tratamento da infertilidade feminina. Entre eles, ha genes
que podem estar alterados na SOP e que interferem com a agdo do segundo
mensageiro, AMP ciclico, das citocinas e dos fatores de crescimento (Berisha
et al.,, 2015). Contudo, este processo € muito complexo, principalmente na
SOP.

A endostatina e a angiostatina sdo descritos como os fatores
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antiangiogénicos que regulam a vascularizagdo (Berisha et al., 2015). No
entanto, nos ultimos anos, uma ampla variedade de fatores pro-angiogénicos,
como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), o fator de crescimento
fibroblastico (FGF), as angiopoetinas e o fator de crescimento epidermal,
dentre outros, sdo amplamente descritos e tem grande agdo na angiogénese
do sistema reprodutor feminino (Berisha et al., 2015). Embora os mecanismos
de ac&o dos fatores pro-angiogénicos sejam mais conhecidos em comparagéo
ao dos fatores anti-angiogénicos, esses mecanismos ainda ndo sao totalmente
conhecidos no endométrio de mulheres com SOP. Por esta razdo, decidimos
avaliar estes fatores conjuntamente com as alteragbes histomorfolégicas e
génicas no endométrio de mulheres com SOP. Possivelmente, estas
informagdes possibilitardo o desenvolvimento de novas modalidades

terapéuticas na SOP, em especial as relacionadas a infertilidade.
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Il. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo geral

- Analisar a expresséo génica e proteica de marcadores de receptividade
endometrial de pacientes com sindrome dos ovarios policisticos, comparando-a

com a de mulheres com ciclos menstruais regulares.

2.2 Objetivos especificos
Analisar os dados clinicos e bioquimicos (hormonais e metabdlicos);
Avaliar os aspectos histomorfométricos;
Analisar os aspectos imunoistoquimicos relacionados a angiogénese;
Analisar a expressao génica endometrial usando placa de microarray

com 85 genes selecionados.
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ll. PACIENTES E METODOS
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3.1. Tipo de estudo

O estudo foi do tipo prospectivo, aberto, aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa (21253613.6.0000.0068) da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo no periodo de 01 de abril de 2014 a 31 de abril de

2018.

3.2. Casuistica

A populagéo do estudo consistiu de 40 mulheres com idade variando de
18 a 35 anos, as quais foram divididas em dois grupos: 1) Grupo SOP (N=23)
com diagnostico de sindrome dos ovarios policisticos de acordo com os
critérios de Rotterdam — ESHRE/ASRM em 2003 (Azziz, 2006; Diamanti-
Kandarakis e Dunaif, 2012) e o grupo controle (N=13), formado por mulheres
saudaveis, com ciclos menstruais regulares. Todas foram atendidas no Setor
de Ginecologia Enddcrina da Diviséo de Clinica Ginecoldgica do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo (HC -
FMUSP).

Todas foram submetidas a anamnese pormenorizada e exames fisico
geral e ginecologico. Foram também determinados os seguintes dados clinicos:
o indice de Massa Corpdrea (IMC), a Circunferéncia Abdominal (CA) e a
Circunferéncia do Quadril (CQ).

Realizaram-se nas pacientes com SOP, dosagens séricas de LH, FSH,

prolactina, cortisol, estradiol, TSH, T4 livre, fracdo livre de testosterona e
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testosterona total, androstenediona, sulfato de deidroepiandrosterona (S-
DHEA), 17-hidroxiprogesterona (17-OHP), globulina carreadora dos hormonios
sexuais (SHBG), insulina, glicemia, teste oral de tolerancia a glicose (TOTG)
com determinagao de insulina e glicemia apos 30 min, 60 min, 90 min, 120 min
apos a ingestdo de 75g de glicose, e B-HCG. A ultrassonografia pélvica
transvaginal também foi efetuada. Antes da inclusdo no estudo, foram

aplicados os critérios de elegibilidade.

3.3. Critérios de elegibilidade

3.3.1. Critérios de inclusao

Grupo SOP - Pacientes com idade de 20 a 35 anos, sem uso de
medicamentos hormonais nos ultimos trés meses, com diagnostico clinico
(indice de Ferrimann=8) e/ou laboratorial compativel com SOP.

Grupo Controle - Mulheres com idade de 20 a 35 anos e ciclos

menstruais regulares sem comorbidades.

3.2.2. Critérios n&o inclusao

1) Uso prévio de qualquer tratamento hormonal nos ultimos 3
meses;

2) Outras causas de anovulagao evidenciada por meio de dosagens
anormais de prolactina, cortisol, S-DHEA, 170HP, androstenediona, TSH e

T4livre entre o 2° e 0 5° dia do ciclo ou em qualquer época nas pacientes em
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amenorreia;

3) Afecgbes ginecolégicas ou outras associadas (endometriose,
hipertensdo ou diabete melito);

4) FSH > 15 UI/L (2° ao 5° dia do ciclo);

5) B-HCG positivo.

3.3.3. Algoritmo do estudo

As pacientes, apdés assinarem o termo de consentimento livre e
esclarecido, elaborado de acordo com a Resolucdo 196/96 do Conselho
Nacional de Saude, foram incluidas no estudo e seguiram o seguinte

fluxograma de visitas:

Visita 1 (pré-sele¢ao) — Realizagdo da historia clinica e dos exames
fisico geral e ginecologico. Em seguida, o peso corporal foi aferido usando-se
balanca, marca Filizola®, modelo PL-150 com capacidade para 150 kg. A
estatura foi medida com o uso de estadibmetro de metal acoplado na balanga.
Os valores de circunferéncia abdominal foram mensurados com o uso de fita
meétrica. A circunferéncia abdominal foi medida na menor regido localizada
entre o ultimo arco costal e a crista iliaca. O indice de massa corporal foi
calculado dividindo-se a massa corporal (Kg) pela estatura (m?). A pressao
arterial (PA) foi aferida por esfigmomandémetro e realizada apdés a paciente
permanecer dois minutos de repouso (sentada), tendo o brago direito apoiado

na altura da regido mamaria. O inicio dos ruidos auscultatorios foi considerado
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como PA sistdlica e a extingdo dos mesmos, como PA diastélica. O hirsutismo
foi classificado de acordo com o indice proposto por Ferriman e Gallwey, em
1961. Pacientes com indice superior a oito foram consideradas hirsutas.

O ciclo menstrual foi considerado como normal quando o intervalo
situou-se entre 21 e 35 dias, com fluxo de até 7 dias. Caracterizou-se como
ciclo anovulatério (espaniomenorreia), quando o fluxo ocorria em intervalos
superiores ha 60 dias. A amenorreia foi definida como auséncia de fluxo
menstrual por um periodo de tempo correspondente ao dos trés ultimos ciclos
prévios ou por 180 dias (Rodrigues de Lima et al., 1995; Murno, 2012).

Durante esta visita, foi orientado as participantes que mantivessem jejum
nas 12 horas anteriores a coleta de sangue venoso para a determinagado dos
seguintes exames, realizados no Laboratério do Hospital das Clinicas:
dosagens séricas de LH, FSH, prolactina, estradiol, TSH, T4 livre, testosterona
total e fragdo livre, androstenediona, sulfato de deidroepiandrosterona (S-
DHEA), 17-hidroxiprogesterona (17-OHP), globulina carreadora dos horménios
sexuais (SHBG), insulina, glicemia, teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) e
B-HCG. A ultrassonografia pélvica endovaginal foi efetuada em todas as

pacientes (Figura 2).
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Visita 1 - Histdria clinica e exames fisico
geral e ginecoldgico

Solicitados exames subsidiarios

Hormonais: LH, FSH, prolactina, estradiol, TSH, T4
livre, testosterona total e fracao livre, androstenediona,
SDHEA, 17-OHP, SHBG, B-hCG

Bioquimicos: insulina, glicemia de jejum, teste oral de
tolerancia a glicose

Ultrassonografia transvaginal

Figura 2 - Fluxograma do estudo (Visita 1)

Visita 2. Efetuou-se a analise dos exames complementares solicitados
na “Visita 17, segundo os critérios de inclusdo e exclusdo. Realizaram-se
biépsias de endométrio nos dois grupos foi feitas. As pacientes com SOP por
apresentarem ciclos espaniomenorreicos ou amenorreicos, receberam por 10
dias progesterona micronizada na dose de 400 mg por via vaginal, e apos
catorze dias do sangramento, foram submetidas a novo ciclo de progesterona

natural, na dose de 400mg/dia, por via vaginal, por 10 dias. Posteriormente,
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efetuou-se a bidpsia de endométrio entre o 20° e o 24° dia do ciclo. No grupo
controle, a bidpsia foi feita entre o 20° e o 24° dia (Figura 3). Foram coletadas
biépsias de mulheres com SOP depois do 9° dia apés o termino da
progesterona natural. Este subgrupo constitui um controle da acgédo da
progesterona.

Houve ainda bidpsia de mulheres com SOP durante a fase proliferativa

(n=10).

