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RESUMO

Objetivo: Medir a expressdo da integrina avB3 no endométrio de mulheres usuérias do

DiuT200.

Desenho: Estudo observacional controlado.

Local realizado: Centro de saude secundario e laboratério universitario.

Pacientes: Treze mulheres sadias e férteis (controles) e treze usuérias do DIUT200 (casos).

Intervencgéo: Biopsia endometrial realizada entre o 6°~10° dia pés-ovulatério do ciclo

menstrual.

Principal Desfecho Avaliado: A expressdo da integrina avp3 através do HSCORE em

amostras endometriais criopreservadas.

Resultados: O HSCORE das usuarias do DIUT200 foi 0,9 + 0,7 (média + DP), enquanto que
0 dos controles foi 2,13 + 0,7 (média + DP) (p = 0.001 Teste-t de Student). Todos os
Controles foram positivos para a express&o da integrina avf3, mas as usuarias do DIUT200
n&o apresentou positivdade para a integrina avB3 em 38,5% dos casos (p = 0,03 Teste

Exato de Fisher).

Conclusdo: Os resultados apoiam a teoria que o DIUT200 de cobre também tem um
mecanismo de agédo que interfere diretamente com a receptividade uterina e a implantagéo.

Palavras-chave: anticoncepgéo / integrinas / DIU / endométrio / implantagdo



ABSTRACT

Objective: To measure the expression of avp3 integrin in the endometrium of IUDT200
users,

Design: Observational controlled study

Setting: Secondary health care center and University laboratory

Patients: Thirteen healthy fertile women (controls) and thirteen IUDT200 users (cases).
Intervention: Endometrial biopsy on postovulatory day 6~10 of the menstrual cycle.

Main Outcome Measure: The expression of avp3 by HSCORE on cryopreserved

endometrial sections.

Results: The HSCORE for IUD users was 0.9 + 0.7 (mean + SEM), while for controls was
2.13 £ 0.7 (mean + SEM) (p < 0.001 Teste-t de Student). All controls were positive for avp3,

but women with IUD did not express avp3 integrin in 38.5% of the cases (p < 0.03 Fisher's

exact test).

Conclusion: These results support the theory that copper IUD T200 also has a mechanism

of action that is directed at interference with uterine receptivity and implantation.

Key Words: contraception / integrins / lUD / endometrium / implantation
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O dispositivo intra-uterino (DIU) com cobre foi introduzido para comercializagdo em
meados dos anos 70 (190), sendo que quantidades maiores de cobre tém sido acrescidas
desde ent3o (50). Hoje, o DIU de cobre é provavelmente, depois dos anticoncepcionais
orais, o0 método anticoncepcional mais seguro e mais comumente utilizado (143). Apesar da
ampla difusdo e uso, o seu exato mecanismo de acdo ainda ndo é totaimente
compreendido. Acredita-se que 0 mesmo, entre outros locais de aco, exerca uma atividade

local sobre 0 endométrio (34).

Esse mesmo local, 0 endométrio, € o ambiente onde ocorre o complexo mecanismo de
implantag&o do embrido. Tal interagdo ocorre através de um intrincado sistema que envolve
horménios esterdides e peptideos, juntamente com seus receptores, associado as
citoquinas, aos fatores de crescimento, aos fatores paracrinos e as relagdes intercelulares
(43; 97; 158). Mais recentemente, a integrina avp3, uma molécula de adeséo relacionada
Com o processo de implantagdo do embrido no endométrio, tem sido investigada com maior

€nfase na tentativa de elucidar o processo de implantagso (100).

Para que se entenda a possivel influéncia do dispositivo intra-uterino de cobre sobre
as integrinas durante o periodo de implantagéo embrionaria, & necessario rever os trabalhos
realizados -sobre 0 seu mecanismo de acdo, as alteragdes histolégicas normais do

endométrio e os conceitos sobre as integrinas e suas modulagdes.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 DISPOSITIVO INTRA-UTERINO

1.1.1 Histérico

A origem dos dispositivos intra-uterinos (DIUs) perde-se na histéria da humanidade.
Um fato muito relatado, mas néo confirmado, é que arabes e turcos colocavam pequenas
pedras dentro do Utero das camelas para prevenir a gravidez durante as longas viagens no
deserto. Credita-se a Hipocrates o uso de um tubo de couro dentro do Gtero humano, mas
ha divergéncias quanto ao propdsito (83). No século XI, o cientista maometano Avicena

descreveu o uso de pessarios anticoncepcionais em humanos (134).

Os antecedentes imediatos dos DIUs modernos surgiram no século XIX e inicio do XX.
Tecnicamente, nao se tratavam de dispositivos intra-uterinos, pois ndo eram inseridos
inteiramente no utero. Consistiam em hastes que iniciavam na vagina, atravessavam o canal
Cervical e iam até a cavidade uterina (83). Os materiais utilizados variavam desde madeira
até platina com diamante (168). Em 1902, na Alemanha, Hollweg patenteou um pessario na
forma de “Y” e relatou que o havia inserido em mais de 700 mulheres para prevenir a

gestagso (79).

O primeiro dispositivo completamente intra-uterino, planejado especificamente para a
anticoncepgdo humana, foi aperfeicoado em 1909 por Richter, médico alemao. Tratava-se

de um anel feito de intestino do bicho-da-seda (140).

Na metade da década de 20, Grafenberg, na Alemanha, apés experimentar varios
modelos, desenvolveu um dispositivo anticoncepcional que permanecia dentro do Utero;
Consistia em um anel firme de seda com fio de prata (66). Em 1934, Ota, no Japéo,

apresentou um dispositivo intra-uterino de ouro e prata, ou folheado a ouro, na forma de
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anel, com um estabilizador central, que dificultava a sua deformagéo e expulsdo da cavidade

uterina (128).

O entusiasmo produzido pelo DIU no inicio dos anos 30 foi seguido por uma onda de
protesto. Na Europa, os médicos recomendavam o n&o-uso do anel de Grifenberg. Em

1936, o governo japonés proibiu 0 uso do anel de Ota e sé revogou essa lei somente em

1974 (119).

O receio das infecgbes e a falta de antibisticos, associados ao fato da possibilidade de
ser um método abortivo, dificultaram a aceitagdo e o desenvolvimento dos DIUs (182).
‘Entretanto, em 1959, em lIsrael, Oppenheimer retomou os estudos sobre o anel de
‘Gréfenberg, alegando té-lo usado em 1.500 mulheres e verificado que era um método
‘anticoncepcional simples e eficaz (124); no mesmo ano, Ishihama descreveu seu sucesso
com o anel de Ota em 20.000 mulheres japonesas (86). Ambos os investigadores relataram

baixas taxas de falha do método anticoncepcional e nenhum efeito colateral grave.

Um ano depois, Margulies, em Nova lorque, iniciou a pesquisa com o primeiro DIU
linear, na forma de espiral, que levou o seu nome, a espiral de Margulies (83). A espiral
incorporava uma pequena quantidade de sulfato de bario para torna-la radiopaca. Por volta
da mesma época, Lippes, de Buffalo, Nova lorque, introduzia a alga de Lippes, a qual era
feita de polietileno com sulfato de bario e uma “cauda” (111). O polietileno é um plastico
inerte e a “cauda” era composta por dois fios de nailon. Essas duas associagbes permitiam a
localizago do DIU e a sua retirada (111). A alga de Lippes e a espiral de Margulies foram os
Primeiros DIUs de plastico, sendo que a alga de Lippes tornou-se o padrado de DIU para
aquela época; o seu tamanho variava a fim de adaptar-se a cavidade uterina das usuarias
(178). Essa euforia resultou no surgimento de novos projetos de DiUs de uma maneira

intensa e desordenada, gerando varios trabalhos inadequados (190).
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Em 1962, houve importantes deseﬁvo!vimentos nos DIUs. Zipper, no Chile, dava inicio

a pesquisa da ag#o de diferentes tipos de metais sobre o endométrio de ratas e coelhas e
publicou seus resultados no final dos anos 60 (191). Em Nova lorque, em 1962, foi realizada
a primeira Conferéncia Internacional sobre o Dispositivo Intra-Uterino, sob os auspicios da
- Organizag&o Mundial de Satde (OMS) e do Population Council, para estabelecer padroes
'para a manufatura e a uniformidade nos protocolos de estudo (83). Apés 6 anos de
Pesquisa, surgiram algumas conclusdes sobre a relagdo entre idade, paridade das
pacientes, tamanho adequado do dispositivo e ocorréncia de expulsdo, sangramento e
- gestagdes. Os DIUs grandes, apesar de resistirem a expulsdo e ocasionarem baixas taxas
~de gestag&o, eram freqiientemente removidos por sangramento e dor (39). Os dispositivos
Pequenos eram introduzidos mais facilmente, causavam menos efeitos colaterais, mas

apresentavam maiores taxas de expulsdo e gestagdo (177).

A partir de tais observagdes, surgiram novos DIUs. Aqueles que usavam somente o
pléstico inerte eram classificados como DIUs n&o-medicados (também conhecidos como de
segunda geragdo) (143), enquanto aqueles que associavam metal ou horménio eram
- considerados DIUs medicados (134), ou de terceira geragao (143). Entre os primeiros DIUs
medicados, aperfeicoados por Zipper e Tatum, estavam o “T” e “7” de Cobre, os quais
tinham um fio de cobre envolto ao redor para aumentar a sua eficacia e uma érea
re|ativamer)je pequena (176; 192). Entre os ndo-medicados, destacava-se o Dalkon Shield.
A Food and Drug Administration (FDA — 6rgéo govemnamental americano responsavel pela
regulamentagédo de medicamentos nos EUA) decidiu que os DIUs medicados deviam ser
Submetidos a experimentos em animais e depois em humanos, o que postergou a sua
Comercializagdo até a metade dos anos 70 (190). O Dalkon Shield, por sua vez, foi
considerado um dispositivo, € ndo um medicamento, e ndo passou por esses rigorosos
testes. Em 1971, comegou a ser véndido nos EUA e os problemas de abortamento séptico e
Perfuragdes comegaram a surgir; tais complicagdes geraram milhares de processos contra a

€mpresa fabricante e milhdes de délares em multas e indenizagdes (190). Em junho de
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1974, a FDA recomendou a retirada do Dalkon Shield do mercado (182) devido aos

'inGmeros casos litigiosos (190).

A "crise" do Dalkon Shield gerou processos contra empresas que produziam outros
5tipos de DIU, como o 7 de Cobre. Apesar de ser aprovado pela FDA, ser recomendado pela
gOMS e pelo Colégio Americano de Obstetricia e Ginecologia, 0 T200 e 7 de Cobre foram
‘retirados do mercado norte-americano por iniciativa da propria empresa (G.D. Searfe and
;Company) em virtude do "crescente numero de litigios" néo-justificados (143; 178). Da
‘mesma maneira, a al¢a de Lippes e outros DIUs foram colocados de lado por receio dos
;;Pl”ocessos que poderiam surgir e pela imagem negativa gerada pela imprensa (190).

Provavelmente, essas dificuldades impediram trabalhos mais aprofundados sobre o DIU.

Apesar disso, uma nova geracio de dispositivos intra-uterinos “n&o-processaveis”
surgiu. Entres esses novos tipos de DIUs, existem o TCu380A e o medicado com
'Progesterona (Progestasert) (8; 151), ambos aprovados pela FDA. Além desses dispositivos,

‘existe o GyneFix, que consiste num dispositivo fixado no fundo uterino (180).

anel de Grifenberg anel de Ota Algca de Lippes Dalkon Shield
? -------- T “*m
7 de cobre Cu200 TCu3 80A Gynefix

Figura 1.1 Diferentes tipos de DIUs



s

14

Bibliotecg

1.1.2 Mecanismo de A¢do FAMED/HCP%\

Apesar de o DIU ser usado por milhdes de mulheres em todo o mundo e de ter um
indice de falha ao redor de 1 por 100 mulheres/ano (143), ainda néo existe uma explicagdo
‘sobre seu exato mecanismo de acgéo anticoncepcional nos seres humanos. Os estudos em

;animais néo podem ser extrapolados para humanos, pois ha variagcbes entre as espécies

(83; 126).

Nos seres humanos, Spinatoo acredita que o principal mecanismo de agdo seja sobre
‘a cavidade uterina (169). Por exemplo, Ferrari demonstrou que a introdugdo do DIU na
\cavidade uterina, em pacientes com amenorréia pés-pilula, induzia a menstruagao (56).
;‘Todos os DIUs, medicados ou ndo, provocam um aumento significativo no nimero de
;neutréﬁlos e células mononucleares (42; 45). O aumento no nimero de leucdcitos, o qual é

compativel com uma reagéo a corpo estranho, é maior nas usuérias de DIU de cobre (156).

Quanto ao seu efeito anticoncepcional, existem evidéncias de que essa atividade

‘poderia ocorrer tanto na pré como na pds-fertilizagéo.

As evidéncias a favor de um mecanismo pré-fertilizagdo preconizam a acg#o
‘éspermaticida do DIU de cobre. Entretanto, tais evidéncias sdo contraditérias e nao

permitem afirmar que o principal efeito do DIU de cobre seja sobre os espermatozéides

(126),

As células trofoblasticas do blastocisto s&o responsaveis pela produgédo de B-hCG. A
detecgiio desse horménio tem sido usada para estabelecer a acéo nao-abortiva do DIU
(153). Spinatto, entretanto, lembra que o blastocisto & formado cerca de 5 dias apés a
fertilizagao; portanto, a auséncia de niveis de B-hCG na fase litea prova pouco, ou quase
nada, com respeito ao sucesso da fertilizagéo que ocorreu antes da formacéo do blastocisto

(169). Ylikorkala, apés dosar B-hCG em 214 usuérias de DIU T200 entre o 25° e o 35° dia do
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jciclo menstrual, concluiu que o DIU previne a gestagdo principalmente antes de que

‘quantidades significativas do produto do trofoblasto sejam secretadas (189).

Alvarez e colaboradores tentaram demonstrar, por microscopia 6ptica e eletrénica, a
‘auséncia de ovos fertilizados nas trompas de mulheres que seriam submetidas a laqueadura
3tubén‘a (7). Para tanto, fizeram uma lavagem das trompas uterinas, durante a cirurgia, nas
i;pacientes que tiveram coito nao-protegido entre -70 e +11 horas apds a ovulagéo. Foram
recuperados 10 ovos com desenvolvimento normal dos 20 controles. Das 14 usuérias de
ﬁDIU néo foram recuperados ovos com desenvolvimento normal. Entretanto, cinco ovos das
pacientes com DIU de cobre n&o eram classificaveis (7). A falta de controle no momento da
:inseminagéo, as condi¢des inadequadas dos ovos e o pequeno numero de pacientes

Ausuérias de DIU diminuem o valor dos resultados (169).

Os trabalhos que indicam uma atividade pés-fertilizacdo do évulo citam evidéncias
indiretas. Quando o DIU ¢ inserido até 72 horas apés o coito, para prevenir a gestaggo, é
;virtualmente eficaz em 100% dos casos (112). Sua presenga gera uma reagdo inflamatéria
'-que pode ser resultante da introdugéo de bactérias dentro de uma cavidade normalmente
\estéril (118). Por outro lado, o cobre utilizado em certos dispositivos aumenta essa resposta
inflamatéria e pode mudar o metabolismo dos carboidratos das células endometriais, a
motilidade uterina, a sobrevida dos espermatozéides e a atividade das enzimas,

provavelmente inibindo a anidrase carbénica e o potencial elétrico do Gtero (69; 125).