34



Visita 2 - Avaliacdo dos exames
subsidiarios

Aplicado critérios eligibilidade (incluséao

e exclusao)

Bidpsia endometrial no grupo SOP foi
realizada entre 0 6° e 0 10° dia do uso
da progesterona;

Grupo Controle, a biopsia foi feita do
20° ao 24° dia do ciclo menstrual;

Houve um grupo SOP (extra) sem o
emprego da progesterona na fase
proliferativa apenas para analise
histologica e imunoistoquimica

Figura 3 - Fluxograma do estudo (Visita 2)
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3.4. Biopsia endometrial

Empregou-se cateter endometrial de Pipelle de Cornier (Cooper
Surgical, Trumbull, CT, USA) para a retirada dos fragmentos endometriais.
Parte do material foi incluido em parafina para estudos histomorfométricos e
imunoistoquimicos e, a outra parte, conservada em RNA /ater para as analises
moleculares.

Cada paciente recebeu um cadastro, onde seus dados clinicos e

laboratoriais foram registrados.

3.5. Processamento histolégico

Parte das amostras endometriais de cada paciente foi fixada em solu¢ao
tamponada de formaldeido a 10%, por 24 horas, em temperatura ambiente. A
seguir, foram desidratadas em concentragbes graduadas de etanol (70GI, 80GL,
90GL e 100 GL), diafanizadas em xilol, impregnadas pela parafina liquida, em
estufa regulada a temperatura de 60°C por 48 horas e, em seguida, incluidas em
parafina. Posteriormente, foram obtidos cortes de 4 pm de espessura em
micrétomo do tipo Minot (Leica, RM Modelo 2145), os quais foram submetidos ao
método de coloragao pela Hematoxilina e Eosina (H.E.), visando a confirmagao da
fase do ciclo menstrual. Para tanto, foram utilizados os critérios propostos por

Noyes e Haman (1953).
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3.5.1. Coloragéo com Hematoxilina e Eosina (HE)

A Hematoxilina Eosina € a principal técnica de coloracdo de tecidos em
histologia, que permite visualizar e distinguir os diversos componentes das células
e da matriz extracelular ao microscopio optico. A Hematoxilina tem carater basico
e cora em azul-purpura o nucleo, a regido do reticulo endoplasmatico granuloso e
a matriz extracelular da cartilagem por serem componentes que contém muitos
grupos acidos. A Eosina € um corante acido e tem afinidade por estruturas
compostas de substancias basicas, corando em rosa o citoplasma, as

mitocondrias e as fibras colagenas (Bancroft e Stevens, 1996).

Os cortes foram desparafinados em xilol, hidratados em concentragdes
crescentes de alcool e em agua corrente. Em seguida, foram mergulhados em
hematoxilina por 5 min, lavados em agua destilada e tingidos com solugao de
eosina por 10 min. Os cortes foram desidratados em concentragcdes crescentes de
alcool, diafanizados em xilol e montados em meio permanente (Entellan®)

(Bancroft e Stevens, 1996).

As fotomicrografias dos cortes de ovario foram documentadas por um
microscopio de luz (Axio Lab. A1, Carl Zeiss) acoplado a uma videocamera de
alta resolugao (AxioCam ICc 5, Carl Zeiss) e, posteriormente, submetidas a

analise histomorfomeétrica.

3.5.2. Imunoistoquimica para proliferagao vascular (VEGF-C)

Para avaliacdo imunoistoquimica cortes, foram distendidos em banho-

maria, coletados em laminas silanizadas (Starfrost®) e apds secagem por 6 a 8
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horas em estufa a 60°C os cortes foram destinados aos métodos descritos a

seqguir:

Os cortes de endométrio (4 um de espessura) aderidos em laminas
silanizadas foram desparafinados e reidratados. Apds lavagem em agua
destilada, a atividade da peroxidase enddgena foi bloqueada com H;0,, a 3%
durante 20 min. Em seguida, os cortes foram submetidos a recuperagao
antigénica em panela de vapor, submersos em tampéo citrato de so6dio 10 mM
(pH 6,0) durante 60 min. Apds esfriar, os cortes foram lavados com tampao
fosfato-salino (PBS) 1x e adicionado albumina bovina (BSA) 4% sobre os cortes
por 20 min para bloqueio dos sitios proteicos inespecificos. O anticorpo especifico
(monoclonal de coelho anti VEGF-C; Santa Cruz, CA) foram diluidos em PBS 1x
(1:200) e, entdo, as laminas incubadas com os anticorpos primarios por um
periodo de 18 horas a 4°C em camara umida. Apds a incubacédo, os cortes foram
lavados trés vezes com PBS 1x e incuba-dos com anticorpo secundario
streptavidina-biotinada marcada (Dako, Dinamarca) durante 20 min. Apods
remocgao do excesso de anticorpo com trés banhos em PBS 1x, os cortes foram
incubados com o sistema estreptavidina-peroxidase (Dako, Di-namarca) por 20
min, seguidos por trés banhos em PBS 1x. Os sitios antigénicos foram revelados
utilizou-se o substrato de 3,3-diaminobenzidina (DAB) para desenvolvimento da
cor acastanhada (Dako, Dinamarca). Retirado o DAB, as laminas foram deixadas
por 5 min em agua corrente e entdo contrastadas com hematoxilina de Carazzi,

desidratadas e montadas em meio permanente (Entellan®) (Leong et al., 2010).

As laminas foram analisadas em microscépio de luz (Axio Lab. A1, Carl

Zeiss), em objetiva de aumento 100X (imers&o), acoplado a uma videocadmera de
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alta resolucédo (AxioCam ICc 5, Carl Zeiss). As imunomarcagdes dos anticorpos
VEGF-A e Ki-67 foram analisadas em trés cortes por paciente, obtidos em
intervalo minimo de 80 um entre cada corte. Em cada corte, foram obtidas dez
imagens em campos aleatérios de 0,015 mm? e foi adotado como padréo de
positividade o aparecimento de coloragdo marrom acastanhada no estroma
endometrial (vasos sanguineos). Entdo, foi quantificado o numero de estruturas
positivas nas dez imagens, nos trés cortes, e uma média obtida para cada biopsia
nos varios grupos experimentais. Em seguida, foi estimada a densidade numérica

dos vasos sanguineos por mm?2.

3.6. Analise da expressao de RNAs

Os RNAs obtidos a partir de cada amostra foram enviados ao Laboratério
de Ginecologia Molecular e Estrutural LIM-58 da Disciplina de Ginecologia do
Departamento de Obstetricia e Ginecologia da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo para avaliacdo do perfil de expressdo dos RNAs
mensageiros. O RNA total de cada amostra foi isolado do tecido congelado
(biopsia) através do método do TRIZOL (Invitrogrm, EUA) e posteriormente
purificado em colunas de afinidade associado ao tratamento com DNAse1
(Qiagen), para eliminar possiveis contaminantes (proteinas e DNA gendmico).
A quantificagdo e a pureza do RNA extraido foram avaliadas em bioanalizer
2100 (Agilent, EUA).

O perfil de expressao dos RNAs foi feito pelo microarray utilizando a

plataforma 8x15K (Agilent, EUA), que contem 85 genes relacionados com a
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acao da progesterona, os mecanismos de implantagdo e outros relacionados
com a Sindrome dos Ovarios Policisticos. Assim, o “chip” foi constituido
conforme os genes selecionados do estudo “ERA” (Diaz-Gimeno et al., 2011) e

que tenham participagao da fisiopatogenia da SOP (Tabelas 3 e 4).
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Tabela 3 — Ontologia dos genes selecionados para avaliar a receptividade

endometrial em pacientes com SOP.

MXRA5
IL1RN
TIMP3

MMP2

MMP9
COMP
MMP26
POSTN
OLFM4
SLC2A6
IGFBP5
RARB
IGFBP1
COL6A2
CTHRC1
COL1A1
COLGA3
SFRP4
MCL1
CASP8
WNT5A
MUC16
THBS2
DPP4
DUOX1
PDGFRB
PLXNA3
EFNA1
LRP4
TGFBR3
CTNNAZ2
HABP2
IFNGR2
PCNA
ERRFI1
LITAF
CXCL14
CFD

Matrix-remodelling associated 5

Interleukin 1 receptor antagonist

TIMP metallopeptidase inhibitor 3

Matrix metallopeptidase 2 (gelatinase A, 72kDa gelatinase,
72kDa type IV collagenase)

Matrix metallopeptidase 9 (gelatinase B, 92kDa gelatinase,
92kDa type IV collagenase)

Cartilage oligomeric matrix protein

Matrix metallopeptidase 26

Periostin, osteoblast specific factor

Olfactomedin 4

Solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 6
Insulin-like growth factor binding protein 5

Retinoic acid receptor, beta

Insulin-like growth factor binding protein 1

Collagen, type VI, alpha 2

Collagen triple helix repeat containing 1

Collagen, type |, alpha 1

Collagen, type VI, alpha 3

Secreted frizzled-related protein 4

Myeloid cell leukemia sequence 1 (BCL2-related)