Quanto maior for a quantidade de cobre utilizada no DIU, maior serd a dissociagéo
‘estroma/glandula no endométrio e seu efeito anticoncepcional (40; 50; 78). Essas
transformagdes s&o mais intensas nos primeiros meses e tendem a desaparecer apés um
ano de uso; o DIU T200, que tem cerca de 200 mm? de cobre, ndo demonstrou uma

dissociagso significativa no endométrio (40).
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Outra evidéncia da agdo pos-fertilizacdo exercida pelo DIU recai sobre as gestaces
gue ocorreram durante o seu uso, mesmo quando bem-posicionado. Se o mecanismo de
agéo do DIU atua sobre o bloqueio da fertilizagdo, entdo deveria haver uma reducéo na
porcentagem de gestacdes intra-uterinas, a qual seria aproximadamente igual a das extra-
hterinas. A hipétese de que o DIU causa um aumento das gestacdes ectdpicas foi
descartada em uma revisdo com mais de 35.000 insergdes de DIU com cobre (161). Um
‘estudo bem-controlado em mais de 1.000 pacientes usuérias do DIU TCu380A, por um
periodo de 4 anos, relata uma razdo de 1:8 entre gestagdes ectdpicas e intra-uterinas (163).
Outros autores relataram razdes que variavam entre 1:6 a 1:29 (1; 78; 161). Essas razoes
excedem substanciaimente as observadas nas pacientes ndo-usuarias de anticoncepcionais
hue varia de 1 a 2 por 100 (169). Portanto, baseado em tais evidéncias, Spinatto sugere que
a maior protecio do DIU contra a gestagio intra-uterina da-se através da prevengdo da

implantagéo do ovo (169).

Com a descoberta de mecanismos moleculares relacionados com a implantagéo
endometrial (97), iniciou-se a investigagdo do mecanismo de agdo do DIU sobre essa nova
area de estudo. Por exemplo, a Glicodelina A (GdA), antigamente conhecida como Proteina
Placentéaria 14 (PP14), & secretada ciclicamente pelas glandulas endometriais e & expressa
durante e apods a fase secretora média (20°~24° dia do ciclo) (155). O seu papel pode estar
'relacionadg com a capacidade de modular o sistema imune, talvez permitindo que o enxerto
fetal ndo seja rejeitado pelo sistema imune materno (31). Outra atividade da GdA é sua

Capacidade de inibir a fus&o do espermatozéide com o 6vulo no periodo periovulatério (123).

Essa proteina foi estudada por Seleem e colaboradores, na presenca do DIU
TCu380A (154). Eles observaram que os niveis séricos de PP14, entre os dias 5-25 do ciclo
menstrual, tinham uma substancial redu¢do nas usuarias de DIU de cobre, quando
comparadas com os controles (154). Entretanto, Mandelin e colaboradores investigaram

essa mesma proteina, através de técnicas de imunoistoquimica, entre os dias 7-16 do ciclo
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menstrual, em usuarias de DIU com levonorgestrel ou cobre (115). Apesar da diferenca
estatisticamente significativa da expressdo da GdA no periodo periovulatério, o reduzido

inumero de casos com positivagio para GdA nas usuarias de DIU (4/11) pode nao traduzir

essa diferencga clinicamente.

Rutanen e colaboradores verificaram os efeitos do DIU medicado com levonorgestrel
(DIU-LNG) sobre a expresséo do RNA mensageiro (mRNA) dos fatores de crescimento tipo
insulina (IGF-I e IGF-I) e da proteina ligante do fator de crescimento tipo insulina (IGFBP-1)
no endométrio humano (146). Foram observados os niveis detectaveis de mRNA do IGF-1l e
do IGFBP-1 e a supressao do mRNA do IGF-l nos endométrios expostos ao levonorgestrel.
Tais achados sugerem que esse modo de tratamento hormonal pode inibir a agdo da IGF-I
no endométrio (146). Pelo fato de IGF-I e || estarem relacionados com a mediagéo da agéo
Ados horménios esterdides sobre o endométrio (64), a supresséo do mRNA do IGF-I pode ser
um dos mecanismos moleculares que contribuem para a atrofia do epitélio endometrial

causada pelo DIU-LNG (1486).

Critchley e colaboradores demonstraram que as usuarias do DIU-LNG tem uma
regulagdo negativa sobre os receptores de estrogénio, de progesterona e da prostaglandina
desidrogenase (37); contudo, apés 12 meses da insergdo, verificaram um aumento nos
receptores de progesterona (subtipo A), de estrogénio e da atividade da prostaglandina
desidrogenase (37). Essas alteragdes podem ter um papel na etiologia dos sangramentos

uterinos anormais associados com o DIU-LNG (37).

Rowe conclui, no relatério técnico da OMS de 1992 sobre anticoncepgéo intra-uterina,
que €& pouco provavel que um s6 mecanismo de acdo desencadeie os efeitos sobre a
;fecundidade, apesar de esses mecanismos desencadeantes ainda ndo terem sido
totalmente definidos. E provével que o mecanismo anticoncepcional do DIU de cobre no ser

humano esteja mais relacionado com a alteragdo ou a inibigdo da migragdo dos
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espermatozoéides no trato genital superior feminino, a fecundacgéo e o transporte do 6vulo do

que com a probabilidade de prevenir a implantagdo do mesmo (143).

1.2 HISTOLOGIA E FISIOLOGIA DO ENDOMETRIO NORMAL PARA A DATACAO

ENDOMETRIAL

A compreensdo da variagdo morfolégica do endométrio por todo o ciclo menstrual &
essencial para documentar se ocorreu a ovulagéo e para diagnosticar algumas causas de

infertilidade, como, por exemplo, o defeito de fase Idtea.

O endométrio € composto pela camada basal e pela camada funcional (17). A primeira
‘corresponde a uma camada adjacente ao miométrio, composta por poucas glandulas
|proliferativas que sao circundadas por um estroma denso (75). Essa parte mais densa esta
lintimamente ligada ao miométrio (17) e ndo responde as alteragdes ciclicas dos hormdnios
‘ovarianos (53). Apesar disso, a camada basal tem a sua importancia, pois participa da

regeneragéo do endomeétrio, através das células de reserva que a mesma possui (116). Sua
‘aparéncia, sob a microscopia 6ptica, é relativamente constante ao longo do ciclo menstrual.
As glandulas possuem um fino epitélio proliferativo pseudo-estratificado, nicleos alongados,
Traras figuras de mitose e cromatina densa (75). E importante reconhecer a camada basal

para que n&o fiaja confusdo com a camada funcional.

A camada funcional do endométrio normal é composta por dois elementos: o epitélio
(superficial e glandular) e o mesénquima (estroma e vasculatura) (13). A invaginacdo do
epitélio superficial, ou luminal, na profundidade do estroma foma a glandula endometrial.
(17). A camada funcional tem sido tradicionalmente dividida em duas partes, a camada
‘compacta e a esponjosa, por causav da aparéncia durante a fase secretora tardia do ciclo
menstrual e durante a gravidez (75). A camada compacta & relativamente estreita, apresenta

pouco edema e as porgdes glandulares que alberga sdo bastante retilineas (17). A camada
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esponjosa compreende o componente principal do endométrio. E edematosa, suas

glandulas séo tortuosas e possuem luz ampla, responsavel pela aparéncia esponjosa da
regido (17). Essas zonas s6 se tornam evidentes com o desenvolvimento do endométrio

secretor (53). Esses detalhes podem ser observados na Figura 1.2.

Luz da cavidade uterina

f
Compacta Epitélio luminal
Luz da glandula
Funcional \ ¢
Esponjosa Glandula
L Estroma
Basal
Miométrio

Figura 1.2 Representagdo esquematica da histologia do endométrio na fase secretora inicial.

O ciclo menstrual possui duas fases distintas: a proliferativa e a secretora. Durante a
fase proliferativa, as alteragdes morfoldgicas diarias ndo séo suficientemente 6bvias para
permitir uma datacdo adeqq/ada. Por outro lado, as mudangas diarias no endométrio,
durante o periodo pés-ovulatério, sdo suficientemente distinguiveis para permitir uma

avaliagdo acurada do ciclo endometrial (122).

Em 1950, Noyes e colaboradores publicaram o primeiro estudo, na edicdo de
langamento do periédico Fertility and Sterility, que se tornou o padrao-ouro para a datacéo
endometrial (122). Essas duas fases e a datagcdo endometrial através da biépsia endometrial

serao revistas.
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1.2.1 Fase Proliferativa

A fase pré-ovulatoria é caracterizada pela predominéncia do estroma, em detrimento
das células glandulares, e as poucas gléndulas existentes apresentam-se retificadas na fase
proliferativa inicial (122). A agéo do estrogénio circulante no endométrio faz com que a
vasculatura endometrial aumente o volume da mucosa uterina; como resultado, as glandulas
retificadas tornam-se mais volumosas e tortuosas durante a fase média e final da fase
proliferativa (75). No nivel molecular, o estrogénio estimula o aumento da sintese do acido
desoxiribonucléico (DNA), o qual se reflete por um incremento no nimero de mitoses (53).
Essas mudangas nucleares sdo mais notadas no fundo e no corpo uterino do que no istmo,

na regido cornual e na camada basal (54).

Através de técnicas de imunoistoquimica, percebeu-se que a camada superior
funcional serve como um sitio adequado de implantagéo para o blastocisto (65). Por volta do
11°-14° dia do ciclo, ocorre um declinio na atividlade de DNA, possivelmente devido a
refratoriedade a hiperestimulagédo relativa do endométrio pré-ovulatério ao estrogénio (53).
Além do estrogénio, os fatores de crescimento tipo insulina (IGF-1), bem como os agentes
que aumentam a adenosina monofostada ciclica intracelular (AMPc), estimulam a sintese

dos receptores de progesterona (15).

Nesse periodo, o estrogénio também leva & formagédo de organelas ultra-estruturais
nas células (54). Tais estruturas irdo confinar lisossomas primarios derivados do complexo
de Golgi, os quais contribuirdo na destruic&o endometrial durante o periodo menstrual (53).
As células glandulares do tipo proliferativo apresentam citoqueratina e vimentina (65). Essas
glicoproteinas fazem parte do grupo de filamentos intermediarios (6), os quais, por sua vez,
fazem parte do citoesqueleto. Esse Ultimo & composto por uma rede de filamentos protéicos
que se reorganiza continuamente estendendo-se por todo o citoplasma (6). E através dele

que a célula tem a capacidade de mover-se e assumir diferentes formas (6). As células
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epiteliais endometriais apresentam a citoqueratina, enquanto as células estromais

apresentam somente a vimentina (65).

No periodo pré-ovulatério, os nicleos das células glandulares e estromais apresentam
receptores para progesterona e estrogénio (65). A superficie das células glandulares
adquirem numerosos cilios e microvilos ao redor das aberturas das glandulas, sendo que o
surgimento desses cilios é dependente do estrogénio (52). As estruturas ciliares facilitam a
mobilizagdo e a distribuicdo das secre¢bes endometriais na fase secretora do ciclo
menstrual (55). Os microvilos sdo extensdes citoplasmaticas e aumentam a superficie total

das células (51).

Agregados linféides podem ser vistos no estroma endometrial, particularmente na
camada basal (65). Apesar de corarem para as imunoglobulinas A, M e G, esses agregados
ndo tém, provavelmente, um papel significativo no sistema imune local (138). Essas

observagdes so consistentes com a natureza estéril do endométrio normal (53).

Portanto, os cortes histoldgicos do endométrio proliferativo inicial apresentam-se como
glandulas retificadas, curtas, estreitas e com mitose. O estroma € compacto e apresenta
alguma mitose. O endométrio proliferativo médio apresenta glandulas mais longas,
encurvadas e edema de estroma variavel que tende a regredir. O estagio proliferativo tardio

€ caracterizado por glandulas mais tortuosas e com seu epitélio pseudo-estratificado (122).

1.2.2 Fase Secretora

Apds a ovulagdo, sob a influéncia da progesterona, o endométrio, que foi preparado
pelo estradiol, passa por uma diferenciagéo secretéria muito rapida e bastante caracteristica
(122). As alteragdes morfolégicas utilizadas para datar o endométrio estéo resumidas na

tabela abaixo.
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Tabela 1.1 Evidéncias na morfologia endometrial da ocorréncia da ovulagdo

Morfologia Dias do ciclo
Vacuolizag&o subnuclear com o enfileiramento 17-18
das células glandulares
Edema do estroma com a cristalizag@o do epitélio 22-23
glandular
Pré-decidualizagéo estromal e perivascular 23-28
Necrose pré-decidual e estromal difusa, 1-2
inflamagdo e trombose vascular
Exsudato inflamatério, agregados de células 2-4

estromais (aglomerados de estroma) com ou
sem hipertrofia da superficie das células
epiteliais

Fonte: Giudice e colaboradores (65)

Dia 1-3 pés-ovulagéo

No primeiro dia pés-ovulatério, a morfologia do endométrio ndo é significativamente
diferente da vista na fase proliferativa tardia do ciclo menstrual. Porém, durante o segundo
dia pos-ovulatério, pequenos vacuolos cilindricos aparecem na base das células das
glandulas, na camada funcional, o que diferencia da fase proliferativa tardia (122). As
células permanecem altas com os nucleos pseudo-estratificados. Mudangas semelhantes
podem ser produzidas somente com a administragdo de estrogénio, na auséncia de
ovulagéo (53). A primeira alteragdo histologica considerada especifica da ovulagdo é vista
no 3° dia ap6s a ovulagdo e consiste na presenca de vacuolos subnucleares bem-
desenvolvidos e na disposicdo em palicada dos nucleos das células (122). Esses vactiolos

s30 resultantes do acimulo de granulos de glicogénio (53).

Dia 4-6 pds-ovulagdo

No 4° dia p6s-ovulagéo, estabelece-se a vacuolizagdo supranuclear e, entre o 4° e 5°
dia pés-ovulagdo, os produtos citoplasmaticos sUpranucleares, ricos em glicoproteinas e
mucopolissacarideos, séo excretados no limen glandular através de um mecanismo
apécrino (185). Isso ocorre através da protruséo e do desabamento da porgéo apical das

células. Os fluidos uterinos contém transudatos derivados do sangue. O pico maximo da
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secrecéo intraglandular coincide com a época da implantagéo do blastocisto, por volta do 8°

dia pds-ovulatério, caso ocorra a fertilizagéo (53).

Ao redor do 5° dia pos-ovulatério, os niveis elevados de progesterona circulante
inbbem a mitose nas células glandulares, ao mesmo tempo que a atividade secretéria

apdcrina inicia (54).

Dia 7-10 pés-ovulagdo

A partir do 6° dia pés-ovulagdo, as alteragdes estromais s3o mais evidentes do que as
alteragbes nas glandulas no que diz respeito a datacdo endometrial (563). As mudangas séo
o edema de estroma (6° ao 9° dia pés-ovulagdo), o enrolamento das arteriolas
espiraladas (8° ao 11° dia pés-ovulagdo) e a pré-decidualizacdo do estroma (9° ao 14°
dia pés-ovulagdo) (122). Essas alteragbes sdo mediadas pelas prostaglandinas PGF2 e
PGE2 (92). A PGE2 promove a permeabilidade capilar (165), levando o edema ao seu ponto
maximo em torno do 8° dia pés-ovulagdo. O estradiol promove o aumento sibito da
produgdo de leucotrienos e de prostaglandinas através do aumento da atividade da
cicloxigenase (137). Esse aumento do estradiol no inicio da fase pés-ovulatéria média pode
ter um papel no preparo do endométrio para a implantagdo do blastocisto, através dos
metabdlitos do acido araquidénico (165). A proliferagdo endometrial leva ao enrolamento do
sistema arterial do endométrio, um fendmeno que produz agrupamentos vasculares na

camada funcional superior (53).

A permeabilidade vascular € o edema do estrpma s&o pré-requisitos essenciais para a
transformagéo pré-decidual (147). A pré-decidualizagdo estromal inicia pelo 8°~9° dia pés-
ovulagéo, ao redor das arteriolas espiraladas e capilares da camada funcional (122). Junto
com a pré-decidualizacdo estromal no 9° dia pos-ovulagéo, as glandulas formam projegdes

epiteliais para dentro do lumen, as quais s& chamadas de cristalizagéo (53). A pré-
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decidualizagéo perivascular € mais 6bvia no 10° dia pés-ovulagéo e é caracterizada pela
conversdo das células estromais, com formato de fuso, em células tipo epiteliais, mais
alargadas, com o nicleo aumentado ou duplicado (tetraploidia) e o citoplasma aumentado
(75). O estradiol ndo toma parte nesse processo, pois ndo existem receptores de estrogénio
nas células pré-deciduais (20). Por outro lado, os receptores de progesterona estdo
presentes (20). As células pré-deciduais tém varias fungdes metabdlicas que estdo
relacionadas com a gestagdo ou com a menstruagéo, caso a concep¢ao ndo ocorra (53).
Por exemplo, as células pré-deciduais tém propriedades fagociticas e digerem a matriz de

colageno extracelular (98).