Caspase 8, apoptosis-related cysteine peptidase
Wingless-type MMTV integration site family, member 5A
Mucin 16, cell surface associated

Thrombospondin 2

Dipeptidyl-peptidase 4

Dual oxidase 1

Platelet-derived growth factor receptor, beta polypeptide
Plexin A3

Ephrin-A1

Low density lipoprotein receptor-related protein 4
Transforming growth factor, beta receptor |l

Catenin (cadherin-associated protein), alpha 2

Hyaluronan binding protein 2

Interferon gamma receptor 2 (interferon gamma transducer 1)
Proliferating cell nuclear antigen

ERBB receptor feedback inhibitor 1
Lipopolysaccharide-induced TNF factor

Chemokine (C-X-C motif) ligand 14

Complement factor D (adipsin)
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Tabela 4 — Ontologia dos genes selecionados para avaliar a receptividade

endometrial em pacientes com SOP

KLRC1
PER2
CDKo6

ERBB2
MTNR1A
CCNG1
MTNR1B
ACTBL2
UBEZ2A
GADDA45A
FOXC2
CENPE
CSRP2
KISS1R
ESR1
ESR2
PRLR
TSHR
GAST
PAEP
CLOCK
NR4A2
LAMB3

SLC1A1
SLC15A1
TCN1

SLC16A6
PTGER2
HPGD
GAB1
SORD
DHRS3
C4BPA
CLU
PENK
HLA-DOB
S100P
CALB2

Killer cell lectin-like receptor subfamily C, member 1

Period homolog 2 (Drosophila)

Cyclin-dependent kinase 6

V-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2,
neuro/glioblastoma derived oncogene homolog (avian)
Melatonin receptor 12

Cyclin G1

Melatonin receptor 1B

Actin, beta-like 2

Ubiquitin-conjugating enzyme E2A

Growth arrest and DNA-damage-inducible, alpha

Forkhead box C2 (MFH-1, mesenchyme forkhead 1)
Centromere protein E, 312kDa

Cysteine and glycine-rich protein 2

KISS1 receptor

Estrogen receptor 1

Estrogen receptor 2 (ER beta)

Prolactin receptor

Thyroid stimulating hormone receptor

Gastrin

Progestagen-associated endometrial protein

Clock homolog (mouse)

Nuclear receptor subfamily 4, group A, member 2

Laminin, beta 3

Solute carrier family 1 (neuronal/epithelial high affinity glutamate
transporter, system Xag), member 1

Solute carrier family 15 (oligopeptide transporter), member 1
Transcobalamin | (vitamin B12 binding protein, R binder family)
Solute carrier family 16, member 6 (monocarboxylic acid transporter
7)

Prostaglandin E receptor 2 (subtype EP2), 53kDa
Hydroxyprostaglandin dehydrogenase 15-(NAD)
GRBZ2-associated binding protein 1

Sorbitol dehydrogenase

Dehydrogenase/reductase (SDR family) member 3
Complement component 4 binding protein, alpha

Clusterin

Proenkephalin

Major histocompatibility complex, class Il, DO beta

S100 calcium binding protein P

Calbindin 2
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CYP3AS5
SERPING1
CRISP3
LIF
GPX3
HOXA10
HOXA11
GAPDH
TFRC
HPRT1
LDHA
ACTB

Cytochrome P450, family 3, subfamily A, polypeptide 5
Serpin peptidase inhibitor, clade G (C1 inhibitor), member 1
Cysteine-rich secretory protein 3

Leukemia inhibitory factor (cholinergic differentiation factor)
Glutathione peroxidase 3 (plasma)

Homeobox A10

Homeobox A11

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

Transferrin receptor (p90, CD71)

Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1

Lactate dehydrogenase A

Actin, beta
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3.7. Método Estatistico

3.7.1. Tamanho da amostra

O tamanho minimo da amostra em cada grupo foi determinado a partir
de estudo piloto contendo 10 mulheres por grupo. Como as variaveis de
interesse sdao medidas em cada paciente em dois instantes diferentes, ha
dependéncia entre as observacdes. Dessa forma, foi considerada, no calculo
do tamanho da amostra, a correlagao existente entre as medidas obtidas entre
os grupos. Considerou-se para os resultados da analise proteica do VEGF, um
erro tipo | de 5% e erro tipo Il de 20% (poder da amostra de 0,8) para detectar

diferenca maior de 20% entre os dois grupos.

3.7.2. Analise descritiva

Os dados clinicos e demograficos conjuntamente com os dados
experimentais foram agrupados em uma planilha do Excel. Foi analisada a
distribuicdo dos dados. Conforme a homogeneidade, os dados quantitativos

foram expressos em média £ desvio padrao.

3.7.3. Analise inferencial

De acordo com a distribuicdo dos dados, utilizou o teste “t” de Student
ou o Teste “U” de Mann-Whitney. O nivel de significancia foi fixado em 95% (a
< 5%). Além disso, foi aplicado o ANOVA ou o teste de Kruskal-Wallis na

comparacgao histolégica e imunoistoquimica, quando se incluiu o grupo extra
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(SOP durante a fase proliferativa). Apds isto, se aplicou o teste de Tukey ou

Dunn, conforme a distribuicdo dos dados.

45



IV. RESULTADOS

46



4.1. — Dados demograficos, clinicos e laboratoriais

Participaram no nosso estudo 34 mulheres. Na Tabela 5, estdo
resumidos os dados idade, menarca, etnia, estado civil, escolaridade, renda
familiar, religido, ciclos menstruais por ano, duracdo do fluxo menstrual,
numero de gestagcdes e numero de partos. A média de idade dos participantes
do Grupo SOP e do Grupo Controle foram, respectivamente, 28,3 £ 5,53 anos
e 30,31 = 5,09 (p=0,45). Nao houve diferenga estatistica entre os grupos em
relagdo a menarca, etnia, estado civil, escolaridade, renda familiar, religido,
duracdo do fluxo menstrual e numero de partos. Houve diferenga significante
com relagdo ao numero de menstruagdes por ano e de gestagdes. As mulheres
do Grupo SOP e do Grupo Controle tiveram, respectivamente, 3,26 + 1,76 e
11,85 + 0,38 (p< 0.01) menstruagbes por ano. O numero de gestagdes foi
maior no grupo controle (0,62 + 0,65) do que no Grupo SOP (0,22 + 0,52,

p=0,03).
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Tabela 5 — Dados demograficos e clinicos das participantes do estudo

Grupo SOP Grupo Controle p
(n=23) (n=13)
|ldade (anos) 28,39 + 5,53 30,31 £ 5,09 0,30
Menarca (anos) 12,17 £1,70 12,01 £ 2,94 0,84
Etnia (n,%) *
Branca 9 (39.13%) 6 (46,15) 0,68
Afrodescente 14 (60,87%) 7 (53,85)
Estado Civil (n,%) *
Casada 17 (73,91%) 6 (46,15) 0,21
Solteira 5(21,74%) 5 (38,46)
Outros 1(4,35%) 2 (15,39)
Escolaridade (n,%) *
Fundamental 4 (17,39%) 5 (38,46) 0,32
Segundo grau 14 (60,87%) 5 (38,46)
Superior 5(21,73%) 3 (23,08)
Renda familiar (n,%) *
< 2 salarios 15 (65,22%) 9 (69,23) 0,80
>2 salarios 8 (34.78%) 4 (30,77)
Religiao (n,%) *
Catolica 5(21,74%) 4 (30,77) 0,47
Evangélica 8 (34,78%) 6 (46,15)
Outras 10 (43,48%) 3 (23,08)
Numero de 3,26 £ 1,76 11,85+ 0,38 <0.01
menstruagdes por ano
Duragao do fluxo (dias) 6,48 + 3,58 523+1,48 0,12
Numero de gestagdes 0,22 + 0,52 0,62 + 0,65 0,03
Numero de partos 0,18 £ 0,49 0,38 £ 0,51 0,18

*Aplicado o teste de chi-quadrado. O restante foi aplicado o teste “t”

de Student.
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Na Tabela 6, os dados antropométricos, pressdo arterial sistémica,
metabolismo glicémico e lipidico estdo agrupados. Ndo encontramos diferengas
significantes no indice de Massa Corporea (IMC), na Circunferéncia Abdominal
(CA) e na pressdo arterial diastdlica entre os grupos. Houve maior
circunferéncia do quadril nas mulheres com SOP do que nas do grupo controle
(p<0.01). Além disto, a pressao arterial sisttmica do grupo SOP foi
significantemente maior do que as do grupo controle (p=0,04).

No metabolismo de carboidratos, observamos que o grupo SOP teve
valores maiores do que o grupo controle nos seguintes paréametros:
hemoglobina glicada, glicemia ap6s 30 minutos, 60 minutos e 90 minutos,
insulina de jejum, insulina ap6s 60 minutos, 90 minutos e apds 120 minutos.
N&o houve diferengas significantes nos parametros do metabolismo dos
carboidratos entre os grupos; o mesmo ocorreu com o metabolismo lipidico

(Tabela 5).
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Tabela 6 — Dados antropométricos, pressao arterial sistémica, metabolismo

glicémico e lipidico.