Dia 11-13 pés-ovulagdo

A transformagdo pré-decidual das células estromais debaixo da camada epitelial
ocorre por volta do 11° dia pés-ovulatério, produzindo uma camada compacta, enquanto, no
12° e 13° dia pés-ovulagdo, os dois tercos superiores da camada funcional tornam-se pré-
decidualizados e as glandulas demonstram um enovelamento com um padrdo de
cristalizagdo. O estroma endometrial, nesse periodo, esta infitrado por leucécitos
polimorfonucleares e pelas células de nacleo Unico em forma de rim, chamadas de

granulécitos metriais (53).

1.2.3 Fase Menstrual

Com a queda dos niveis de progesterona e estradiol, a membrana dos lisossomas
sofre uma instabilidade e libera o seu contetdo (87). Essas alteragées sdo mediadas pelas
prostaglandinas PGE2, PGF2 e pelo tromboxano (170) e seu resultado final leva a muttiplos
focos isquémicos que duram aiguns minutos e que culminam na necrose tecidual (139). A
mucosa endometrial degenera rapidamente e cerca da metade do detrito menstrual é

expelida nas primeiras 24 horas. O desabamento € seguido por uma regeneragéo (53). Os
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dois tergos superiores do endométrio, ao redor do 14° dia pés-ovulagdo, contém fissuras e
células pré-deciduais degenerativas misturadas com células glandulares epiteliais, bem
como células inflamatérias. O reparo do epitélio endometrial ocorre, entre outros aspectos,
através de uma nova reepitelizagcdo. Esse evento é reconhecido através de agregados de
células estromais abaixo da superficie epitelial. Essas células sdo chamadas de blue-balls e
estdo associadas a regeneragio tissular. A coloragdo intensa desse agregado de células
estromais pela hematoxilina-eosina (HE) é devida ao nucleo proeminente e ao citoplasma

escasso (53).

1.3 CONSIDERACOES TECNICAS NA INTERPRETACAO DAS BIOPSIAS

As alteragbes histologicas descritas anteriormente foram baseadas no trabalho de
Noyes e colaboradores, no qual foram analisadas 8.000 bidpsias endometriais (122). A partir
dessas alteragdes histoldgicas foi possivel identificar o estagio da maturagdo do endométrio

e data-lo. Tal datagéo é importante, pois auxilia na investigagéo da infertilidade (57; 184).

A interpretagdo morfolégica acurada do endométrio & possivel, quando a amostra
endometrial é obtida da regido corporal ou fundica do Utero e € fixada imediatamente em
formol a 10%, ou em solugdo de Bouin (122). Essa andlise, incluindo a data¢do, é baseada
na avaliagdo da camada funcional do endomeétrio, a qual € identificada pelo epitélio luminal
que a recobre. Uma amostra sem o epitélio luminal pode levar a um erro diagnéstico, pois a
camada basal n&o responde aos estimulos hormonais ciclicos (53). Além disso, a amostra
geralmente apresenta quantidades aumentadas de glandulas e o estroma é compacto, com
ilhotas de artérias basais, o que pode ser confundido com um pélipo ou uma hiperplasia

endometrial.

A melhor época para realizar a biopsia de endométrio, com o intuito de verificar a

ovulag&o, é a partir do 8° dia pés-ovulag@o (22° dia do ciclo) em diante (53). O endométrio
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secretor geraimente demonstra mudangas sutis e combinagdes de padrées morfolégicos

que podem resultar em erro de + 4-5 dias (110).

A datagdo endometrial, mesmo em méaos experientes, nao € altamente reproduzivel
(152). Geralmente se aceita uma variagéo de 2 dias com relagdo ao dia do ciclo, tendo-se
por base a data da uditima menstruagdo. Infelizmente, em méaos menos experientes,
diferengas diagnoésticas entre os avaliadores de uma mesma bidpsia podem atingir até 65%,

podendo haver uma falha de reprodutividade interna de até 27% dos casos (63).

Para evitar viéses, o patologista deve estar ciente das informagdes clinicas, incluindo a
data da Gltima menstruagdo. Esse erro pode ser diminuido para + 2 dias, se for levada em
consideragédo a data das alteragbes menstruais que representam a fase mais avangada do
ciclo menstrual. Por exemplo, uma bidpsia endometrial pode mostrar mudangas compativeis
com o 16°, 17° e 18° dias do ciclo menstrual; o diagnéstico deve basear-se na data mais
avangada, portanto, como endométrio secretor do 18° dia do ciclo, ao invés de endométrio

secretor do 17° dia do ciclo (122).
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A Figura 1.3 apresenta um fluxograma para a datagéo endometrial.
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1.4 INTEGRINAS

1.4.1 Matriz Extracelular

Os tecidos sdo compostos por células. Entretanto, uma parte substancial do seu
volume é o espago extracelular, o qual é grandemente preenchido por uma intrincada rede
de macromoléculas que constituem a matriz extracelular (5). A matriz € composta por uma
variedade de proteinas e polissacarideos que séo secretados localmente e “montados” em
uma malha organizada, préximos a superficie das células que os produzem (5). As
moléculas que constituem a matriz extracelular sao produzidas localmente pelas células. Na
maioria dos tecidos conjuntivos, as macromoléculas sdo secretadas por células chamadas
de fibroblastos. Quando os tecidos conjuntivos s&o especializados, como a cartiiagem e o
0ss0, essas macromoléculas séo secretadas por células da familia dos fibroblastos que tém
nomes mais especificos: condroblastos para as cartilagens e osteoblastos para os ossos

(22). As duas principais classes de macromoléculas extracelulares que formam a matriz sao:

e Glicosaminoglicanos: geralmente ligados covalentemente com proteinas, formando

0s proteoglicanos.

¢ Proteinas fibrosas funcionais: podem ser estruturais, como o colageno e a elastina,
ou de adesdo, como a fibronectina e a laminina. A fibronectina é amplamente
distribuida nos tecidos conjuntivos, enquanto a laminina € encontrada

principalmente na lamina basal. (5)

1.4.2 Receptores de Matriz Extracelular nas Células Animais: As Integrinas

Para compreender como a matriz extracelular interage com as células, & necessario

identificar as moléculas da superficie celular que se ligam aos componentes da matriz. Essa
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ligagéo da célula com a matriz necessita de uma proteina transmembrana que une o

citoesqueleto cortical a matriz extracelular: a integrina (5).

As integrinas pertencem a familia de moléculas responsaveis pela adesdo celular e
foram assim nomeadas pela primeira vez no final dos anos 80 (82). A ades&o celular é de
fundamental importancia para a célula, pois prové a ancoragem, orienta a migracgéo celular e
sinaliza o crescimento e a diferenciagdo (144). Essas proteinas ubiquas da parede celular
estdo presentes em praticamente todas as células do organismo (181). O nome integrina foi-
lhes dado por integrarem o citoesqueleto interno da célula e ligarem-no a matriz extracelular
(144). Sem as integrinas, as células perderiam a capacidade de ancorarem-se ao substrato
matricial, de interagirem com as células adjacentes, impossibilitadas de receber informagées
do meio pericelular, e, conseqientemente, de responderem ao meio extracelular (24). As
integrinas néo s6 sdo biologicamente importantes, mas também desempenham um papel
médico relevante. Essas glicoproteinas parecem estar relacionadas a agregagdo das

plaquetas, as fungdes imunes, ao reparo tecidual e a invaséo tumoral (144).

1.4.3 Familia das Integrinas

As integrinas séo grandes glicoproteinas transmembrana celular compostas de duas
subunidades: o e a B como demonstra a Figura 1.4. Microfotografias eletrénicas sugerem
que a molécula tenha o formato demonstrado na figura mencionada, com uma cabega
globosa projetando-se cerca de 20 nm da membrana plasmética. Ao ligar-se a matriz
protéica, no exterior da célula, e ao citoesqueleto de actina (a ligagéo via proteinas talina e
a-actina), no interior da célula, a integrina serve como uma ligagdo transmembrana. As
subunidades « e B sdo glicosiladas (ndo demonstrado na Figura 1.4) e mantém-se unidas
por ligagdes nao-covalentes. O receptor de fibronectina possui uma subunidade a,
constituida por uma unica cadeia de polipeptideos, a qual é clivada em uma cadeia menor

transmembrana e em uma maior extracelular mantidas juntas por uma ponte dissulfidica.
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Essa cadeia é dobrada em quatro dominios com cétions divalentes. A parte extracelular da
cadeia B contém uma regido repetida rica em cisteina, dentro da qual ha uma ligagéo

dissulfidica.

O tamanho dessas subunidades varia de 90.000 daltons para as menores
subunidades B, como B2 e B3, a 200.000 daltons para as maiores subunidades, como B4 e
al (25). As subunidades o podem existir como dois peptideos ligados por uma ponte
dissulfidica e possuem sitios de ligacdo para cations divalentes, que s&o necessarios para o

acoplamento dos ligantes (58).

O segmento curto do citoplasma interage com o citoesqueleto. Uma porgédo curta
transmembrana conecta-se a uma grande regido extracelular que constitui o ligante matricial
e o sitio de reconhecimento (181). A cauda citoplasmatica pode regular a conformagéo
extracelular, as preferéncias para a ligagao (58) e o sinal de transdugdo (30). A cauda
citoplasmética da subunidade f interage com os filamentos de actina do citoesqueleto
através de componentes como a talina e a-actina (5). Isso confere a subunidade  uma
atividade de transdugéo do sinal e o papel de regular a migragéo ou a parada dos leucécitos

(61).
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Figura 1.4 Estrutura das subunidades de uma integrina célula-superficie matricial.

A regido ligante necessita de uma seqiiéncia de reconhecimento de aminoacidos para
ambas as subunidades o e B (144). Integrinas diferentes podem reconhecer ligantes
diferentes, e a preferéncia por unir-se a determinado ligante pode variar de acordo com o
tipo de célula, ou de acordo com a composicdo da membrana celular (73). Cada subtipo de
integrina pode reconhecer um ou mais tipos diferentes de matriz extracelular. Algumas
integrinas ligam-se somente a alguns tipos de macromoléculas da matriz extracelular, como
a fibronectina ou a laminina, enquanto outras ligam-se a mais de uma, por exemplo, a

integrina do fibroblasto liga-se ao colageno, a fibronectina e & laminina.

As integrinas diferem dos receptores hormonais da superficie celular e de outras
moléculas sinalizadoras sollveis, pois ligam-se aos seus receptores com afinidade
relativamente baixa (Ka = 106-109 litros/mol) e estdo presentes com uma concentragéo

cerca de 10 a 100 vezes maior do que a dos receptores hormonais na superficie da célula

(5).
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O padréao da expressdo das integrinas €, em dltima andlise, o que define certas
caracteristicas da célula, incluindo sua localizacdo dentro de um tecido, sua forma, sua

orientagéo espacial e sua capacidade de responder a horménios esteroides.

Existem 16 subunidades o e 8 subunidades B (144), que se combinam entre si e formam 22
espécies de integrina conhecidas até o momento (100). A subunidade B1 é a mais

comumente pareada a um grande nimero de subunidades de integrinas, antigamente

conhecidas como very-late antigens (VLA). Atualmente, é conhecida como CD49a-f (4). A
subunidade B1 pode ligar-se a a1, a2, a3, a4, a5, a6, a7, a8, a9 e av, sendo que a av pode

ligar-se com outras subunidades B. A Figura 1.5 demonstra esse pareamento.

Coll IV .
Coll

(M Coll IV FBFN, WP
N\ FN Col | pIESEEOE
E;:‘lllgnna M BSP1, RGD
QMN\ e X (CAM 2
FN
. FNRGD | RGD 5 . .
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LV i icie FB
FX

FN alt.
Adressina Mucosal

Figura 1.5 Familia das Integrinas. As subunidades conhecidas, as combinagbes que
formam as integrinas e os seus ligantes estdo demonstrados. Fn: Fibronectina VN:
Vitronectina; FB: Fibrinogénio LM: Laminina vWF: Fator von Willebrand Coll: Colageno
OP: Osteopontina BSP1: Sialoproteina Ossea 1 ICAM-1, ICAM-2: Molécula De Ades3o
Intercelular FX: Fator X BM :Membrana Basal C3bi: Complemento do Componente C3bi
Fn Alt.: Dominio Alternativo Dividido da Fibronectina.

Adaptada de Ruoslahti e col. (144) e Lessey (100).

As integrinas existem nos estados ativados e inativos, como demonstra a Figura 1.6.
Essa ativagdo esta relacionada com as proteinas expressas somente na superficie externa

da membrana plasmatica, como o glicosilfosfatidilinositol, o qual teria uma ligagédo com o
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dominio externo da subunidade B2 da integrina. Tal ligagdo daria movimentacdo aos

leucécitos (133).
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Figura 1.6 Eventos de sinalizagao acionados pela interagio de um receptor hipotético de
integrina com o seu ligante.
Adaptada de Frenette e col. (61)

1.4.4 Ligagoes das Integrinas e Seqiiéncia de Reconhecimento

Todas as células do organismo apresentam integrinas em sua superficie (96). Em
varios tecidos, os tipos celulares distintos expressam um padrdo caracteristico de integrina,
e uma mesma integrina pode ser expressa em varios tipos celulares (181). A adeséo celular
envolve o reconhecimento de um componente especifico da matriz extracelular, como o
colageno, a laminina e a fibronectina, através das subunidades o e B (144). Certas
integrinas reconhecem certos componentes da membrana basal e ligam-se a eles, como o
colageno e a laminina, enquanto outras ligam-se a fibronectina ou a moléculas semelhantes
no intersticio. Dessa forma, algumas células estabelecem o seu fenétipo epitelial e
interagem com a membrana basal, ao passo que outras, como as do estroma endometrial,
mantém o seu papel de suporte sem tomarem uma posigdo especifica ou envolverem-se

com a membrana basal. Por exemplo, a281, a6B1 e a6B4 ligam-se ao colageno e a laminina
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(a5B1) e vitronectina (av) s&o tipicamente encontrados em células estromais e intersticiais,

respectivamente (102).

As integrinas possuem um complexo padrdo de especificidade que as sobrepoem
umas as outras. As razdes para que haja tal sobreposicéo parecem estar relacionadas com
um precursor comum (144). Um exemplo disso é o receptor avpB3 vitronectina, que se liga a
mais de sete tipos diferentes de componentes da membrana extracelular (164). Integrinas
diferentes podem reconhecer a mesma matriz extracelular, mas ligam-se a epitopos
diferentes. Por exemplo, o181 reconhece o fragmento E1 da laminina, enquanto a «6B1 liga-

se ao fragmento E8 (70).

As estruturas nas quais elas se ligam s&o seqiiéncias curtas de aminoacidos que
estdo presentes em varios locais, como demonstrado na Figura 1.7. A seqiiéncia de
reconhecimento mais comum é a seqiiéncia arginina-glicina-acido aspartico (RGD) (144). As
integrinas que contém a subunidade av reconhecem a seqiiéncia de ligacdo de trés

aminoacidos (RGD) (145). As demais podem ser vistas na Tabela 1.2.

Tabela 1.2 Seqiéncias de aminoacidos e as integrinas que as reconhecem
Seqiiéncia de Amino4cidos*

RGD KQAGDV LDV KRLDGS DGEA
a5p1 a5p1

avp1

avp3

avps

avf6

allbp3 ollbp3 a2p1
a2p1

a3p1

adp1
aMp2
*R: Arginina S: Serina G: Glicina K: Lisina Q: Glutamina A: Alanina V: Valina
E: Acido Glutamico D: Acido Aspértico
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Figura 1.7 Ligacéo das integrinas representadas em uma membrana plasmatica hipotética.
Adaptada de Frenette e colaboradores (61).