Grupo SOP (n=23) Grupo Controle p
(n=11)

IMC (Kg/m?) 30,55 + 5,53 30,32 + 5,91 0,91
Circunferéncia do Quadril (cm) 117,91 £ 11,63 98,42 £ 15,55 <0.01
Circunferéncia Abdominal (cm) 103,35 + 12,65 99,33 + 19,53 0,52
PA sistémica (mmHg) 118,83 + 15,27 109,15 + 11,87 0,04
PA diastdlica (mmHg) 74,10 + 12,61 77,69 + 27,88 0,68
Metabolismo dos carboidratos
Hemoglobina glicada 5,80 £ 0,48 5,025 £ 0,54 0,02
Glicemia de jejum (mg/dL) 90,87 + 17,33 86,58 + 7,39 0,31
Glicemia ap6s 30 min (mg/dL) * 133,09 £ 22,70 112,42 + 22,54 0,017
Glicemia ap6s 60 min (mg/dL) * 131,57 + 38,57 102,92 + 21,98 0,008
Glicemia apds 90 min (mg/dL) * 129,39 + 36,78 104,83 + 23,76 0,02
Glicemia ap6s 120min (mg/dL) * 121,22 + 39,11 103,83 + 22,12 0,10
Insulina de jejum (mU/L) 43,56 + 48,29 16,62 + 5,86 0,02
Insulina apés 30 min (mU/L)* 172,82 + 98,42 116,31 + 89,72 0,13
Insulina apés 60 min (mU/L)* 190,51+ 109,10 82,91+ 68,37 0,002
Insulina apés 90 min (mU/L)* 185,82 + 147,68 105,27 £ 59,79 0,005
Insulina apds 120 min (mU/L)* 74,10 + 12,61 101,45 + 62,42 0,03
Metabolismo dos Lipideos
Colesterol total (mg/dL) 175,35 + 35,89 184,92 + 27,81 0,39
HDL- colesterol (mg/dL) 47,01 £17,71 56,33 + 14,27 0,10
LDL colesterol (mg/dL) 109,43 + 21,56 109,92 + 30,84 0,96
Triglicérides (mg/dL) 140,52 £ 93,53 96,75 +36,53 0,06

*

IMC = indice de massa corporea; PA = pressdo arterial; min = minutos;
valores apds a sobrecarga glicémica com 75g de glicose. Aplicado o teste “t” de

Student.
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A Tabela 7 resume os dados clinicos de hirsutismo pelo indice de
Ferriman-Gallwey, bem como os resultados complementares das dosagens
hormonais, como os indices de testosterona livre e biodisponivel. As mulheres
do grupo SOP tiveram aumento significante dos seguintes parametros em
relacdo ao grupo controle: indice Ferriman-Gallwey, testosterona total, fracdo
livre da testosterona, % da fracdo livre de testosterona, testosterona
biodisponivel (ng/dL), % de testosterona biodisponivel e androstenediona. Em
relacdo ao SHBG (proteina ligadora aos esterdides sexuais), houve o inverso,
ou seja, o grupo SOP teve valores menores (29,96 £ 14,15 nmol/L) do que as
mulheres do grupo controle (70,63 + 45,67 nmol/L, p<0,01).

Em relagdo aos hormdnios gonadotroficos, as mulheres com SOP
tiveram valores maiores e menores, respectivamente, de FSH e LH quando
comparadas ao grupo controle (p<0.01). N&o encontramos diferengas
significantes para os seguintes horménios entre os dois grupos: SDHEA,

estradiol, 17-OH progesterona, prolactina, cortisol, TSH e T4 livre.
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Tabela 7 — Dados de hirsutismo e hormonais nos dois grupos estudados

Grupo SOP Grupo Controle p
(n=23) (n=11)

indice Ferriman-Gallwey 13,35 + 5,93 4,69 + 1,25 <0,01
SHBG (nmol/L) 29,96 + 14,15 70,63 +45,67  <0,01
Testosterona total (ng/dL) 61,61 + 30,05 28,46 + 9,28 <0,01
Fracgao livre da testosterona 2,23 £ 1,06 0,57+ 042 <0,01
(ng/dL)
% da fraca livre de testosterona 3,83 + 1,67 1,79+ 0,82 <0,01
Testosterona biodisponivel (ng/dL) 7,24 + 3,45 1,84 £ 1,36 <0,01
% de testosterona biodisponivel 12,45 £ 5,44 5,79+ 2,65 <0,01
Androstenediona (ng/mL) 1,81 +£0,76 1,10 £ 0,41 <0,01
SDHEA (ug/L) 1909,91 + 1155,89 1475,38 £ 628,74 0,15
FSH (mUI/mL) 4,56 + 1,59 5,73 £ 3,38 <0,01
LH (mUl/mL) 10,19 + 4,54 6,14 £ 1,27 <0,01
Estradiol (pmol/L) 71,09 + 46,79 58,51+29,39 0,35
17-OHP (ng/dL) 0,74 £ 0,46 1,62 + 1,41 0,39
Prolactina (ng/mL) 16,01 £ 5,74 14,93 + 4,92 0,58
Cortisol (ug/dL) 10,74 £ 4,74 8,39+4,78 0,23
TSH (mUI/L) 4,65 + 4,86 2,43 £ 0,66 0,06
T4 livre (ng/dL) 1,25+ 0,24 1,22 £ 0,15 0,65

Aplicado o teste “t” de Student.
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4.2 — Analise histomorfolégica

A mucosa uterina das mulheres do grupo controle e pertencentes a
segunda fase do ciclo menstrual mostrou endométrio revestido por epitélio
cilindrico simples contendo no polo apical pequenas projecdes e na lamina propria
inumeras glandulas tubulares tortuosas. Nota-se, ainda, que a lamina propria

apresenta células esparsas com inumeros vasos sanguineos (Figuras 3 e 4).

No grupo SOP, apés o tratamento com progesterona natural (9° ao 12°
dia), o endométrio apresentou basicamente as mesmas caracteristicas das
descritas na primeira fase do ciclo menstrual; no entanto, os epitélios superficial e
glandular achavam-se mais espessados, e a lamina propria, localizada logo
abaixo do epitélio superficial, rica em células e leucdcitos. Notamos, ainda,
intensa infiltrag&o leucocitaria no epitélio superficial, assim como algumas figuras
de apoptose (Figuras 5 e 6). No grupo SOP, pela agdo da progesterona, o epitélio
superficial apresentou-se mais uniforme, com menor infiltragdo leucocitaria, assim
como auséncia de figuras de apoptose. Na lamina prépria observamos a presenga
de inumeros glandulas tubulares ramificadas, assim como grande concentragcéo
de células (Figuras 7 e 8). As imagens comparativas dos grupos estao

representadas nas Figuras 9 e 10.
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Figura 4 — Fotomicrografia de endométrio de mulher com ciclo menstrual regular,
na segunda fase do ciclo. Notar epitélio superficial do tipo prismatico, glandulas
endometriais tortuosas e lamina propria rica vasos sanguineos e em substancia

intercelular. H.E. 200X
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Figura 5 — Fotomicrografia de endométrio de mulher com sindrome
dos ovarios policisticos. Notar epitélio superficial do tipo prismatico infiltrado por
leucécitos, algumas figuras de apoptose e lamina prépria rica em células. H.E

400X
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Figura 6 — Fotomicrografia de endométrio de mulher com sindrome dos ovarios
policisticos tratada com progesterona natural. Notar lamina prépria rica em

células. H.E 200X.
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Figura 7 — Fotomicrografia de endométrio de mulher com sindrome dos ovarios
policisticos tratada com progesterona natural. Notar lamina prépria rica em

células. H.E 200X.
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Figura 8 — Fotomicrografia de endométrio de mulher com sindrome dos ovarios
policisticos tratada com progesterona natural. Notar lamina propria rica em células

e pobre em vasos sanguineos. Imunoistoquimica para vasos neoformados 200X.
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Figura 9 — Fotomicrografia de endométrio de mulher com ciclo menstrual regular,
na segunda fase do ciclo. Notar epitélio superficial do tipo prismatico simples e na

lamina proépria inumeros vasos sanguineos neoformados. Imunoistoquimica para

vasos neoformados. 400X
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Figuras 10 — Fotomicrografia do epitélio superficial e da lamina propria do
endométrio de mulheres com sindrome dos ovarios policisticos (SOP), na

segunda fase do ciclo menstrual, tratadas com progesterona natural. H.E. 200X
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Figuras 11 — Fotomicrografia da |&mina prépria do endométrio de mulheres com
sindrome dos ovarios policisticos na segunda fase do ciclo menstrual, tratadas com

progesterona natural. H.E. 200X
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4.3 — Analise histomorfométrica