Conforme demonstrado na Figura 1.7, as integrinas sdo compostas por duas
subunidades diferentes (heterodimeros) que se ligam a proteinas da matriz extracelular,
como demonstrado com o581, a qual € um receptor de fibronectina e pode auxiliar na
montagem da matriz de fibronectina. As integrinas também se ligam a moléculas de adeso
soliveis, como o fibrinogénio, o qual forma um ligamento cruzado com a integrina
plaquetaria ollbf3 durante a agregacdo das plaquetas. Uma pequena seqiéncia de
aminoacidos, como arginina-glicina-acido aspartico (RGD), é frequentemente o local

primario de reconhecimento do receptor da integrina.

1.4.5 Regulagdo da Expressao das Integrinas

A regulagdo da expressdo das integrinas € complexa e especifica para cada tipo
celular. Duas subunidades centrais de integrina, av e $1, sdo produzidas em abundancia e
podem ser pareadas com muitas outras subunidades (74; 157). O fator limitante de insergao

de uma integrina na membrana citoplasmatica é a disponibilidade de pareamento com a
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subunidade o ou B, sendo que a célula controla a expressédo das integrinas através de um

controle da produgéo dessas subunidades (100).

A célula expressa somente as integrinas necesséarias para manter a sua fungéo. Um
achado importante nas células neoplasicas € o padrdo desordenado da expressdo das
integrinas, o que contribui para o fenétipo celular aberrante (101). Uma célula normal tem a
capacidade de mudar o seu complemento de integrina de acordo com os sinais do seu meio,
como ocorre com o2B1, a qual se liga ao colageno na presenca do Mg*? porém, o Ca*? inibe

tal ligagao (68).

Os fatores de crescimento e as citoquinas sdo importantes fatores reguladores da
expressdo das integrinas. Por exemplo, as células endoteliais aumentam a expressdo de
a2B1, a3B1, a5B1, ab6B1 € avp4 em resposta ao fator basico de crescimento do fibroblasto
(bFGF) e, simultaneamente, diminuem a expressdo de a1p1 e avp3 (95). Entretanto, as
citoquinas inflamatdrias, como a interleucina-1a (IL-1a) e o fator de necrose tumoral o (TNF-
a), geram uma diminuigéo da expressdo da integrina a6p1 (41) e um aumento de avp3 (67).
O fator de crescimento transformador g1 (TGF-B1), por sua vez, aumenta a expressdo da
subunidade a1 em até trés vezes mais do que os controles (67), além de promover a sintese
da secrecdo de varios componentes da matriz extracelular, incluindo a fibronectina, a

osteopontina e os proteoglicanos (18; 84; 121; 131).

A ligag&o da célula na matriz extracelular requer a presenca de Ca*?, Mg*? e de um
dos seguintes componentes da matriz: fibronectina, vitronectina, laminina ou colageno. Essa
necessidade para a ades&o celular foi demonstrada ao incubar-se EDTA, um quelador de
célcio, em meio de cultura com células estromais do endométrio humano. O EDTA impediu

a ligagéo desses componentes na matriz extracelular (67).
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O meio hormonal também influencia a regulagdo das integrinas, sendo que a
progesterona € o principal horménio envolvido nesse processo. O surgimento da onda de
progesterona apds a ovulagdo, no ciclo menstrual humano, estaria relacionado com o

aparecimento da integrina avBf3 no endométrio (109).

1.4.6 Implantagio - Janela de Implantacdo

A implantagdo é um processo que pode ser dividido em estagios distintos. Apds a
fertilizagdo do odcito, existe um processo de clivagem que continua e atinge a formagéo do
blastocisto. O blastocisto, por sua vez, apresenta-se ao endométrio com a sua massa celular
interna direcionada para o epitélio endometrial (aposicéo), realizando a ades&o e a invasido
no endométrio materno (2). O processo de implantagédo & coordenado pelos esterbides

ovarianos de origem materna (33).

Em humanos, a fertilizagdo do odcito pelo espermatozdide na trompa de Falépio
caracteriza o estagio | (173). A divisdo do zigoto determina o estagio Il (173). O estagio Il
é caracterizado pelas clivagens sucessivas da mérula até que a massa de células formadas
dé origem ao blastocisto (173). A mérula penetra na cavidade uterina cerca de 72-96 horas
apos a fertilizagéo (27). Por volta do 5° dia pos-fertilizag@o, o blastocisto humano, composto
por uma camada celular externa (trofoblasto) e um grupo interno de células (massa celular
interna), expande-se e rompe a zona pellcida (hatching), penetrando na cavidade uterina
para a implantagéo (44). De acordo com Croxatto e colaboradores, o blastocisto humano
chega na cavidade endometrial 120 horas apos a ovulagéo (38). Durante esse periodo, isto
é, 120 horas apds a ovulagéo, os blastocistos podeh implantar-se quase em qualquer parte

do organismo (113).

Fora do periodo de receptividade uterina, o endométrio apresenta uma barreira para a

implantag&o, como demonstrado com embries de camundongos (35). Nesse experimento,
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Cowell e colaboradores removeram o endométrio através de uma curetagem uterina e
verificaram que a implantagdo dos ovos ocorria fora desse periodo de receptividade uterina,

sugerindo que o endométrio consistia em uma barreira para a nidagéo (35).

Sabe-se que o endométrio passa por um periodo definido de receptividade para a
implantagéo do embrido (10; 142). A existéncia de uma “janela de implantagéo” foi sugerida
pela primeira vez por Finn e colaboradores (59), a qual tem sido demonstrada em modelos

animais (19; 136) e em humanos (21; 120).

Em humanos, o termo “janela de implantagdo” pode ser definido como o intervalo de
tempo entre a chegada do blastocisto expandido na cavidade endometrial, durante o periodo

de maior receptividade uterina, e o desenvolvimento da zona decidual primaria (62; 72).

Em humanos, a maioria dos dados disponiveis sobre uma janela de implantagéo é
derivada de amostras de histerectomia (76) e de resultados de ciclos de inseminagao in vitro
(120; 135). Hertig e colaboradores identificaram somente ovos flutuantes nos uteros
histerectomizados antes dos dias 19~20 do ciclo menstrual, enquanto os embrides
implantados foram identificados apés o dia 21. Os trabalhos realizados por Navot e
colaboradores e por Prapas e colaboradores propoem que o melhor momento para a
transferéncia dos ovos deva ser entre os dias 17~19 de um ciclo menstrual de 28 dias (120;
135). A transferéncia bem-sucedida entre os dias 17~19, entretanto, néo define a janela de
implantagdo, mas uma janela de transferéncia; a implantagédo deve ocorrer alguns dias
depois, tendo por base os trabalhos de Hertig e colaboradores (76). Uma revisdo sobre a
janela de implantagdo em humanos sugere que esse periodo pode ser menor. Rogers e
colaboradores (142) calcularam uma janela de 3,5 dias, apds revisarem 9 estudos. Uma
janela excepcionalmente larga de 7 dias foi sugerida por Formigli e colaboradores (60),
usando ovos fertilizados de doadores em receptoras hormonalmente preparadas. Com base

nos dados histologicos e dos ciclos de fertilizag&o assistida, propbe-se que o blastocisto
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deva chegar na cavidade uterina por volta do 17° e implanta-se por volta do 19°~20° dia do

ciclo menstrual.

O exato momento da implantag&o € desconhecido, mas supde-se que a aposi¢do do
blastocisto tem seu inicio ao redor do 20°~21° dia e esta completa ao redor do 24° dia do

ciclo menstrual (62; 72; 97).

Com o estabelecimento da receptividade uterina, o blastocisto faz a aposigdo ao
endométrio, caracterizando o estagio IV (173). A aposi¢cdo é rapidamente seguida pela
penetragdo no epitélio e invasdo do blastocisto no endométrio (46), caracterizando o
estagio V (173). O mecanismo que aciona essa disposi¢do ordenada do blastocisto através
da superficie epitelial € desconhecido, mas a intera¢éo do trofoblasto com o epitélio uterino
e a decidua é, provavelmente, capacitada por sistemas paracrinos auto-regulados oriundos
do disco embrionario e do endométrio (43). Os mediadores vasoativos, como a histamina
(32), as prostaglandinas (114) e os leucotrienos (129), bem como os fatores de crescimento,
por exemplo, o fator | de crescimento tipo insulina (IGF-1) (64), o fator de crescimento
epidérmico (EGF) (167), o fator o e B de crescimento transformador com as suas isoformas
(TGF-Bs 1-3) (130; 174) e as citoquinas, entre elas o fator inibidor leucémico (LIF) (23; 71),
parecem desempenhar fungdes no evento da implantagdo. As integrinas, como moléculas

de adesdo, sdo participantes desse sistema.

1.4.7 Expressio das Integrinas no Endométrio e Janela de Implantacdo

A imunoistoquimica, em amostras criopreservadas, tem sido a técnica utilizada na
pesquisa das integrinas endometriais (102; 166; 175). A primeira pesquisa sobre a presenca
das integrinas no endométrio foi realizada em 1992 (106). Reconheceu-se que o endométrio
é o primeiro e o Unico tecido que possui integrinas permanentes e ciclo-dependentes (173).

As integrinas a2B1, a3p1, a581 e a6p1 estdo sempre presentes no epitélio endometrial das
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mulheres (173), mesmo em usuarias de pilulas anticoncepcionais (166). A Figura 1.8
demonstra os padrées das expressdes de integrina de acordo com o ciclo menstrual. A
imunorreatividade de algumas integrinas é continuamente encontrada nas glandulas
endometriais durante todo o ciclo menstrual, enquanto outras sédo observadas em periodos

definidos.
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Figura 1.8 Padrdao da expressdo das integrinas nas glandulas do endométrio humano P:

Proliferativo S: secretor I: inicial M: média T: tardia.
Adaptada de Lessey (107) e Tabibzadeh (173).

As células epiteliais tém as integrinas com receptores para colageno e laminina, as
quais reconhecem os componentes da membrana basal e ligam-se a eles, enquanto a
matriz extracelular tem os receptores para fibronectina e vitronectina (171). A integrina o581
€ expressa no estroma do endométrio (102). Esse achado era esperado, pois o
compartimento do estroma é o principal sitio de produgéo de fibronectina (14). A expressao
da subunidade o2, no endométrio de mulheres, € mais intensa no epitélio glandular do que
no luminal (102). As duas integrinas com a subunidade 1 (a2B1 e a3B1) exibem uma
distribuicao pericelular e basal, sugerindo uma interagdo célula-célula e célula-substrato,
enquanto a integrina o631 apresenta uma distribuicdo estritamente basal (172). A integrina

abpB4 é especifica das células epiteliais (107).

Além das integrinas de expressdo continua, existem, no minimo, trés integrinas que
s&o ciclo-dependentes: a a1B1 é dependente da progesterona, sendo que a sua expressdo
¢é ausente nas células glandulares e estromais na fase proliferativa, mas intensa no epitélio

glandular, durante a fase secretora do endométrio (107). A a4B1, um receptor de
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fibronectina, e a avB3, um receptor de vitronectina, estio presentes no epitélio glandular do
endométrio, na fase secretora até a menstruagéo. De fato, a subunidade av esta presente
durante todo o ciclo menstrual, ao passo que a subunidade B3 aparece abruptamente no
epitélio glandular no 20° dia do ciclo (100; 107). Um achado importante sobre o
aparecimento da B3 € que ela ocorre quando os receptores de progesterona, no epitélio
glandular endometrial, desaparecem por volta do dia 19-20 do ciclo menstrual (108). O
padrido das integrinas ciclo-dependentes € demonstrado na Figura 1.9, na qual esta

representado a relagéo temporal entre essas trés integrinas.

Integrinas Endometrials -

Dias do ciclo Janela de
implantagho
Figura 1.9 Expressdo das integrinas e a janela de implantagéo.

Adaptada de Lessey (99).

O padrao temporal da expressdo das subunidades das integrinas a1, a4 e B3
(demonstradas nas barras escuras) muda por toda a fase secretora. A expressio simultanea
das subunidades a4 e B3 coincide com a maxima receptividade uterina e a chegada do
blastocisto na cavidade uterina. A mudanga nos niveis de progesterona e a perda dos

receptores epiteliais de progesterona (RP) correlacionam-se com o surgimento da B3 e o
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desaparecimento de a4. A perda de qualquer um desses componentes pode levar a um

defeito da receptividade uterina e 3 infertilidade (99).

A localizagdo da avp3 pode estar relacionada & adesdo entre o endométrio e as
células epiteliais do ovo na época da implantagédo (171). O momento inicial da nidagdo do
ovo, conforme estudos morfolégicos, coincide com o surgimento luminal e glandular da
integrina avB3 (107). Trés subunidades de integrinas sdo expressas de uma maneira
dependente no ciclo menstrual: a1, o4, e B3 (102). A co-expressdo de a4 e B3 determina a

janela de implantagao, a qual ocorre entre os dias 20 e 24 do ciclo menstrual (100).

A abertura da janela de implantagdo coincide com o surgimento abrupto da
subunidade B3 (pareada com av) no 20 dia do ciclo menstrual, enquanto o seu fechamento
coincide com o desaparecimento da subunidade a4 (100). Portanto, a coexpressdo das
subunidades o4 e 3 serve, talvez, como o melhor marcador molecular para definir a janela
de implantagdo (102). Dessas trés integrinas, somente a avp3 é observada no endométrio
de gestantes (102). A partir de tais evidéncias, e considerando as integrinas como
marcadores normais da fungéo endometrial, pode-se inferir que a expressdo anomal
dessas moléculas de ades&o estaria relacionada com defeitos de recepcdo endometrial

(100).

1.4.8 As Integrinas nos Defeitos da Receptividade Uterina

Em 1950, o classico trabalho de Noyes e colaboradores (122) iniciou uma era na qual
o padrio-ouro para a datagdo endometrial baseava-se em critérios morfolégicos. Em 1994,
esse padrdo comegou a ser mudado para marcadores moleculares. O marcador ideal
deveria ser especifico do endométrio, ter suas fungdes conhecidas, ndo ser afetado pelos

sinais do ovo e possuir uma sonda especifica disponivel para detecta-lo. Sua presenga ou
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auséncia deveria estar relacionada com uma diminui¢do da fertilidade. Esse marcador é a
avp3, receptor de vitronectina, uma integrina com a fungéo de adeséo célula-célula e célula-

substrato (100).

Tal marcador foi demonstrado pela primeira vez em 1992, quando mulheres inférteis
com bidpsia endometrial em dissincronia com a histologia demonstravam auséncia da
expresséo da avp3 (106). A expressédo da integrina av3 &€ comparavel com a expressio da
subunidade da integrina 3, o que permite utilizar mais de um tipo de anticorpo para verificar
uma mesma situagdo (107). A expressao aberrante da integrina endometrial tem sido
encontrada em associacdo com endometriose (105), hidrossalpinge (117), deficiéncia de
fase lutea (106), no carcinoma endometrial (101) e na infertilidade sem causa aparente
(103). Todavia, em uma recente publicagéo, Hii e Rogers ndo demonstraram a diminuigdo

da integrina avp3 na presencga de endometriose (77).

A partir desses estudos com as integrinas, Lessey conceituou dois tipos de defeitos da
recepcédo endometrial de acordo com a presenga ou auséncia da expressdo da avp3,

associado com os critérios histologicos (100).

O defeito tipo | esta associado com deficiéncia de fase litea e pode ser usuaimente
corrigido com a suplementagdo de progesterona na segunda fase do ciclo menstrual. A
integrina avP3 esta significativamente reduzida tanto no epitélio glandular como no epitélio
luminal do endométrio de mulheres com deficiéncia de corpo liteo e endometriose (105).
Existe um retorno da normalidade na expressdo da integrina avB3 apds a correcdo
medicamentosa para a deficiéncia de corpo liteo (100). A deficiéncia de fase litea esta
associada com a falha de uma regulagéo negativa (down-regulation) dos receptores de
progesterona. A presenca continuada de tais receptores, por sua vez, inibe a expressio dos

marcadores de receptividade endometrial (109).
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O defeito tipo Il esta relacionado com endometriose de grau minimo ou moderado e
representa um exemplo de disfungdo endometrial, uma vez que a histologia mostra um
endométrio “em fase” (100). O acompanhamento de 40 mulheres com endometriose e
defeito tipo Il (expresséo diminuida da avB3 no endométrio “em fase”) por mais de 4 anos
demonstrou que nenhuma mulher engravidou durante esse periodo, sugerindo um efeito
adverso na fertilidade. Isso leva a crer na hipétese de que essa integrina tem um papel
importante na cascata de eventos moleculares que leva a implantagdo embrionaria bem-
sucedida (107). Além do mais, a auséncia de gestacdo nesse grupo de mulheres, que ndo
engravidou com 0 manejo expectante, sugere a existéncia de um grave defeito em pacientes
com endometriose minima a moderada (107). A auséncia da avp3 em nuliparas inférteis
pode ser utilizada como um achado preditivo de endometriose; contudo, isso ndo serve para
multiparas (105). O aumento especifico da avp3, durante a janela de implantagdo, esta

associado com a fertilidade normal (107).

2. JUSTIFICATIVA

A conclusdo do relatério técnico da OMS sobre o DIU demonstra que ainda néo foi
esclarecido o seu exato mecanismo de agédo (143). Os atuais conhecimentos sobre a
integrina avp3, possivel marcador da implantagdo uterina, poderiam esclarecer se o DIU
apresenta algum mecanismo de ag&o sobre a implantagdo. Nesse contexto, ndo é do nosso
conhecimento a publicagéo de algum resultado (Medline ® 1966 — Fevereiro/1999) sobre a

expresséo da integrina avp3 na presencga do DIU de cobre.

A investigacdo da influéncia do DIU sobre esses marcadores endometriais podera
esclarecer algumas questdes sobre o mecanismo de agdo do dispositivo de cobre e
adicionar novos conhecimentos para o seu aperfeicoamento. Além disso, demonstrara se o
DIU altera a receptividade uterina, o que acrescentaria mais uma evidéncia sobre a

atividade pés-fertilizagio. Se for demonstrado que existe uma alteragéo da expressdo da
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integrina avB3 na presenga do DIU, mais especificamente com o DIU T200 de cobre, tal

informac&o podera auxiliar na compreensdo do mecanismo de agdo do DIU.

3. OBJETIVO

O objetivo desta tese é verificar os niveis de expressdo da integrina avB3 no
endométrio humano, durante a fase secretora média (dias 20~24 do ciclo menstrual), na

presen¢a do DIU T200.



II MATERIAL E METODOS

1. AMOSTRA ESTUDADA

As pacientes portadoras do DIU T200 de cobre ha mais de 1 ano, registradas na
Secretaria Estadual da Saude do Rio Grande do Sul, no posto de salde Sdo José do
Murialdo, em Porto Alegre, participaram como grupo de casos. O grupo controle,
gentimente cedido pelo Prof. B. Lessey, consistiu em mulheres férteis atendidas no
ambulatério de ginecologia do Hospital Universitario da Carolina do Norte, EUA, que foram

submetidas a esterilizagdo cirurgica ou a histerectomia por condi¢gdes benignas.

2. CRITERIOS DE INCLUSAO

e Com idade > 18 e < 40 anos.

¢ Com ciclos menstruais normais, definidos como > 21 e < 35 dias.

¢ Sem uso de hormdnios nos Gltimos 3 meses.

e Com parceiro fixo.

e« Com uma ou mais gestagdes.

¢ Sem queixas ou clinica de vulvovaginites.

o Com exames negativos para gonococo e clamidia (do canal cervical).
o Sem histéria prévia de doenga inflamatéria pélvica.

e Com citopatolédgico recente, isso é, ha menos de 3 meses, sem alteragbes para
malignidade.

e Todas as pacientes deveriam ter suas amostras histolégicas em fase com o ciclo
menstrual, com no maximo 2 dias de diferenca.

3. CRITERIOS DE EXCLUSAO

o Pacientes nuliparas.
o Com irregularidade menstrual.
e Comidade < 18 ou > 40 anos.
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FAMED/HCPA
e Com assincronia entre o padrdo histologico e o ciclo menstrual, isso €, com 3 ou
mais dias de diferenga em comparagéo com o ciclo menstrual.

¢ Com mais de um parceiro sexual nos Gltimos 6 meses.

e Com histéria prévia de doenga inflamatdria pélvica, ou endometriose.
e Usando outro DIU além do T200.

e Usando o DIU T200 por periodo inferior ha 1 ano.

4. METODO

As 152 pacientes usuérias de DIU T200 (Population Council, EUA) registradas no
Centro de Saude Sao José do Murialdo foram convidadas por meio de carta a participarem
do presente trabalho. Na primeira consulta, eram explicados os detalhes da pesquisa e, se a
paciente aceitasse participar, era assinado o termo de consentimento informado. A seguir,
era coletado o citopatolégico e o exame de secregdo vaginal. O teste para clamidia
(Chlamy-Check 1, RCS - Comércio de Produtos Farmacéuticos, Hospitalares e Diagnésticos
Ltda, Sao Paulo, SP, Brasil) era coletado a partir do canal cervical e realizado conforme as
orientagdes do fabricante. O exame para gonococo (por microbiologia) também era coletado
do canal cervical. Se necessario, o tratamento apropriado para as vulvovaginites era

instituido.

4.1 DETERMINACAO DA OVULACAO

A ovulagdo foi determinada pelo surgimento da onda do horménio luteinizante (LH) por
meio de kits de LH na urina (LH kit, Expomed Inc. San Antonio, CA, EUA), de acordo com as
orientagcbes do fabricante. Amostras da primeira urina da manhd foram analisadas
diariamente a partir do 8° dia apds a menstruaq,éb até a positivagdo da onda de LH. A
correta utilizagdo dos kits e os resultados foram verificados pessoalmente pelo autor, no

domicilio da paciente.
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4.2 BIOPSIA DE ENDOMETRIO

A bidpsia de endométrio foi agendada entre o 6° e o 10° dia apds a positivagdo do LH
na urina. Antes de realizar a bidpsia, um teste de gravidez na urina (Chromatest, Syntron
Beioresearch, Vista, CA, EUA) foi realizado para descartar gravidez. A biopsia de
endométrio ocorreu sob condigdes assépticas, utilizando-se uma cureta de plastico flexivel
(Z-Sampler, BE! Medical Instruments, San Francisco, CA, EUA), sendo que o material foi
obtido do fundo uterino. Quando necessario, realizou-se um bloqueio paracervical para dor.
O colo s6 foi pingado no caso de dificuldade para introduzir a cureta. Uma seringa
descartavel de 20 ml foi conectada a cureta e movimentos de vaivém foram feitos
conjuntamente com a sucgdo do émbolo da seringa. Apés a bidpsia, fez-se uma ecografia
pélvica transabdominal (Aloka, SSD-500 Micrus, Toéquio, Japao) para verificar se houve
deslocamento do DIU, de acordo com os critérios de Petta e colaboradores (132). Quando

houve deslocamento, 0 mesmo foi substituido por um novo.

As amostras obtidas foram colocadas em uma superficie plastica estéril e separadas
em duas partes. Uma porgdo foi colocada em formol a 10% para andlise histolégica e a

outra em nitrogénio liquido, até a analise imunoistoquimica.

4.3 LABORATORIO

4.3.1 Anatomia Patoldgica

O tecido endometrial foi processado em parafina e corado com hematoxilina eosina,
conforme técnicas habituais (81), e datado de acordo com os critérios de Noyes e

colaboradores (122) por dois pesquisadores de forma independente e cega.
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4.3.2 Imunoistoquimica

As amostras criopreservadas foram cortadas em 10p com criostato (Cryostat
Microtome CM1900, Leica Instruments Gmb, Alemanha), colocadas sobre laminas pré-
tratadas com organocilano e fixadas em acetona a -20° C (Mallinckrodt, Paris, KY, EUA) por
10 minutos. As ldminas foram lavadas com solu¢éo tampéo de fosfato (PBS) em pH 7,2~7 4
por 3 minutos. A peroxidase endégena foi bloqueada com peréxido de hidrogénio 0,3%
(Sigma Chemical Company, Saint Louis, MO, EUA) em metanol absoluto por 30 minutos.
Depois de nova lavagem com PBS, as amostras foram tratadas, por 10 minutos, com
solugéo de Triton X-100 (Sigma) a 0,3% para melhorar a coloragdo da membrana. Os sitios
inespecificos foram bloqueados com albumina de soro eqiiino (Vector Laboratories,
Burlingame, California, EUA) a 2% por 30 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, o
anticorpo monoclonal primario (camundongo anti-humano) especifico para a subunidade B3
da integrina avp3 (106) (gentiimente cedido pelo Prof. Bruce Lessey), na diluicdo de 20ug/mi
(em soro eqiino a 1% em PBS), foi incubado por 12 horas a 4° C. Ap6s nova lavagem, o
anticorpo secundario biotinilado de cavalo contra camundongo (Vector Laboratories), na
diluicdo de 1:2.500 em PBS, foi incubado por mais 30 minutos. A seguir, as laminas foram
lavadas com PBS e coradas com Vectastain Elite ABC kits (Vector), conforme as instru¢des
do fabricante. A diaminobenzidina (DAB; Sigma) a 0,75% em solugdo Tris 100mM (Sigma) e
0,03% H,0, com pH 7,6 foi usada como cromogeno. As ldminas foram novamente lavadas,
contracoradas com hematoxilina e depois montadas para a microscopia 6ptica. Foram
realizadas fotomicrografias utilizando-se filme Kodak Gold Color ASA 100 (Kodak,
Rochester, NY, EUA) com microscépio Leitz DMRB (Leica). Utilizaram-se cortes de placenta

humana como controles externos positivos e negativos.

4.3.3 Quantificagdo das Integrinas sob a Microscopia

As laminas foram avaliadas por dois investigadores independentes (RFS e BAL) de

forma cega. A intensidade da express&o da integrina foi observada em toda a lamina e



calculada usando-se o HSCORE (26). Ja foi demonstrado qde esse método apresenta uma

baixa variagéo interobservador (r=0,994) e intra-observador (r=0,983) (26):

HSCORE = X Pi (i + 1),
Onde,

Pi = porcentagem das células coradas para cada intensidade, variando de 0~100%.
i = intensidade da coloragdo com um valor de 1, 2 e 3 (fraco, médio, forte).

5. ANALISE ESTATISTICA E TAMANHO DA AMOSTRA

Como sdo utilizados dois grupos de pacientes para compara¢do e os dados sé&o
paramétricos, a andlise estatistica apropriada é o teste-t (90). Baseado nesse tipo de estudo
e escolhendo o erro tipo o de 5% e o erro B de 20%, a férmula a ser utilizada, conforme a

literatura (89), deve ser:

(z, + zﬁ)z.2.(s)2

@y

Onde,

N: tamanho da amostra

z,: valor do erro «, (erro tipo |, a probabilidade maxima de um erro falso-positivo que
se aceita) p= 0,05; portanto, 95% de confidéncia (teste de dupla cauda); o valor de
z,=1,96.

zg: valor do erro B (erro tipo II, a probabilidade maxima de um erro falso-negativo que
se aceita) de 20%, portanto, 80% de poder desejado; o valor de z; = 0,84.

s% variancia de um conjunto de dados observados é a soma dos desvios dos
quadrados da média, dividido pelo nimero de observacées menos 1. Também pode
ser visto como o desvio-padréo ao quadrado. O valor de 0,79 foi obtido de outros
trabalhos que usaram controles (103).

d. diferenga a ser detectada. A diferenga minima a ser detectada entre as amostras é
de 0,9 entre um escore e outro. A escala utilizada varia de 0~4, tendo como ponto
limitrofe de positividade >0,77 (105).

Substituindo os valores na férmula, obteremos:
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(1,96 + 0,84 )%.2.(0,79)>

©.9)

N=12,07

N

Portanto, deve haver no minimo 13 pacientes por grupo, chegando a um total de 26

pacientes.

O teste exato de Fisher foi utilizado para comparar dados dicotdmicos (expressdo da
integrina positiva/negativa x DIU presente/ausente), conforme recomendado na literatura

(89).

A andlise estatistica dos dados foi realizada com o programa Excel 7.0 (Microsoft

Corporation, Redmond, Washington, EUA) e EPI INFO 5.01b (Center for Disease Control,

Atlanta, Georgia, EUA)

6. ASPECTOS ETICOS
Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de Clinicas

de Porto Alegre, resolugéo numero 98032.
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IIT RESULTADOS

Foram convidadas 152 pacientes cadastradas como usuérias do DIUT200 na
Secretaria Estadual da Saude do posto Modelo Sdo José do Murialdo, em Porto Alegre,
para participar do trabalho (casos). Vinte e quatro compareceram para a primeira entrevista
e aceitaram participar. Dessas 24 pacientes, 7 (29,16%) desistiram ou mudaram de
endereco durante a pesquisa, ndo sendo possivel dar prosseguimento. Trés (12,5%) foram
excluidas por n&o preencherem os critérios de inclusdo. Foram realizadas 14 bidpsias de
endométrio. Ndo houve complicagdes pela bidpsia, e a dor experimentada foi ausente em 10
(71,4%) e toleravel em 4 (28,6%). Uma bibpsia estava fora de fase e foi excluida. Treze
pacientes atendidas no departamento de Ginecologia da Universidade da Carolina do Norte,
comprovadamente férteis, sem uso de anticoncepcionais, que foram submetidas a
histerectomia por condigdes benignas ou a laqueadura tubaria, foram utilizadas como

controles. A Tabela 3.1 demonstra os dados sobre a caracterizagdo da amostra.

Tabela 3.1 Caracterizacdo da amostra

Controles (n=13) Casos (n=13) Valor de P
X +DP X +DP
Idade (Anos) 27,9+5,18 30,1+3,18 0,2NS
Gestacgbes 25+077 32+164 0,18 NS
Dia da Bidpsia 23,3+0,58 22,6 +1,58 0,13 NS

i : média da amostra
DP: Desvio-Padrao
NS: Nao-Significativo

A presenga da integrina avB3, no endométrio dos controles e dos casos, esta

demonstrada na Figura 3.1.



Figura 3.1 Localizagéo por imunoistoquimica da expressao da integrina avp3 (seta fina) no
endométrio dos controles (A) e nas usuarias de DIU T200 (B). Notar a auséncia da
expresséo da integrina nas glandulas das usuarias de DIU (seta curta) e a presenca positiva
do vaso endometrial (controle interno positivo, seta longa) (magnificagéo 100x).




Figura 3.1 (continuagdo) Detalhe em maior aumento da localizag&o por imunoistoquimica da
expressdo da integrina avp3 na glandula endometrial dos controles (C) e auséncia da
expressao na glandula endometrial (%) nas usuarias de DIU T200 (D) (magnificagio 400x).
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A express&o da integrina avB3 pelo HSCORE nos controles foi de 2,13 + 0,7 (X +

DP), enquanto nas usuarias do DIU foi de 0,96 + 0,7 (i + DP). A comparagao das médias
da expressao da integrina avp3 encontradas nos dois grupos foi significativamente diferente

(p = 0,001) e esta representada no Grafico 3.1.

HSCORE

DIU Controles

Grafico 3.1 Niveis de integrina avB3 no endométrio humano na presenga do DIU T200
* p=0,001.

O HSCORE de 0,77 foi utilizado como ponto de corte entre a expressdo positiva e
negativa da integrina avf3, a partir de trabalhos anteriores (105). Todos os controles
apresentaram a integrina avB3 (100%); nas usuarias de DIU, 8 (61,5%) apresentaram a
expressao da integrina avf3, conforme demonstrado na Tabela 3.2. Para verificar se havia

uma diferenga quanto a positividade/negatividade da expressdo da integrina entre os
grupos, utilizou-se o teste exato de Fisher, o qual demonstrou uma diferenca significativa (p

= 0,03 para teste de dupla cauda).