Os dados das medigdes (espessura dos epitélios superficial e glandular) e
das contagens do numero de células na lamina prépria, assim como a de vasos
neoformados estdo expressos na Tabela 8. Nota-se maior espessura do epitélio
superficial nas mulheres com SOP na fase proliferativa do que nas com SOP que
receberam progesterona natural. Além disso, as mulheres do grupo controle
tiveram espessura do epitélio superficial menor do que o das mulheres com SOP,
mesmo as que receberam progesterona natural. Além disto, o numero de células
do endométrio das mulheres do grupo controle foi menor do que o do grupo SOP,
independente do tratamento com progesterona. Ao inverso, o numero de vasos foi

maior no grupo controle do que nos outros grupos.
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Tabela 8 - Espessuras dos epitélios superficial, glandular numero de células e de

vasos sanguineos presentes no estroma endometrial de mulheres pertencentes

com sindrome dos ovarios policisticos, na segunda fase do ciclo menstrual.

tratadas com progesterona natural

Grupos
SOP SOP+Prog Grupo Controle
Ep. Superficial (M) o5 63 4 4 41+ 19,67+ 2,35** 16,04 + 1,11
Ep. Glandular (um) 35 5¢ 4 5 93+ 23,41+ 3,12 24,81+ 3,21
N° Células/ (0,01mm*) g 25 4 14 o1 57,89+ 19,24 32,12 +9,1*
N° Vasos/ (0,336mm’) 4 34 | 5 53 78+419 18,56 + 7,22*

*p < 0,05; **p<0,01

Em relagdo a avaliagdo por luz polarizada da |amina propria, as mulheres com

SOP, independente do emprego da progesterona, tiram maior concentragdo de

colageno pelo método “Picrosirius red”. Aplicado o teste de ANOVA e pos-teste de

Tukey.
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SOP+Prog : secretora

Figura 12 — Fotomicrografia da I&amina prépria de endométrios de mulheres com
sindrome dos ovarios policisticos, na segunda fase do ciclo menstrual tratadas
com progesterona natural. Notar a distribuicdo do colageno mais intensa nos

grupos SOP. Picrosirius red.
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4.4 — Analise imuno-histoquimica

Houve maior reatividade no endométrio de mulheres do grupo controle (na

fase secretora do ciclo menstrual) do que nas pacientes com SOP. Salienta-se

que esta reacao avalia vasos neoformados no endométrio (VEGF-C).

Figura 13 — Fotomicrografia dos endométrios de mulheres portadoras da sindrome
dos ovarios policisticos, na segunda fase do ciclo menstrual tratadas com
progesterona natural. Notar intensa reatividade para o VEGF-C na fase proliferativa.

Em A controle positivo VEGF-C e em B controle negativo.
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4.5 — Anadlise da expressao génica do “RT? Profiler PCR Array”

4.5.1 — Analise do grafico de dispersao

A Figura 13 mostra o grafico de dispersao que compara a normalizagao
da expressdo de cada gene no “microarray” entre os dois grupos, tragando-os
uns contra os outros para visualizar rapidamente grande mudanga de
expressdo génica. A linha central indica os genes que ndo mudaram na
comparagao dos dois grupos. As linhas pontilhadas paralelas mostram o limite
de duas vezes da abundancia de RNA do grupo SOP em relagdo ao grupo
controle para cima e esquerda (upregulation) ou para baixo e direita
(downregulation). Nota-se que ha diferengas entre os dois grupos na
abundancia de RNA mensageiro.

Considerando dois “fold” de diferenca na abundancia de RNA
mensageiro, a Tabela 9 mostra a expressdo dos genes do grupo SOP que
tiveram sua expressdo aumentada em relagdo ao grupo controle
(“‘upregulation”): IGFBP1, CTHRC1, PTGER2, PRLR, HABP2, WNT5A,
DHRS3, TIMP3, DPP4, GADD45A, CCNG1, C4BPA, GPX3, ESR2, CENPE e
CLOCK.

Considerando dois “fold” de diferenca na abundancia de RNA
mensageiro, A Tabela 10 mostra a mostra a expressdo dos genes do grupo
SOP que tiveram sua expressdo diminuida em relagdo ao grupo controle

(“downregulation”): GAST, S100P, IFNGR2, MMP26, CALB2, MMP9, RTC,
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CTNNA2, DUOX1, ACTBL2, PAEP, TSHR, PPC, GDC, IL1RN, MTNR1B, HLA-
DOB, KISS1R, SLC2A6, THBS2, IGFBP5, PLXNA3 e CRISP3.
As Tabelas 11 e 12 mostram a relagdo dos genes hiperexpressos e

hipoexpressos, respectivamente, com a angiogénse.

14
1)

Legll (Mormalized Expression Group

15 1 0.5 C 0.5 1 1.5

Legl0 (Normalized Expression Control Group)

Upregulated @ Unchanged @& Downregulated

Figura 14 - Representacédo grafica da dispersao dos dados na comparagao
entre os dois grupos, apds a normalizagdo da expressdo de cada gene no
“microarray”, tragando-os uns contra os outros para visualizar rapidamente
grande mudancga de expressao génica. A linha central indica os genes que n&o
mudaram na comparagdao dos dois grupos. As linhas pontilhadas paralelas
mostram o limite de duas vezes da abundéancia de RNA do grupo SOP em
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relagdo ao grupo controle para cima e esquerda (upregulation) ou para baixo e

direita (downregulation).

Tabela 9 — Relagdo dos genes hiperexpressos do grupo SOP em relagéo ao

grupo controle

Posig¢ao na placa Simbolo do Gene Regulagdo em "fold"
B02 IGFBP1 17,6547
B04 CTHRC1 4,0949
FO7 PTGER2 3,8878
EO8 PRLR 3,4557
Co09 HABP2 3,4515
B10 WNT5A 3,0581
F11 DHRS3 2,6972
A04 TIMP3 2,6838
CO1 DPP4 2,4684
EO1 GADDA45A 2,4636
D09 CCNG1 2,422
F12 C4BPA 2,2885
G10 GPX3 2,2517
EO7 ESR2 2,224
EO3 CENPE 2,2208
E12 CLOCK 2,1923
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Tabela 10 — Relag&o dos genes hipoexpressos do grupo SOP em relagao ao

controle

Posig¢ao na placa

Simbolo do Gene

Regulagdo em "fold"

E10
G04
C10
AO08
GO05
AO6
HO8
Co8
C02
D11

E11

HO9
EO9
HO7
HO6
AO03
H12
D10
GO03
H10
EO5
A11

B12
A12
Co04
H11

G08

GAST
S100P
IFNGR2
MMP26
CALB2
MMP9
RTC
CTNNAZ2
DUOX1
ACTBL2
PAEP

TSHR
PPC
GDC

IL1RN

MTNR1B
HLA-DOB

KISS1R
SLC2A6
THBS2
IGFBP5
PLXNA3

CRISP3

-14,4146
-13,5275
-8,5553
-8,2849
-6,022
-5,5734
-4,6898
-4,4413
-4,3296
-4,2129
-4,1303
-3,6879
-3,681
-3,6455
-3,476
-3,2166
-3,175
-3,1713
-3,151
-3,1265
-3,058
-3,0203
-2,4672
-2,4044
-2,3701
-2,3428
-2,0879
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Tabela 11 — Relagdo dos principais genes hiperexpressos com a angiogénese

endometrial
Proteina Possivel efeito
Simbolo do sobre a
gene Funcao angiogénese
Proteina ligadora dos
fatores de crescimento
IGFBP1 insulinoides | acdo do IGF-1 e 2 !
Repeticao de hélice tripla 1 fosforilzagdo da
CTHRC-1 de colageno do tipo | ERK e JNK 1
Receptor da PGE2
PTGER2 1 agao prostaglina E2 !
Receptor de prolactina Variavel —
Ativacdo de MAPK e dependente das
PRLR STATS isoformas
Proteina ligadora ao Evita a quebra do
HABP2 hialuronan hialuronan !
Glicoproteina Ativacéo por via
WNT5A candnica )
Ativagao por via ndo
candnica !
Inibidor tissular da Fatores de
metaloproteinase degradagéao
TIMP3 aumentam o VEGF !
Peptidase Dipeptidil 4  Inibe a ativagdo “High
DPP4 mobility group box 17 !
Proteina induzida pela
parada de crescimento e Bloqueio da via
GADD45A dano ao DNA MmTOR/STAT3 !
Ciclina G1 Via acédo depende da
CCNG1 miR-23b Variavel
Peroxidase glutationa  Depende da atividade
GPX3 dos macrofagos !
Receptor de estrogénio Bloqueio das vias
ESR2 tipo 2 VEGF and HIF1a. !
Proteinas do ritmo Via HIF-1a, ARNT e
Clock circadiano VEG. 0
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Tabela 12 — Relag&o dos principais genes hipoexpressos com a angiogénese