Tabela 3.2 Valores individuais do HSCORE das usuéarias de DIUT200 e controles*

HSCORE
Paciente Controles DIU T200
1 3,7 2,13
2 3,5 2,03
3 27 1,93
4 26 1,83
5 2,4 1,53
6 2,3 1,33
7 2 0,83
8 2 0,83
9 1,5 0,03
10 1,6 0,03
11 1,2 0,03
12 1,2 0,03
13 1,2 0,03
Positivo/total * 13/13 8/13

* p = 0,03 Teste exato de Fisher.
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IV DISCUSSAO

Apesar de o DIU de cobre ser utilizado por milhdes de mulheres ao redor do mundo, o
seu exato mecanismo de ag¢éo ainda nédo foi completamente esclarecido. Sabe-se, todavia,
que os mesmos possuem algumas acdes sistémicas. Por exemplo, os niveis de
progesterona e estradiol esto estatisticamente mais elevados nas usuarias de DIU de cobre
do que nos controles (47), porém essa diferenga n&o apresenta expressao clinica, a ndo ser
por um encurtamento da fase latea (47; 49). Foi demonstrado, entretanto, que os DiUs
medicados (Nova T, Multiload) aumentam a incidéncia de anemia clinica em 10% das
usudrias (94). Andrade e colaboradores, ao investigarem a presenca de perda de sangue
menstrual em usuarias de DIU de cobre (T200), verificaram que, nos primeiros meses ap6és
a insergdo, havia um aumento da perda sangiiinea, mas, apdés um ano, voltava aos niveis
normais (11). O uso de quantidades maiores de cobre, todavia, prolongava a perda
sanglinea aumentada (11). Por isso, os autores recomendam que as pacientes com baixos
estoques de ferro devam utilizar DIUs com menor quantidade de cobre (DIU T200, 7 de
cobre), ao invés dos DIUs T-220C, Multiload 250, 375 ou T-380 (12). Os DIUs de cobre
também estéo relacionados com alteragdes nos niveis séricos de metais essenciais (48).
Porém, essa ultima observagéo ndo foi confirmada por outros autores (16). No que tange ao
sistema imune, existe, iniciaimente, uma elevagdo dos niveis de imunoglobulina G e M (80).
Contudo, apdés uma média de 7,3 anos, essas imunoglobulinas retornam ao normal (148),
demonstrando que, no nivel sistémico, o DIU ndo exerce agdes significativas sobre o
sistema imune (183). No que diz respeito aos niveis séricos de LDL, HDL, prolactina e a
resisténcia do fluxo arterial da artéria uterina, os mesmos permanecem inalterados nas

usuérias de DIU de cobre, quando comparados com controles (3; 88; 93).

Por outro lado, sdo muitos os achados que demonstram uma acgdo local do DIU. Esta
descrito que a introdugdo inadvertida do DIU em um dtero bicommo pemitiu que uma
gestacédo fosse levada a termo no outro como (34). Ha evidéncias de que o DIU de cobre

gera uma reacgéo inflamatéria local pela presenga de um corpo estranho (45; 91; 156),
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diminui a motilidade dos espermatozdides e a presenc¢a do cobre inibe a interacéo entre o
odcito e o espermatozéide (141). Essas alteragdes talvez possam explicar a razio elevada
entre o RNA/DNA e a proteina/DNA do endométrio de usuarias de DIU de cobre, na fase
secretora do ciclo menstrual (179). Wollen e colaboradores verificaram, em cortes
criopreservados, niveis aumentados de cobre nas trompas de Falépio (186). Woolley e
colaboradores, por sua vez, demonstraram o aumento significativo dos niveis séricos de
interleucina-6, uma citoquina produzida pelo trofoblasto que estimula a secrecdo de hCG
(188), nas usuarias de DIUs de cobre (187). Tal observagdo, porém, ainda ndo foi
clinicamente reconhecida, uma vez que ndo houve diferenga entre usuarias de DIU e

controles com respeito ao sangramento intermenstrual (187).

No nivel molecular, mais especificamente sobre a integrina avf3, néo existem relatos
sobre a sua expresséo na presenga do DIU de cobre. Apesar de n&o ser conhecida a fungdo
da integrina avB3, ja foi demonstrado que existe uma associagdo da sua expressio com a
implantagéo do embrido (106). Ja que existe a consideracéo de que o DIU possa apresentar
um mecanismo de agdo sobre a implantagéo (169), é importante avaliar a relagdo do DIU
com a integrina avp3. O surgimento abrupto da subunidade 3, associada com a av, em
torno do 20° dia do ciclo menstrual, esta relacionado com a abertura da janela de
implantagdo. O fechamento dessa janela é demarcado com o desaparecimento da

subunidade a4 por volta do 24° dia do ciclo (96).

A associagéo da integrina avB3 com a janela de implantagio tem levado alguns
autores a considerar como um potencial marcador endometrial (85; 100; 166). As questdes
levantadas sobre a improvavel agéo do DIU sobre a nidagdo (162) e a falta de informacgdes
sobre o DIU na integrina avB3 nos levaram a realizar essa tese. O presente trabalho é o
primeiro, de que se tem conhecimento, a demonstrar a relagido do DIU de cobre com a
expressdo da subunidade B3 durante a fase secretora média (20° ~24° dia do ciclo

menstrual), em mulheres comprovadamente férteis.
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Os nossos resultados demonstram que o DIU de cobre possui um efeito inibitério
sobre a intensidade da expresséo da avp3. Tais dados foram obtidos através de um rigoroso
controle das pacientes no que diz respeito a ovulagéo, coleta, tamanho da amostra e analise

do material.

A correta utilizagdo dos kits de LH foi uma etapa decisiva na realizagcéo do presente
trabalho, visto que as bidpsias necessitavam estar dentro de um curto espago de tempo,
entre 0 20° e o0 24° dia do ciclo menstrual. Para tanto, a verificagdo diaria da correta
utilizacdo do kit até a positivagdo da onda de LH, junto com a paciente, foi fundamental.
Esse intervalo de tempo possui implicagdes importantes. Creus e colaboradores, ao
investigarem a expressdo da avp3 em pacientes com endometriose (36), realizaram a
biépsia endometrial entre 0 24° e o 26° dia do ciclo menstrual, diferente do periodo
analisado por Lessey e colaboradores no seu trabalho original, isto &, o 20° e o0 24° dia do
ciclo menstrual (102). A biépsia endometrial a partir do 24° dia do ciclo menstrual alcanga o
final da janela de implantagéo descrita por Lessey e colaboradores (105). Deve-se levar em
conta que a abertura da janela é determinada pelo aparecimento subito da integrina avp3
por volta do 20° dia do ciclo menstrual. A expressdo da avp3 estende-se até a menstruagdo.
O fechamento da janela, por outro lado, & determinado pelo desaparecimento da
subunidade a4 ao redor do 24° dia do ciclo menstrual. Portanto, a expressdo da integrina

avp3 depois do 24° dia do ciclo menstrual demonstra pouco ou quase nada sobre o defeito

de implantagao (99).

O tamanho da amostra foi calculado com o intuito de obter-se um resultado
considerando valores de erro o. € B adequados. Tal cuidado néo foi observado por Creus e
colaboradores (36), porém, o préprio autor reconhece que o pequeno nimero de pacientes

com endometriose (n=9) ndo tem poder estatistico para levar a alguma concluséo (36).
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A andlise das amostras através da imunoistoquimica foi motivo de intenso cuidado.
Inicialmente, amostras de placenta foram utilizadas para estabelecer a técnica nos nossos
laboratérios (149). Depois, as amostras dos DiUs foram preparadas e analisadas de acordo
com a técnica estabelecida por nos utilizando o anticorpo policlonal para a subunidade p3
(AB1932, Chemicon International, Temecula, CA, EUA) nas pacientes usuarias de DIU
(150); como, porém, os controles haviam sido analisados utilizando-se outro anticorpo e
uma técnica de imunoistoquimica diferente, decidiu-se refazer pessoalmente, nos
laboratérios da Universidade da Carolina do Norte, todas as amostras de acordo com a

técnica para o anticorpo SSA6.

As amostras aqui utilizadas foram de espécimes criopreservados. Esse fato &
relevante, pois a utilizagdo de amostras incluidas em parafina pode gerar artefatos e
confundir a andlise da expresséo das integrinas. Por exemplo, ao utilizar amostras incluidas
em parafina, Hii e colaboradores demonstraram a presenca da integrina avf3 em 29
pacientes com endometriose (77). Todavia, Lessey e colaboradores, utilizando amostras
criopreservadas, verificaram a auséncia da integrina avf3 no endométrio de 241 mulheres
com endometriose (105). Essa diferenga entre os resultados pode ser devida as técnicas
utilizadas e ao numero de pacientes analisadas em cada amostra. O anticorpo primario
utilizado por Hii e colaboradores foi o LM609 (Chemicon International). E interessante
verificar que o préprio fabricante desse anticorpo adverte que o LM609 ndo é adequado para
tecidos fixados em formalina, pois gera artefatos (29). Além disso, ainda existem as
diferengas quanto a utilizagéo de anticorpos primarios diferentes. O anticorpo monoclonal
produzido comercialmente, o LM609, foi utilizado por Hii e colaboradores (77), enquanto o
anticorpo monoclonal produzido em laboratério com fins de pesquisa, 0 SSA6, foi utilizado
por Lessey e colaboradores (105). Portanto, devido a essas diferencas, o trabalho de Hii e

colaboradores é passivel de criticas (104).
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Um ponto crucial na andlise dos dados foi a quantificagdo do HSCORE. Houve um
periodo de aprendizagem do método junto com os pesquisadores da Universidade da
Carolina do Norte para assegurar a sua correta utilizagdo. Uma vez estabelecida essa
etapa, as laminas foram analisadas quanto a expressdo da avf3, de forma cega e

independente, por dois pesquisadores.

Em vista de tais fatos, verificamos que a intensidade da expresséo da integrina avp3
estd diminuida na presenga do DIU T200, em comparagdo com os controles, durante a
janela de implantagdo. Essa diferengca entre as médias traduz-se através de uma
negatividade significativamente maior da expressdo da avf3 em comparagdo com os
controles, quando se aplica o teste exato de Fisher. A expressdo diminuida da avB3, na
presenca de um endométrio “em fase”, consiste em um defeito tipo Il (100). Os mecanismos
envolvidos nesse defeito sdo aqueles relacionados com endometriose e hidrossalpinge (105;
117). Portanto, devemos acrescentar o DIU T200 de cobre como mais uma associagio

nesse tipo de defeito.

As possiveis explicagdes para a negativagdo da expressdo da integrina avB3 em
38,5% podem estar relacionadas a fatores mecanicos, paracrinos ou a associagdo desses.
A separagdo das duas camadas endometriais pela presencga do dispositivo, poderia inibir
algum co-fator que estivesse relacionado com a expressdo da integrina. Contudo, isso
parece improvéavel, uma vez que a expresséo da avp3 in vitro tem sido obtida em células do
tipo Ishikawa (28; 167). As células Ishikawa pertencem a uma linhagem de células de
carcinoma endometrial que s&o comercializadas para pesquisa (167). A expressio das
integrinas avp3 tem sido demonstrada na monocamada formada por essas células e tal

modelo tem sido utilizado para o estudo in vitro (167).

Por outro lado, uma mudanga na populac&o das células inflamatérias presentes no

endométrio poderia estar relacionada com essa inibigdo da avf3, ja que o DIU aumenta a
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populagdo de linfocitos endometriais (91). Talvez, o DIU determmine um aumento do fator
basico do crescimento do fibroblasto (bFGF), o qual diminui a expresséo de avp3 (95). Seria
interessante especular uma diminuigdo da integrina avf3 via interleucina-1 (IL-1). Essa
citoquina inflamatéria esta relacionada com o aumento da avp3 (67; 159; 160). Todavia,
Ammala e colaboradores demonstraram que os niveis do RNA mensageiro do TNF-o e da
IL-1B estdo aumentados no endométrio das usuéarias de DIU de cobre (9). Isso pode
significar que deva haver fatores independentes que sejam responsaveis pela inibicdo e pelo

aumento de avf33.

Uma hipétese interessante € a competi¢céo entre os cations divalentes e os sais de
cobre sobre a porgéo externa da subunidade a da integrina avp3. Ja foi demonstrado que o
EDTA (um quelante do célcio) impede a ligagéo da célula na matriz extracelular in vitro (67)
e que a liberagdo de sais de cobre ou de cobre livre tem um impacto bioquimico sobre o
endométrio (48). Logo, seria razoavel considerar que o cobre também possa modular a

expresséo da integrina.

No que diz respeito aos receptores de progesterona no endométrio, ja esta bem
estabelecido que a sua diminuigéo precede o surgimento de avp3 e que o retardo em seu
desaparecimento esta associado a um atraso na abertura da janela de implantagéo (109).
Esse € um dos mecanismos reguladores da expressdo da avp3 (109). Uma vez dito isso, é
interessante especular uma presenga prolongada desses receptores na presenga do DIU
T200, pois de Castro e colaboradores demonstraram, através de amostras endometriais a

partir do 25° dia do ciclo menstrual, a presencga de receptores de progesterona (40).

Nossos resultados sdo coerentes com os de outros pesquisadores que investigam
outras moléculas endometriais relacionadas com a implantagio. Por exemplo, Seleem e
colaboradores (154) demonstraram a diminuicdo da Glicodelina A/PP14 nas pacientes

usuarias de DIU de cobre. Essa glicoproteina &, normalmente, secretada pelas glandulas
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endometriais e é expressa durante e apés a janela de implantagdo (155). Especula-se que o
seu papel esteja relacionado com a capacidade de modular o sistema imune, permitindo,
talvez, que o enxerto fetal ndo seja rejeitado pelo sistema imune materno (31). Tal resultado,
entretanto, néo foi observado por Mandelin e colaboradores (115). Esse aparente paradoxo
encontrado por Mandelin pode ser devido ao pequeno numero de pacientes usuarias de DIU
com cobre (4/11). Além disso, dessas quatro amostras, trés foram obtidos no 7° e uma no

11° dia do ciclo menstrual. Esse numero reduzido pode ter influenciado os resultados.

Apesar das fortes evidéncias apresentadas no presente estudo demonstrando a
diminuigc&o da integrina avp3 no endométrio de usuarias do DIU T200, ha limitagdes a serem
consideradas. Existe a possibilidade de haver a presenga de endometriose e hidrossalpinge
nas pacientes em que foram realizadas as bibpsias. Todavia, as chances devem ser
menores devido ao perfil das pacientes, uma vez que todas ela sdo comprovadamente
férteis e pertencem a um grupo de mulheres monogamicas em um relacionamento estavel.
Para descartar tais condigbes, seria necessario realizar uma laparoscopia, 0 que causaria
uma inadequagéo ética. Tentamos contornar essa dificuldade, durante a realizagdo do
projeto-piloto utilizando o DIU TCu380A, através de um estudo do tipo antes-e-depois em
pacientes que haviam sido cirurgicamente esterilizadas. Esse projeto ndo foi concluido
devido & elevada rejeicdo por parte das pacientes (96%) e pela maturag@o irregular do
endométrio causada pelo DIU TCu380A (150).

Existe, ainda, uma possibilidade de que a diferenga de etnias seja um viés de selegdo,
ao comparar-se pacientes brasileiras com americanas. Porém, isso parece ser improvavel,
no grupo aqui estudado, por dois motivos. Primeiro, esta descrito na literatura que as
integrinas s@o moléculas que estéo presentes em todos os seres humanos (181). Segundo,
no projeto-piloto foram obtidas sete biopsias endometriais de mulheres comprovadamente
férteis que foram submetidas a laqueadura tubéria. Essa pequena amostra foi comparada

com os controles americanos, € ambos 0s grupos apresentaram a express&o da integrina
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avp3. Esses resultados ndo foram apresentados por ndo fazerem parte dos objetivos do

presente estudo,

As implicagdes da demonstragdo da diminuicdo da expressdo da integrina avp3 no
endométrio das usuarias de DIU de cobre sdo importantes. A inibicdo significativa, mas
parcial, da avp3 na presenga do DIU T200 de cobre pode auxiliar-nos na compreenso do
aumento da razdo das gestagdes ectdpicas e intra-uterinas na presen¢a do dispositivo in

situ (161; 163) e a reconsiderar alguns postulados sobre o seu mecanismo de agdo.

Como ja foi demonstrado que o DIU ndo gera um aumento nas gestagdes ectopicas
(161), fica a hipétese de que a implantagéo é inibida (169). As pacientes com expressio
negativa da avB3 enquadrar-se-iam nessa situacéo. Mais instigante ainda é o trabalho de
Ortiz e colaboradores (127), que demonstraram a presenca da av3 na trompa de Faldpio
na mesma época do que a janela de implantag&o endometrial. Esse relato, associado com a
razdo aumentada de gestagdes ectdpicas, pode gerar razoaveis suposigdes. O ovo poderia
ser atraido pela presenga da avp3. Como essa integrina ndo se encontra no endométrio,
mas no epitélio tubario, a implantagéo ocorreria nesse local. A combinagdo de tais eventos
talvez explique as gestagdes ectdpicas nas usuarias de DIU. Para que isso fosse melhor
compreendido, seria necessario um experimento para verificar a presenga da avp3 no
epitélio tubario na presenga do DIU de cobre. Caso fosse demonstrado, mais uma evidéncia

seria adicionada sobre a atividade local do dispositivo sobre o endométrio.

A negatividade da avB3 em 38,5% das pacientes usuarias do DIU T200 demonstra
que esse dispositivo também apresenta um sitio de ag#o sobre as integrinas e,
possivelmente, sobre a implantagéo. Sob a luz de tais evidéncias, o postulado de Rowe, no
relatério técnico da OMS sobre o mecanismo de agdo do DIU, “..que a inibicdo ou a
alterag8o da: a) migragdo dos espermatozbides no trato genital superior feminino; b) a

fecundacéo, e c) o transporte do 6vulo desempenham uma fung8o mais importante no ser
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humano, do que a probabilidade de prevenir a implantagdo® (143) deveria ser revisto no

sentido da quantificagdo do efeito anti-implantagéo do DIU de cobre.

Autores como Sivin (162), Ortiz (126) e Segal (153) também informam que é
improvavel que o DIU de cobre tenha uma atuagéo significativa sobre a o processo
nidatério. Todavia, a demonstracdo de uma atividade de quase 40% sobre a avf3,
considerada cada vez mais como um marcador endometrial da implantagdo (85; 100; 166),

gera, no minimo, uma reconsideragéo sobre essas afirmagdes.

Entretanto, é improvavel que a presenca ou a auséncia da integrina avp3 seja, por si
s6, responséavel pela explicagéo de todo o mecanismo de agédo do DIU de cobre, uma vez
que 61,5% das pacientes usuarias de DIU apresentaram niveis baixos, mas positivos, dessa
integrina. Isso significa dizer que a significativa inibicdo de um marcador endometrial da
implantagdo em 38,5% das usuérias do DIUT200 ndo explica a eficacia de quase 100%

desse método anticoncepcional.

Logo, ao invés de utilizarmos um pensamento de causa e efeito, devemos apreciar
com maior énfase a possibilidade de que os mecanismos de acdo envoltos sobre o DIU
sejam multifatoriais e multicausais, e devam incluir a inibigdo da implantagdo como um fator

importante.

Cabe ressaltar que esses achados ndo podem ser extrapolados para outros tipos de
DIU, inclusive com quantidades maiores de cobre. O trabalho realizado por de Castro e
colaboradores demonstrou haver diferengas na morfologia endometrial que variavam de
acordo com a quantidade de cobre empregada no DIU (40). Da mesma forma, a propria
associagdo do cobre nos dispositivos de segunda geragdo aumenta a eficacia
anticoncepcional (143); faz-se necessaria, portanto, a realizagdo de estudos in vitro,
utilizando, por exemplo, células Ishikawa, com solu¢cdes de cobre que mimetizem as

condigdes in vivo, ou modelos animais para que se possa identificar as substancias mais



especificas relacionadas a inibicdo da implantacdo e para aperfeicoar os métodos

anticoncepcionais.
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V CONCLUSAO
Com base nos resultados obtidos nessa amostra de pacientes e nessas condigbes

sugere-se que a expressdo da integrina avp3 esta diminuida nas usuarias do DIU T200,

durante a fase secretora média (20°~24° dia do ciclo menstrual).
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VII ANEXO

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Até o momento ndo se sabe como é que o DIU (dispositivo intra-uterino) funciona sobre
pequenas substancias que estéo relacionadas com a capacidade de uma mulher engravidar. Esse
trabalho ird4 servir no auxilio do entendimento médico/cientifico com respeito ao funcionamento do
dispositivo intra uterino sobre essas substancias. Em troca, obter4 um exame gratuito para verificar se
existe cancer ou infecgéio no Utero. O material sera coletado cerca de 6 a 10 dias ap6s a ovulagdo, de
dentro do Utero, através de uma bidpsia de endométrio, procedimento j&4 consagrado na prética
médica e utilizado em consultério. A bipsia geralmente n&o gera desconforto nas pacientes que j&
tiveram filho, mas podera sentir certo grau de dor (d6i mais do que a coleta do preventivo de cancer,
mas déi menos do que uma histerossalpingografia, assemelhando-se a dor experimentada numa
obturag&o de dente). Caso a paciente experimente dor, podera ser administrada uma medicagso ou o
uso de anestesia local. Raramente ocorrem problemas para a bidpsia de endométrio, e quando
ocorrem n&o s&o sérios ou duradouros. Pode haver dificuldade de passar a cureta pelo canal cervical,
0 que pode gerar a dor; caso esteja gravida, pode haver um sangramento aumentado, mal estar,
febre. O risco de abortamento pelo procedimento é muito baixo. Como ser4 utilizado uma cureta de
plastico flexivel e descartavel e o procedimento sera realizado em condigGes assépticas (limpa), o
risco de perfuragdo uterina e o de infecgéo pélvica sdo despreziveis, eles sdo menores do que a
colocagéo do DIU.

NZo existem métodos alternativos para esse procedimento. O Dr. Ricardo F. Savaris ficara
responsavel pelo acompanhamento da paciente, a sua assisténcia, escolha da medicagéo e pelos
custos relacionados com exames de laboratério e medicamentos, caso seja necessério. Fica
esclarecido que n&o existe a presenga de um grupo placebo (que usa um remédio falso), bem como a
garantia do sigilo que assegure a privacidade e a liberdade de sair desse trabalho quando bem quiser
sem penalizagdo ou prejuizo ao seu cuidado. A paciente ndo ter4 despesas para participar desse
trabalho.

O material obtido nesse trabalho ndo sera utilizado com fins comerciais.
Esse documento se encontra em duas vias iguais de igual contetdo e valor.

Eu, , abaixo assinado, ciente dos termos acima

descritos, aceito a participar desse trabalho (Niveis de integrina avB3 no endométrio de mulheres

usudrias do DIUT200), por livre e espontanea vontade.

Porto Alegre, __ /___/

assinatura da paciente



ARTIGO EM INGLES SUBMETIDO AO MOLECULAR HUMAN
REPRODUCTION



10

11

12

13
14
15
16
17
18
19
2
2

Biblotacn | 1
FAMED/MLEA )

Title: Expression of the av3 integrin in the endometrium of women using the copper [UD

T200

Key words:

contraception/ integrins/ [UD/ endometrium/ implantation

Authors:

Ferrari, AN., Fundagfo Universitdria de Endocrinologia ¢ Fertilidade, FUEFE, Porto Alegre,

CEP 90630-130, Brazil

Savaris, R.F., P6s-Graduagio em Clinica Médica, UFRGS, Porto Alegre, CEP 90630-130,

Brazil

Zettler, C.G., Departamento de Patologia, Fundagio Faculdade Federal Ciéncias Médicas de

Porto Alegre, Porto Alegre, CEP 90050-170, Brazil

Abstract:

Despite their use for many years, the precise mechanism by which copper-containing
intrauterine devices (IUDs) function is still not well understood. It has been postulated that
IUDs also exert contraceptive action on implantation. The avf3 integrin is an adhesion
molecule that is increasingly recognized as an endometrial marker of uterine receptivity. We
hypothesized that avp3 expression might be diminished in endometrium of TUD users during
the window of implantation. To investigate this possibility, 13 TUD T200 users underwent
timed endometrial biopsy and were compared with regard to histology and integrin expression
with 13 normal fertile controls. All women had endometrial biopsies during the middle

secretory phase (days 20~24), analyzed by conventional histological criteria and stained for
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receptivity and implantation.
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coincident with the opening of the window of implantation as described by Hertig ez al.
(Hertig et al., 1956) while the disappearance of a4-subunit on cycle day 24 sets its closure
(Lessey et al., 1996a). The coexpression of these three integrins subunits is related to the
putative "window of implantation" thought to occur on cycle day 20 to 24 (Lessey et al.,
1994a). The expression of the endometrial av3 is aberrant in women with endometriosis
(Lessey et al., 1994b), hydrosalpinges (Meyer et al., 1997), luteal phase defect (Lessey et al.,
1996b) and unexplained infertility (Lessey et al., 1995), although some authors did not find
the same results in patients with endometriosis (Hii and Rogers, 1998). Because of the
temporal pattern of their expression around the time of implantation and their absence in
conditions related to infertility, these integrins might have an important role as a potential

marker of uterine receptivity (Lessey, 1994; Tabibzadeh, 1997).

We conducted the present study in order to determine if copper intrauterine devices induce
abnormal integrins expression. We aimed to evaluate the expression of the $3 integrin subunit
in the endometrium of copper IUD users during the putative window of implantation. To our
knowledge, this is the first prospective and controlled investigation of the expression of this

integrin in the endometrium of copper IUD users.
Materials and methods

Study design

The use of human tissue for research was based on informed consent and approved by the
Ethical Committee of the General Hospital of Porto Alegre (HCPA). A prospective, case-
controlled study was performed comparing the expression of avp3 integrin in copper ITUD
users (cases), from a secondary health care unit, to fertile controls that were submitted to

hysterectomy for benign conditions or tubal sterilisation. The cases were invited by letter. The
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criteria for inclusion were normally cycling women with >18 and < 40 year-old, no use of
hormones over the last 3 months, a fixed partner, proven fertility (parity >1), negative exams
for sexual transmitted disease (gonorrhoea and chlamydia), no previous history of pelvic
inflammatory disease or endometriosis, normal and recent pap smear and endometrial
biopsies "in phase” (dyssynchrony of < 2 days) based on the time of ovulation. All women

who did not fulfil these inclusion criterion were excluded.

Tissue evaluation

All biopsies were obtained during the mid-luteal phase between cycle days postovulatory day
6 ~10 (LH +6 ~ +10) with a plastic flexible curette (Z-Sampler, BEI Medical Instruments, San
Francisco, CA) based on urinary LH surge (LH kit, Expomed Inc. San Antonio, CA).
Endometrial samples were divided for histological dating and immunohistochemical staining.
Endometrial histological dating was performed according to the criteria of Noyes et a/ (Noyes
et al., 1950). Immunoperoxidase staining was performed using the monoclonal mouse anti-
human antibody for B3-subunit, SSA6 (kindly provided by Prof. B.A. Lessey), which
correlates with the expression of av33 in the human endometrium (Lessey e al., 1996a).
Serial cryosections, 8 um thick, were placed onto poly-L-lysine coated slides, fixed in acetone
at -20°C for 10 min. After a phosphate-buffered saline (PBS) at pH 7.2-7.4 rinse, endogenous
peroxidases were quenched with a 30 min incubation with 0.3% H,0, (Sigma Chemical Co.,
St. Louis, MO, USA) in absolute methanol (Mallinckrodt, Paris, KY, USA). Slides were
incubated with 0.3% Triton X-100 (Sigma) diluted in PBS for 10 min after 2 x 5 min PBS
rinse. After new rinse with PBS, unspecific sites were blocked with 2% horse serum albumin
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) for 30 min. Primary antibody at dilution of
20pg/ml in 1% horse serum (Vector) was incubated overnight at +4°C. After a rinse with PBS

for 3 min, secondary antibody consisting of biotinylated horse anti-mouse (Vector) was
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incubated for 30 min at room temperature. Avidin-biotinylated horseradish peroxidase

macromolecular complex (ABC-Vector) was then incubated on the sections for 30 min. The
diaminobenzadine was used as a chromagen (DAB; Sigma) for 3 min to complete the
reaction. Samples were counter staining with haemathoxylin and mounted. The resulting
staining was evaluated on a Nikon microscope at low (100x) and higher (400x) magnification
by two independent readers in a blind fashion using the histological score (HSCORE) as
previously described (Lessey et al., 1994b), having 0.7 as a cut-off between positive and
negative staining (Lessey ef al., 1994b). The use of HSCORE has been used clinically with
low inter- and intra-observer variation (Budwit-Nowotny et al., 1986).

Statistical analysis

Comparison of the means of HSCORE of both groups was performed using Student's -test,

The Fisher exact test was used to compare dichotomic data (IUD/controls x integrin

positive/negative).

Statistical analysis was performed using Excel 7.0 software (Microsoft Corporation,

Redmond, WA, USA) and EPI Info 5.01b software (Céntre for Disease Control, Atlanta, GA,

USA)

Results

One hundred and fifty two copper IUD users registered in a secondary health care unit were
invited by letter to participate in the study. Twenty four patients attended the first consult and
accepted to participate. From these 24 patients, 7 (29.16%) quit or changed address and
follow up was not possible. Three (12.5%) were excluded for not fulfilling the including
criteria. Fourteen endometrial samples were obtained from the remain patients. One biopsy

from an IUD user was out of phase and was excluded. Controls were obtained from patients
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submitted to tubal sterilisation or hysterectomy for benign conditions from a tertiary health
care centre. No difference was observed between the two groups when age, parity, and day of
biopsies were compared (Table 1). No complications or displacements of the contraceptive
devices were observed in IUD group. The expression of av3 at days LH+6~+10 of the cycle
was substantially lower (Student's #-test; P=0.001) in IUD users (HSCORE= 0.96 + 0.7; mean
+ SEM) when compared to controls (HSCORE= 2.13 + 0.7; mean + SEM) as shown in Figure
1 and Graph 1. All controls were positive for avB3 (100%), while 8/13 (61.5%) of IUD users
had a positive expression when the HSCORE of 0.7 was considered as the cut off for positive
and negative expression. Five out of 13 (38.5%) had a negative expression of avp3 in IUD
users. These results were significantly different between the two groups (Fisher exact test;

P=0.03) as shown in Table 2. All samples were well stained, having no background.

Discussion

Intrauterine devices are thought to function in part by interfering with uterine receptivity.
Unfortunately, there are few studies that have established this with certainty. The av3
integrin is increasingly recognised and used as a marker of uterine receptivity (Ilesanmi et al.,
1993; Lessey et al., 1995; Tabibzadeh, 1997). The lack of studies on the expression of the
avp3 in the presence of copper IUD lead us to perform this present study. Both groups were
matched for all relevant variables, except for the presence of copper IUD.
Immunohistochemistry was performed in cryosections in order to avoid artefact. Comparison
of endometrial samples of women with copper IUD and normal fertile controls demonstrated
that avP3 levels are significantly lower in the endometrium of copper IUD users. The avp3
may be decreased for two reasons. First, due to a histological delay (type I defect) (Lessey,

1997) and secondly avp3 can be missing during the window of implantation without a
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histological delay (type II defect) (Lessey, 1997). Type II defect has been noted in women
with hydrosalpinx (Meyer et al., 1997) and endometriosis (Lessey et al., 1994b). Therefore,

the aberrant expression of avf33 in the presence of copper IUD is a type II defect.

The possible explanations for our findings could be related with mechanical, paracrine factors
or both. The separation of the two endometrial lining by the IUD could inhibit some cofactor,

which might be related to integrin expression.

The local inflammatory response caused by IUD is intensified by the presence of copper
(Newton and Tacchi, 1990). Consequently, there is a shift of the normal lymphocytes cells
and an increase in neutrophils, mononuclear cells and plasma cells in the endometrium,
which is unrelated to the inflammatory cells’ infiltration that occurs pre-menstrually
(Johannisson E, 1998). These cells might secrete some factor, such as basic fibroblast growth

factor (bFGF) which is related to diminished expression of av33 (Klein et al., 1993).

The copper TUD releases free copper and copper salts which have a biochemical and a
morphological impact in the endometrium (Vessey et al., 1979). In respect of the integrins,
EDTA, a calcium chelator, prevents the binding of al and a6 to the extracellular matrix
(Grosskinsky et al., 1996). One possible explanation is that copper ions might also modulate

the integrin expression.