endometrial
Simbolo do Proteina Possivel efeito
gene Funcéao na angiogénese
Gastrina 1 angiogénese pela via
GAST mTOR !
Proteina acida de baixo
S100P peso molecular 1 angiogénese !
Receptor da PGE2
INFNGR2 1 via IFN-Y !
Metaloproteinase Fatores de degradacéo
MMP26 aumentam o VEGF !
Oxidase dual Angiogénese por via do
DUOX1 estresse anti-oxidativo Variavel
Proteina endometrial Remodela a matriz
associada com agcdo da  extracelular, diminui o
progesterona processo inflamatorio
local, diminui o estresse
anti-oxidativo e o
amadurecimento
PAEP vascular (angiogenese) 1
Receptor do TSH Aumenta VEGF via ERK
TSHR e AKT !
Antagonista do Receptor  Inibe a agdo da IL no
IL1RN de IL1N VEGF 1
Receptor da Kiss peptina Inibe VEGF pela via
Kiss1R ERK1/2 1
THBS2 Thrombospondina Inibidor do VEGF 1
Proteina ligadora dos
fatores de crescimento
IGFBP5 insulinoides | agcdo do IGF-1e 2 1
Plexia-3 angiogénese e esta
relacionado com a
sinalizagao da
PLXNA3 progesterona !
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V - DISCUSSAO
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A sindrome dos ovarios policisticos (SOP) é a desordem enddcrina mais
comum em mulheres durante o periodo reprodutivo (Savaris et al., 2011; Azziz,
2016). Estima-se afetar de 5% a 10% da populagédo feminina nesta fase.
Representa a causa mais frequente de infertilidade anovulatéria, disfungcdo

menstrual e hirsutismo (Qiao et al., 2008; King et al., 2010; Azziz, 2016).

Constitui a SOP a principal causa de infertilidade associada a
anovulacdo. Apesar dos resultados satisfatérios obtidos com a indugdo da
ovulagao nas pacientes com SOP, os indices de gestacdo ainda ndo séao
satisfatorios. E possivel, que alteracdes endometriais sejam responsaveis pela
relacado das taxas de implantagdo. As pacientes que fizeram tratamento com o
citrato de clomifeno apresentam resultados desapontadores, com baixas taxas
de gravidez e baixo indice de nascidos vivos (Savaris et al., 2011). Esse fato
também foi comprovado em mulheres submetidas a fertilizagdo in vitro (FIV),
cujas taxas de sucesso também foram baixas (aproximadamente 25%) (Li et
al., 2014). Assim, baseados nesses dados, a anovulagdo ndo sera a unica

causa de infertilidade em mulheres com SOP (Lopes et al., 2011).

A progesterona € um elemento fundamental no estabelecimento e na
manutencdo da gravidez. Niveis inadequados deste hormdémio na fase
secretora estdo associados com infertilidade e abortos recorrentes. Muitos
estudos examinaram a regulagdo e os processos moleculares envolvidos na
decidualizacdo do endométrio. Entretanto, os mecanismos de acao da
progesterona no endométrio das pacientes com SOP podem sofrer

interferéncia hormonal ou até metabdlica. Ha genes relacionados com a agao
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da progesterona que estdo reduzidos nas mulheres anovulatérias, mesmo

recebendo progesterona.

As pacientes com SOP sofrem os efeitos da resisténcia a insulina ou
intolerancia a glicose, bem como da concentragdo sérica de LH elevada e
deficiéncia parcial de FSH, com consequente hiperandrogenismo, como
identificamos também em nossos casos. E capaz que este desequilibrio
hormonal e metabdlico tenha também efeito no endométrio e, possivelmente,
na fertilidade (Maciel et al., 2004; Giudice, 2006; Quezada et al., 2006; Qiao et

al. 2008; Fauser et al., 2012).

Apesar do desenvolvimento das técnicas de reproducido assistida, as
taxas de gravidez, nas pacientes com SOP, ainda sdo baixas (Cakmak e
Taylor, 2011). Portanto, questiona-se qual seria o responsavel. Em nosso
trabalho, procuramos avaliar se o endométrio seria um dos limitantes para o
processo de implantagcdo embrionaria e desenvolvimento da gestagdo, mesmo
apos preparo prévio com progesterona natural. Assim, nossos dados sugerem
que o emprego de progesterona natural em altas doses ndo seria suficiente
para restaurar a morfologia do endométrio que foi submetido por longo tempo a
acao estrogénica isolada ou restabelecer a vascularizagdo endometrial que &
também importante para ocorrer a gestacédo. Este dado pode justificar, em
parte, alteracdo da receptividade endometrial e a dificuldade de adesao
embrionaria. Neste sentido, outros investigadores também estdo analisando a
disfuncdo endometrial em mulheres com SOP com o objetivo de desenvolver

novas terapias que proporcionem um endométrio mais adequado para
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implantagao (Lai et al., 2005; Quezada et al., 2006; Foulk et al., 2007; Kilic et

al., 2008; Margarit et al., 2010).

Nossos dados evidenciaram aspectos histomorfométricos do endométrio
das pacientes com SOP diferentes do grupo controle. Apesar do estroma e a
quantidade de glandulas serem semelhantes, a espessura do epitélio luminal e
0 numero de vasos sanguineos eram menores que no grupo controle. Tal
achado poderia ser explicado pelo fato de que as mulheres com SOP, por
serem anovulatérias ou oligo-ovulatorias, teriam agdo do androgénio e da
insulina na expressdo de genes e processos bioquimicos endometriais
(Apparao et al., 2002; Giudice, 2006; Cakmak e Taylor, 2011). Haveriam, pois,
como resultado, proliferacdo celular endometrial mais acentuada com
deficiéncia na diferenciagdo tecidual, mesmo com o tratamento prévio com

progesterona natural.

Sem o efeito regulatorio da progesterona, a agdo mitogénica extrinseca
junto com as substéncias referidas anteriormente, poderiam levar ao
crescimento endometrial desordenado (Simdes et al. 2017), podendo surgir
hiperplasia e aumentando o risco de cancer endometrial, bem como
sangramento uterino mais volumoso (Cheung, 2001; Giudice, 2006). Além
disso, os androgénios, no endométrio, teriam acao antagonista ao estrogénio.
Este desequilibrio poderia interferir no efeito da progesterona na transformacao

endometrial.

Apdés o uso da progesterona natural, o endométrio apresentou

mudangas histoldgicas compativeis com as da fase secretora em relagdo ao
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grupo controle, mas sua espessura foi ainda maior do que nas mulheres do
grupo controle. Tem sido demonstrado que o endométrio de pacientes com
SOP ¢ frequentemente disfuncional em decorréncia dos niveis de estrogénios
elevados (sem a oposigdo da progesterona), da hiperinsulinemia e da
diminuicdo da IGFBP-5, resultando em aumento do IGF-I (Giudice, 2006),
mantendo o endométrio fora de fase, segundo os critérios de Noyes et al.
(1975). Contudo, acreditavamos que o emprego da progesterona (400mg/dia),
por 10 dias, seria o suficiente para a transformacédo adequada do endométrio.
Nossos dados histolégicos sugerem, porém, que ndo seriam suficientes,
principalmente no epitélio superficial. Adicionalmente, estas mulheres também
teriam um déficit parcial do numero de glandulas endometriais. Estes aspectos
corroboram a hipotese de que, na SOP, devido a agao estrogénica prolongada,
ha mudancas histologicas importantes que ndo revertem com a ministragéo de

progesterona.

Alguns autores referem que a agao insatisfatéria da progesterona
poderia estar relacionada com a infertilidade. Para eles, o problema central
seria seu proéprio receptor (Laven et al., 2001; Savaris et al., 2011). Contudo,
baseados em nossos resultados, haveria outros disturbios endécrinos na SOP,
como incremento da agao de fatores de crescimento (Ghosh et al., 2011), que
podem interferir com na ag&o da progesterona no endométrio (Li et al., 2014).
Talvez a dose a ser utilizada, deva ser maior para anular este efeito ou ser
usada por mais tempo, pois a progesterona em animais pode diminuir a agao

dos fatores de crescimento no endométrio (McCarthy et al., 2012).
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Os dados da literatura ndo estao claros se as mulheres com SOP teriam
um endometrial realmente disfuncional, apesar da Anovulagédo crénica e dos
niveis reduzidos de progesterona. Alguns estudos tém indicado que o
endométrio estaria inadequado para a implantacdo na SOP, incluindo
disturbios na proliferagdo e na diferenciacdo celular, conjuntamente com
resposta celular inadequada, independente da anovulagdo. Contudo, outros
autores, nao acreditam que na SOP haveria alteragdes significantes na
receptividade endometrial (Maliqueo et al., 2003; Heijnen et al., 2006; Qiao et
al., 2008). Todavia, nossos achados sugerem que ha a progesterona seria
importante para a transformacédo secretora do endométrio, tornando-o mais
receptivo. Talvez outros fatores devam ser corrigidos para maior sucesso nos

programas de reproducao assistida.

Durante a fase secretora, o endométrio completa sua diferenciagcao para
a implantacdo e o uso de técnicas moleculares e imunoistoquimicas tém
conseguido identificar varios biomarcadores na superficie do epitélio luminal do
endométrio humano que podem participar no processo de implantacdo do
embrido (Lessey et al., 2002; Lai et al., 2005). Dentre eles, realgamos o VEGF.
Esse marcador histologico, quando reduzido, poderia explicar alguns casos de
infertilidade sem causa aparente, endometriose, SOP e abortos recorrentes
(Lai et al., 2005; Lessey, 2011). Por esta razao, procuramos avaliar este
marcador durante a janeira de implantagdo, onde a progesterona teria sua

acao maxima na receptividade endometrial.

A progesterona €& conhecida como sendo indispensavel para a

77



diferenciagdo das células estromais endometriais em humanos, processo
critico a implantagédo e a placentagao (Giudice, 2006). Na nossa amostra,
mostramos que mesmo com o tratamento com progesterona natural na SOP,
ha alteragbes de genes endometriais, quando comparados com a fase
secretora das mulheres com ciclos menstruais regulares. Outros estudos
mostraram que estas substancias podem justificar a infertilidade por
interferéncia na angiogénese e processo inflamatério local (Lai et al., 2005;

Lessey, 2011).

A avaliagdo da fase secretora do endométrio em mulheres
anovulatorias é dificil de estudar sem usar medicamentos, como citrato de
clomifeno (Savaris et al., 2011), gonadotrofinas ou analogos do GnRH (Lai et
al., 2005). Uma critica a estes trabalhos é que essas substancias também
poderiam modificar a receptividade do endométrio (Lai et al., 2005). Assim,
procuramos um modelo que pudesse mimetizar o que ocorreria no endométrio
quando fosse reposto o horménio que esta muito deficiente, no caso, a
progesterona. Portanto, a progesterona oral micronizada (400mg/dia) por 10
dias foi empregada em mulheres com SOP para transformar esse endométrio
proliferativo em secretor. Com isso, estariamos neutralizando a acgao
estrogénica persistente e prolongada e, repetido apds o fluxo menstrual, sua
segunda fase poderiamos ter um endométrio proximo do normal durante a
janela de implantagdo embrionaria (fase secretora média). Contudo, nossos
dados mostraram que o endométrio se assemelha ao do grupo controle, mas
apresenta tanto alteragbes da histomorfologia que pode prejudicar a

implantagéo e a invaséo trofoblastica.
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A avB3-Integrina & vista como preditora de sucesso da FIV, mas
somente um numero limitado de pesquisas foi publicado (Thomas et al., 2003;
Revel et al.,, 2005; Casals et al., 2010; Lessey, 2011). Estudos tém
demonstrado haver variagdes dinamicas e distribuicdes ciclicas da av33-
Integrina no endométrio. Essas mudangas seriam induzidas como resultado de
tratamentos com gonadotrofinas e clomifeno (Quezada et al., 2006), enquanto
outros examinando as células endometriais in vitro sugerem que as integrinas
podem ser reguladas por citocinas e fatores de crescimento insulinoides, sendo
que a formagéo da decidua é regulada por horménios esterdides (Sillem et al.,
1997). O IGF-1 estaria aumentado na SOP, bem como o excesso de
androgénios e/ou de insulina responsaveis por essas alteragdes (Apparao et
al., 2002; Giudice, 2006). Este dado também poderia justificar o motivo da
maior abundancia de RNA mensageiro relacionado com o IGFBP-1 encontrado
em nosso estudo. Seria, pois, uma tentativa do organismo em amenizar os
efeitos proliferativos do IGF-1 (Tochigi et al., 2017). E possivel que efeito

semelhante poderia ocorrer com outros fatores de crescimento.

A quantidade do receptor do fator de crescimento do tipo 1 tipo insulina
(IGF1R) esta aumentada no epitélio endometrial durante a fase secretora na
janela de implantagdo. Tochigi et al. (2017) concluiram, apds revisédo da
literatura, que a supressao da expressao génica do IGFBP-1 determina inibicao
da decidualizacdo das células do estroma endometrial, bem como da
angiogénese. Por outro lado, a progesterona induz a expressao do microRNA
(miR-125b) e seu aumento inibiu 0 movimento celular e impediu a implantagéo,

suprimindo a expressao de MMP26, um membro da familia de
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metaloproteinases da matriz que esta envolvido na degradagdo da matriz

extracelular. Estes resultados sdo compativeis com os nossos achados.

Tochigi et al. (2017) também evidenciaram que a expressao de alguns
genes esta relacionada com a decidualizagdo das células do estroma
endometrial humano bem como IGFBP-1 e TIMP3 que induzem a
transformagao morfolégica do endometrio e sua deficiéncia pode diminuir a
diferenciagao secretora e a angiogénese, o que teria efeito negativo na

implantagdo embrionaria.

Diaz-Gimeno et al. (2017) analisaram vinte e dois genes escolhidos
como os principais genes desregulados associados a gravidezes bioquimicas e
falha de implantag&o por apresentarem-se hipo ou hiper — expressos. Os genes
S100P e GAST foram relacionados ao desenvolvimento vascular e
diferenciagao celular e 0 HSPE a remodelagdo da matriz extracelular. Eles
alteraram o microambiente endometrial pela desregulagao do canal de
potassio e da proteina de ligagc&o de calcio a proteina S100P. Assim, a redugao

destas proteinas podem tornar o endométrio inapropriado.

O endomeétrio humano € um tecido dinamico que sofre ciclos regulares
de menstruagao, reparacdo menstrual, proliferacdo e diferenciagao secretora.
As alteragdes fisiolégicas no endométrio durante o ciclo menstrual estdo
associadas a angiogénese profunda em resposta a hipdéxia e aos hormdnios
sexuais femininos. A hipdxia local € um importante regulador da angiogénese e
remodelagdo durante a menstruagdo. O E2 desempenha papel importante na

reconstrucdo de uma rede vascular e crescimento rapido de vasos no
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endométrio, e sabe-se que a maturagcdo vascular ocorre durante a fase
secretora do ciclo menstrual regulado pela progesterona. A angiogénese €
controlada por diversos fatores angiogénicos e antiangiogénicos. A
angiogénese endometrial humana é regulada por varios mediadores, incluindo
fator endotelial de crescimento vascular (VEGF), receptor soluvel de VEGF 1
(sVEGFR-1), angiopoietina (ANGPT), fator 1 derivado de célula estromal (SDF-
1/ CXCL12), IL-8 e angiogenina. A hipoxia e os hormonios sexuais femininos
estdo envolvidos na regulagcdo desses fatores de forma independente nas

células do estroma endometrial (Okada et al., 2014).

O fator de crescimento endotelial vascular € um importante regulador da
angiogénese e da fungéo vascular. E estudos demonstraram a expressao de
VEGF no endométrio humano. Estimula a proliferacdo de células endoteliais,
permeabilidade, migragdo e montagem em tubos capilares. Pesquisas recentes
relataram que o papel do VEGF nos processos angiogénicos iniciais esta
associado a regeneragao pos-menstrual do endométrio. O VEGF é essencial
para a rapida explosdo da angiogénese que ocorre durante a corregao pos-
menstrual e nas fases iniciais da proliferacido no endométrio primata.
Desempenha, ainda, papel na reepitelizacao do endométrio. O E2 faz com que
haja aumento do VEGF e queda da producdo de sVEGFR-1, antagonista do
VEGF. Haveria, consequentemente aumento da relagdo VEGF / sVEGFR-1, o
que promove o crescimento e desenvolvimento do endométrio durante os
estagios avangados do ciclo menstrual em nivel local. Ja a progesterona tem
efeito inibitério nos niveis de VEGF induzidos pelo E2 no estroma endometrial.

Sabe-se, ainda, que os progestagénios iniciam a regulagcdo negativa do RE no
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endométrio humano in vivo bem como in vitro e, portanto, a inibicado do VEGF

pode ser devido a diminui¢do dos niveis de ER.

Nossos dados sugerem que o tratamento com progesterona natural nas
pacientes com SOP nao reestabelecem a angiogénese endometrial, de grande
importancia para a implantagcdo embrionaria. Contudo, mais estudos sao
necessarios para avaliar se este fator estaria relacionado com o processo de

falha de implantagédo ou de abortamento nas mulheres com SOP.

Assim, nossos resultados desvelam que o endométrio das mulheres com
SOP, mesmo apds tratamento com progesterona natural, mostra-se
inadequado para a implantagdo endometrial, possivelmente, devido a redugao

da angiogénese local.
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VI- CONCLUSOES
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Nossos dados permitem concluir que:

1 — As mulheres com SOP apresentaram alteracbes do metabolismo de
carboidratos, hiperinsulinemia e hiperandrogenismo;

2 — Apos o uso de progesterona natural, o endométrio revelou, na janela de
implantagédo, modificagbes secretoras, assemelhando-se ao das mulheres com
ciclos menstruais regulares;

3— Os dados imunoistoquimicos mostraram haver reducdo da expressédo do
VEGF nas mulheres com SOP tratadas com progesterona natural em relagao
as com ciclo menstrual regular;

4 - Apos a analise génica, registrou-se predominio de genes que podem
interferir negativamente com a angiogénese no endométrio das pacientes com
SOP tratadas com progesterona natural;

5- O endométrio das mulheres com SOP, mesmo apods tratamento com
progesterona natural, mostra-se inadequado para a implantagdo endometrial

devido a redugéo da angiogénese local.
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Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Ha riscos normais de um procedimento diagnéstico invasivo e o projeto propde seguro e acompanhamento o
que é considerado adequado, néo ha beneficios diretos.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O projeto de pesquisa é relevante.

Consideragdes sohre os Termos de apresentagao obrigatoria:

adequados

Recomendagées:
néo ha

Endereco: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5% andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: SP Municipie: SAO PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: marcia_carvalho@hc.fm.usp.br
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ANEXO Il

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL

LEGAL

4 NOME: e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N° : ... SExo: MO F O

DATA NASCIMENTO: ........ Y /......

ENDERECO oo Ne
........................... APTO: oo

BAIRRO: oo CIDADE
CCEP: e TELEFONE:  DDD (v )
2 RESPONSAVEL LEGAL

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador etc.)

DOCUMENTO DE IDENTIDADE ... SEXO: MO r O

DATA NASCIMENTO.: ....../uccoco ...

ENDEREGO:  oeeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eesee e seee e ees e e e ee e NS APTO:
CBAIRRO: e CIDADE:
CCEP: e TELEFONE: DDD
[ et

DADOS SOBRE A PESQUISA

1. TITULO DO PROTOCOLO DE PESQUISA : “Expressdo génica e proteica dos marcadores de
receptividade endometrial de mulheres com sindrome dos ovarios policisticos”

PESQUISADORA: Maria Candida Pinheiro Baracat
CARGO/FUNGAO: Pesquisadora executante  INSCRIGAO CONSELHO REGIONAL N° 145615
UNIDADE DO HCFMUSP.: ........... Disciplina de Ginecologia do Departamento de Obstetricia e Ginecologia
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3. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:

RISCO MINIMO X RISCO MEDIO [
RISCOBAIXO O RISCO MAIOR [
4 DURAGCAO DA PESQUISA : ........ 3 anos.

Rubrica da paciente

Rubrica do Investigador
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HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

Vocé esta sendo convidada a participar, voluntariamente, de um estudo de pesquisa
que sera realizado no ambulatério da Disciplina de Ginecologia. Esse formulario de
consentimento explicara a finalidade e os detalhes deste estudo. Explicara também as
suas responsabilidades e seus direitos como participante do estudo.

E importante que vocé leia e compreenda todos os procedimentos e certifique-se que

todas as suas perguntas foram respondidas antes de assinar este documento.

Justificativa e objetivos da pesquisa: O objetivo deste estudo é analisar a
receptividade endometrial em pacientes com sindrome dos ovarios policisticos em

comparacdo com a de mulheres com ciclos menstruais regulares.

O endométrio é a camada interna do utero, e a avaliagdo que sera realizada neste
estudo, vai possibilitar o aprimoramento de conhecimentos necessarios para novos
tratamentos e técnicas, principalmente em pacientes inférteis, que apresentam a

sindrome de ovarios policisticos.

Juntamente com vocé ,caso vocé aceite, participardo 80 mulheres entre 20 e 35 anos,
que serdo divididas em 2 grupos, ou seja, 40 mulheres inférteis com diagnéstico de
sindrome dos ovarios policisticos e 40 mulheres com ciclo menstrual regular, férteis,
gue nao desejam mais filhos e vao se submeter a esterilizagdo tubaria. ou ainda,

mulheres cuja infertilidade é devida a fator masculino.

Procedimentos: Vocé devera informar ao seu médico sobre todas as doencgas atuais
e passadas, sobre todas as medicacdes que esta utilizando no momento, e também,
se usar alguma medicacdo durante o estudo, mesmo que seja um medicamento

simples.

Todas as participantes serdo submetidas a exame fisico geral ,medidas de altura e
peso,sinais vitais , exame ginecoldgico completo com coleta de citologia cérvico

vaginal ( papanicolau) e ultra-sonografia transvaginal.

Durante o estudo, 2 coletas de sangue (realizadas apds 12 h de jejum) e 2 bidpsia de

endométrio serdo realizadas em periodos determinados por seu médico.
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Desconfortos e riscos esperados: Isto diz respeito aos procedimentos e exames

que vocé ira realizar:

Rubrica da paciente

Rubrica do Investigador

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

- Bidpsia de endométrio: amostras endometriais serdo coletadas por meio de uma

sonda flexivel com 3 mm de diametro que sera colocada no utero, apds correta
assepsia do local. O material endometrial sera retirado via aspiracdo. Codlica do tipo
menstrual pode ocorrer, mas é de breve duragcdo no momento da retirada do material .

Pequeno sangramento por um ou dois dias é raro, mas pode ocorrer.

- Coleta de sangue: a coleta de sangue sera realizada através de puncao venosa de

membro superior, para retirada de 5 ml de sangue (mais ou menos 1 colher de
sopa).Este procedimento podera causar um pouco de dor na puncao e a formagao de

equimose ou hematoma no local, embora isto n&o seja frequente.

- Ultra-sonografia ; ndo ha relatos de efeitos adversos confirmados e documentados
em estudos realizados

Beneficios: Seu médico ndo pode garantir que vocé se beneficiara pessoalmente do
estudo, porém, estudos como esse podem ajudar na consolidacdao de futuros
tratamentos e melhor conhecimento da receptividade endometrial.

Seguro: Nao esperamos que vocé possa ter problemas de saude devido sua
participagdo nesse estudo. Entretanto, essa pesquisa garante tratamento para todos
os problemas médicos que possam surgir em relacdo a sua participacdo. Em caso de
dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos propostos
nesta pesquisa, (nexo causal comprovado), vocé tera direito a tratamento médico na
Instituicdo.

Garantia de acesso: Vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa
para esclarecimentos de eventuais duvidas. A principal investigadora € a Dra. Maria
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Candida Baracat que pode ser encontrada a Av. Dr. Enéas Carvalho de Aguiar, 255
Instituto Central do Hospital das Clinicas 10° andar — Sdo Paulo, CEP:05403-000
Telefone: 55-11-2661-7621. Se vocé tiver alguma consideragcdo ou duvida sobre a
ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CapPesq) —
Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — Tel: 2661-7585 ou pelo e-
mail: marcia.carvalho@hc.fm.usp.br

Confidencialidade: Seu médico e as pessoas que trabalham com ele saberdo que
vocé esta participando desse estudo. Se vocé tiver um médico de familia, esse
também podera ser informado. Seus registros (fichas e documentos relacionados a
esse estudo) serdo mantidos por seu médico e seus dados particulares serao
respeitados rigorosamente. Uma copia desses dados também sera retida no centro de
estudo da pesquisa. Os resultados finais do estudo poderao ser publicados em jornais
cientificos, mas seus dados pessoais nunca serao revelados.

Rubrica da paciente

Rubrica do Investigador

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

Despesas e compensagdes: Ndo ha despesas pessoais para o participante em
qualquer fase do estudo, incluindo exames e consultas. Também nado ha

compensacao financeira relacionada a sua participacgéo.

PARTICIPAGAO VOLUNTARIA

Sua participacdo no estudo é totalmente voluntaria e vocé podera interrompé-la a
qualquer momento. Sua decisdo de nao participar ou de se retirar do estudo, nao
prejudicara nem afetara seu atendimento médico atual ou futuro, nesta Instituigao.
Entretanto, se decidir ndo participar mais, vocé devera notificar imediatamente o seu
medico. Isto é para sua propria seguranca.

Vocé devera compreender também que sua participacdo podera ser encerrada, por
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seu meédico, a qualquer tempo, se ele julgar ser o melhor para vocé. Vocé também
sera informado de toda e qualquer nova informacdo que possa influenciar a sua

intengdo de continuar ou n&o a participar deste estudo.

CONSENTIMENTO POS INFORMADO

Li e compreendi essas informacdes, e todos os detalhes para esse estudo me foram
explicados por meu médico. Tive a oportunidade de fazer perguntas e elas foram
respondidas. Tive tempo suficiente para analisar minha participagdo. Acredito ter sido
suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que foram lidas para
mim, descrevendo o estudo “Expressao génica e proteica dos marcadores de

receptividade endometrial de mulheres com sindrome dos ovarios policisticos”

Rubrica da paciente

Rubrica do Investigador

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA
UNIVERSIDADE DE SAO PAULO-HCFMUSP

Voluntariamente aceito participar desse estudo e concordo em seguir as instru¢des de
meu médico. Sei que posso desistir a qualquer momento sem que isso afete meu

tratamento futuro. Recebi uma copia desse documento com todas as informacbes
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necessarias para minha participagao.

Ao assinar este formulario, dou o meu consentimento para participar desse estudo

clinico.
Sao Paulo, de de
/ /
Nome do Paciente Assinatura do Paciente Data
Assinatura da testemunha Data / /

para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou

portadores de deficiéncia auditiva ou visual.

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e

Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participagdo neste estudo.

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /
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