Failure of progesterone receptors (PR) down-regulation is associated with aberrant avf3
expression (Lessey et al., 1996b). It was demonstrated that PR are still expressed from day 25
onwards of the menstrual cycle in the preseﬁce of TUD T200 (de Castro et al., 1986). Thus is

reasonable to speculate in a prolonged and aberrant expression of PR, which would influence

the low levels of avf33.
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Despite of the strong evidences favouring the inhibition of avB3 in the presence of copper
IUD, some limitations should be addressed. Could be argued that the lower levels of avB3 in
IUD users could be due to other reasons, such as the presence of endometriosis or
hydrosalpinx. There is a small possibility that IUD users might have hydrosalpinx and/or
endometriosis. However, laparoscopy would be the choice to rule out these conditions, and
doing that would implicate in ethical issues. We tried to overcome this problem in a before
and after type pilot project in surgically sterilised patients, but there was a great rejection

from them. Therefore, we opted for this methodology.

The diminished expression of integrin avp3 in endometrium of copper IUD was
demonstrated. The expression of avp3 was diminished in 38.5% of the IUD users. This find
add new data for the theory that copper IUD also has a mechanism of action on the
implantation site. The avB3 expression itself cannot explain alone the mechanism of action
of the copper IUD, since 61.5% of them had a positive expression. This result does not
explain the almost 100% contraceptive efficacy of copper IUD (Rowe, 1992). Therefore, we
should appreciate with more caution the possibility that the mechanisms of action of copper
IUD are related to more than one site and have more than one cause, having the implantation
inhibition as an important factor. It should be stressed that these results cannot be
extrapolated to other IUD types, even the ones with different amounts of copper. The paper
published by de Castro et al. (de Castro et al., 1986) demonstrated that histological and
cellular alterations in the endometrium occurred according to the amount of copper on the
IUDs. Thus, the specific mechanism involved in this reduced expression, if it is due to copper

ions, mechanical, or paracrine factors, is a matter that needs further research.
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Table 1 Sample characterization

Controls (n=13) IUDs (n=13) P value *
Mean + SEM Mean + SEM
Age (years) 279+5.18 30.1 £3.18 0.2NS
Parity 25+0.77 32+1.64 0.18 NS
Day of biopsy 23.3+0.58 22.6 +1.58 0.13NS

*NS: non significant

Table 2 Individual results of immunoperoxidase staining (HSCORE) between controls and

copper intrauterine device (IUD) users.

Patient # HSCORE HSCORE

CONTROL IUD

1 3.7 2.13
2 35 2.03
3 2.7 1.93
4 2.6 1.83
5 24 1.53
6 23 1.33
7 2 0.83
8 2 0.83
9 1.5 0.03
10 LS 0.03
11 1.2 0.03
12 1.2 0.03
13 1.2 0.03
Positive/Total* 13/13 8/13

* p =0.03 (Fisher’s exact test)



264

265

Graph 1 Expression of $3 integrin subunit in the endometrium of copper IUD T200 users
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Resumo:

Apesar de ser utilizado por muitos anos, o mecanismo exato pelo qual os dispositivos
intra-uterinos de cobre (DIU) funcionam ainda ndo foi completamente compreendido. Tem
sido postulado que o DIU também exerce a sua atividade anticoncepcional sobre a
implantagdo. A integrina avP3 € uma molécula de ades3o que tem sido cada vez mais
reconhecida como um marcador endometrial da receptividade uterina. A nossa hipétese é que
a expressdo da integrina a3 possa estar diminuida no endométrio de mulheres usuarias do
DIU durante a janela de implantagdo. Para investigar essa possibilidade, 13 usuérias do DIU

T200 foram submetidas a uma biopsia endometrial e foram comparadas com relagdo a
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histologia e a expressdo da integrina avf33 com 13 controles normais e férteis. Todas as
mulheres tiveram a sua biépsia endometrial durtante a a fase secretora media (dias 20~24),
analisadas de acordo com os critérios convencionais para histologia e coradas para a
subunidade 3 da integrina em amosrtas criopreservadas. O HSCORE para as usuarias do
DIU foi de 0,9 £ 0,7 (média = DP), enquanto que nos controles foi de 2,13 + 0,7 (média +
DP)(P < 0,001 Test- de Student). Todos os controles foram positivos para avf3, mas as
mulheres com DIU nfo expressaram a integrina av33 38,5% dos casos (P < 0,03 Teste exato
de Fisher). Esses resultados apoiam a teoria de que o DIU T200 de cobre também tem um

ismo de agdo que interfere diretamente com a receptividade uterina e a implantagio.
mecan
introducao

O dispositivo intra-uterino (DIU) €, provavelmente, o métod anticoncepcional mais seguro e
mais comumente utilizado no mundo, depois dos anticoncepcionais orais (Rowe, 1992).
Todavia, o seu mecanismo de agdo ainda néo foi bem compreendido e é controverso (Ortiz et
al., 1996; Spinnato, 1997). Tem sido sugerido que o DIU atua através da interferéncia do
transporte de espermatozdides (Tredway et al., 1975), fertilizagiio (Alvarez et al., 1988) e da
implantag¢do (el-Sahwi and Moyer, 1971; Ortiz and Croxatto, 1987). Também esta descrito

o DIU estimula uma resposta inflamatoria no utero (Spinnato, 1997).
que

As integrinas, uma familia de moléculas de adesdo, consistem em subunidades o e B que sdo
transmembranas ¢ estdo envolvidas nas interagdes célula-célula e célula-substrato (Lessey et
al., 1996b). Esses receptores de adesdo das células estdo envolvidos numa variedade de
processos humanos (Ruoslahti et al., 1994). Recentemente, a expresséo das integrinas no
endométrio humano foi descrito (Lessey ef al., 1992). A imunoistoquimica tem sido 0 método

driio para avaliar a expressdo das integrinas (Béliard et al., 1997; Lessey et al., 1992; Ortiz
padr
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et al., 1998). Trés subunidades especificas (a1, a4 € B3) demonstram um padrdo de
expressdo que ¢ dependente do ciclo menstrual nas glandulas € no epitélio luminal do
endométrio humano durante o ciclo menstrual (Lessey ef al., 1996a). O surgimento abrupto
da avp3 no 20° dia do ciclo menstrual (Tabibzadeh, 1992) ¢ coincidente com a abertura da
janela de implantagdo como foi descrito por Hertig ef al. (Hertig et al., 1956) enquanto que o
desaparecimento da subunidade a4 no 24° dia do ciclo menstrual estabelece o seu
fechamento (Lessey et al., 1996a). A coexpressdo dessas trés subunidades de integrina estd
relacionada com a “dita” janela de implantag@o, que se acredita ocorrer entre 0 20° e 24° dia
do ciclo menstrual (Lessey ef al., 1994a). A expressdo endometrial da av3 ¢ aberrante em
mulheres com endometriose (Lessey et al., 1994b), hidrossalpinge (Meyer et al., 1997),
deficiéncia de corpo liteo (Lessey ef al., 1996b) ¢ infertilidade sem causa aparente (Lessey et
al., 1995), apesar de que alguns autores ndo tenham encontrado os mesmos resultados em
pacientes com endometriose (Hii and Rogers, 1998). Pelo fato do seu padrio de expressdo
temporal ao redor da janela de implantag@o e a sua auséncia em condigdes relacionadas com
a infertilidade, essas integrinas podem Ter um papel importante como potenciais marcadores

da receptividade uterina (Lessey, 1994; Tabibzadeh, 1997).

O presente estudo foi conduzido para determinar se o dispositivo intra-uterino de cobre induz
uma expressdo anormal da expressdo da integrina. O objetivo ¢ avaliar a expressdo da
subunidade B3 no endométrio de mulheres usuarias do DIUT200 durante a janela de
implantagdo. Para 0 nosso conhecimento, esse € o primeiro estudo prospectivo e controlado
que investiga a expressao dessa integrina no endométrio de mulheres usuarias do DIUT200 de

cobre.

Material e métodos
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Delineamento

O uso de tecido humano para pesquisa foi realizado através do consentimento informado a
aprovado pelo comité de ética do hospital de clinicas de Porto Alegre (HCPA). Um estudo
prospectivo, caso-controlado foi realizado comparando a expressio da integrina av3 em
usudrias de DIUT200 de cobre (casos), de um posto de satide de atendimento secundério, com
mulheres comprovadamente férteis que foram submetidas a histerectomia por condigdes
benignas ou a esterilizagdo cirtrgica. Os casos foram convidados a participar através de
cartas. Os critérios de inclusdo foram a presenga de ciclos menstruais regulares, idade >18 e <
40 anos de idade, ser usudria do DIUT200 ha mais de 1 ano, nfio estar usando hormonios nos
Gltimos 3 meses, parceiro fixo, fertilidade comprovada (paridade >1), negatividade de exames
para doengas sexualmente transmissiveis (gonorréia e clamidia), sem histéria prévia de
doenga inflamatéria pélvica ou endometriose, citopatoldgico de colo uterino recente € normal
e biopsia endometrial “em fase” (dissincronia < 2 dias) baseado no momento da ovulagdo.

Todas as mulheres que ndo preenchessem esses critérios seriam excluidas.

Avaliagdo histoldgica

Todas as biopsias foram obtidas durante a fase média, entre os dias 6 ~10 pés-ovulagio (LH
+6 ~ +10) com uma cureta plastica flexivel (Z-Sampler, BEI Medical Instruments, San
Francisco, CA) de acordo com a onda do hormonio luteinizante na urina (LH kit, Expomed
Inc. San Antonio, CA). As amostras endometriais foram divididas em duas partes : uma para a
histologia e outra para a imunoistoquimica. A datag@o endometrial foi realizada de acordo
com o s critérios de Noyes et al (Noyes et al., 1950). A colocardo por imunoperoxidase foi
realizada utilizando o anticorpo monoclonal de camundongo anti-humano para a subunidade

B3, SSA6 (gentilmente cedido pelo Prof. B.A. Lessey), o qual se correlaciona com a
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expressdo da integrina avB3 no endométrio humano(Lessey e al., 1996a). Cortes
criopreservados com 8 um de espessura foram colocados sobre 1aminas tratadas com poli-L-
lisine, fixadas em acetona a -20°C por 10 min. Apds lavagem com solugéo salina tamponada
de fosfato (PBS) com pH 7,2-7.4, a peroxidase endégena foi quebrada com a incubagio por
30 min com 0,3% H,0, (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) em metanol absoluto
(Mallinckrodt, Paris, KY, USA). As 1dminas foram incubadas com 0,3% Triton X-100
(Sigma) diluido em PBS por 10 min depois de terem sido lavadas por 2 x 5 min com PBS.
Apbs nova lavagem com PBS, os locais inespecificos foram bloqueados com albumina eqiiina
a 2% (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) por 30 min. A diluigdo do anticorpo
primério foi de 20pug/ml em soro eqiiino a 1% (Vector) e foi incubado durante a noite & +4°C.
Ap6s lavagem com PBS por 3 min, o anticorpo secundario biotinilado que consistia de cavalo
anti-camundongo (Vector) foi incubado por 30 min em temperatura ambiente. O complexo
macromolecular biotinilado avidina- peroxidase horseadish (ABC-Vector) foi entdo incubado
nas laminas por 30 min. O diaminobenzidina foi usado como cromégeno (DAB,; Sigma) por 3
min para completar a reag#o. As amostras foram contra-coradas com hematoxilina e
montadas. O resultado final da colocardo foi realizado sob microscopia optica Nikon em
aumentos de 100x e 400x por dois pesquisadores independentes de forma cega, usando o
escore histologico(HSCORE) como descrito previamente (Lessey ef al., 1994b), tendo por
limite entre colocardo positiva e negativa o escore de 0,7 (Lessey et al., 1994b). O uso do
HSCORE tem sido utilizado clinicamente com uma baixa variag3o inter e intra-observador
(Budwit-Nowotny ef al., 1986).

Andlise estatistica

A comparagdo das médias do HSCORE de ambos os grupos foi realizada usando o Teste-¢ de
Student. O teste exato de Fisher foi utilizado para comparar os dados dicotomicos

(DIU/controles x integrina positiva/negativa).
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Resultados

Cento e cinquenta e duas pacientes usuarias do DIUT200 de cobre registradas no centro
eiundério de saude foram convidadas por corta para participar do estudo. Vinte e .quatro
| ientes compareceram a primeira consulta e aceitaram participar. Dessas 24 pacientes, :
p21:116%) desistiram ou mudaram de enderego € o seguimento ndo foi possivel. Trés (12,5%)
ior;m excluidas por ndo preencherem os critérios de inclusdo. Quatorze bi(’)psif.:ts
endometriais foram obtidas das pacientes restantes. Uma bidpsia de uma usuaria do IZ;U
tava foram de fase e foi excluida. Os controles foram obtidos de pacientes submetidas a
:j j rectomia por condigdes benignas ou a esterilizagdo cirargica num centro de saﬁc.le
ls 6':airio Nenhuma diferenga foi observada entre os dois grupos quando a paridaed, idaed e
:Zla bi;ﬁpsia foram comparados (Tabela 1). Nenhuma complicagio ou deslocamento do
dispositivo intra-uterino foi observado no grupo das usuérias de DIU. A expresséo di.l
integrina avB3 nos dias LH+6~+10 do ciclo menstrual foi substancialmente mais baixa
lT te-¢ de Student ; P=0.001) nas usuarias de DIU (HSCORE= 0,96 + 0,7; média + DP)
- do comparada com os controles (HSCORE= 2,13 + 0,7; média + DP) como demonstrado
quaFnigura 1 e Gréfico 1. Todos os controles foram positivos para avp3 (100%), enquanto qu:
na
8/13 (61,5%) das usuarias de DIU tiveram uma expressdo positiva quando o HSCORE. de O,
foi considerado como ponto limite entre positivo e negativo. Cinco entre 13 (38,5%) tiveram
(:na expressdo negativa da ovP33 nas usuarias de DIU. Esses resultados foram diferentes
u’ gnificativamente entre os dois grupos (Teste exato de Fisher; P=0.03) como demonstrado na
si

a ndo background.
2. Todas as amostras foram coradas adequadamente nio apresenta
Tabela 2. To
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Discussio

Acredita-se que os dispositivos intra-uterinos atuem em parte através da interferéncia da
receptividade uterina. Infelizmente, existem poucos estudos que demonstrem isso com
certeza. A integrina av33 tem sido reconhecida, cada vez mais, como um marcador da
receptividade uterina (Ilesanmi et al., 1993; Lessey et al., 1995; Tabibzadeh, 1997). A falta de
estudos sobre a expressdo da integrina the avP3 na presenga do DIU de cobre nos levou a
conduzir o presente estudo. Os dois grupos foram comparados quanto a todas as variaveis
relevantes, exceto a presenga do DIU de cobre. A imunoistoquimica foi realizada em
amostras criopreservadas para evitar artefatos. A comparagdo das amostras criopreservadas
das usuarias do DIU com os controles demonstrou que os niveis de avp3 estdo
significativamente mais baixos no endométrio das usuarias do DIU de cobre. A avf3 pode
estar diminuida por duas razdes. Primeiro, por um atraso histologico (defeito Tipo 1) (Lessey,
1997) e segundo, a avB3 pode estar ausente durante a janela de implantagio sem a presenga
de um atraso histologico (defeito Tipo II) (Lessey, 1997). O defeito tipo II tem sido notado
em mulheres com hidrossalpinge (Meyer et al., 1997) ¢ endometriose (Lessey ef al., 1994b).

Portanto, a expressdo aberrante da av33 na presenga do DIU de cobre é um defeito tipo IL.

As explicagdes possiveis para nossos achados podem estar relaciondas com fatores
mecanicos, pardcrinos ou ambos. A separagdo das camadas endometriais pelo DIU pode

inibir algum cofator, o qual pode estar relacionado com a expressdo da integrina.

A resposta inflamatoria local causada pelo DIU ¢ intensificada pela presenga do cobre
(Newton and Tacchi, 1990). Consequentemente, existe uma mudanga dos linfocitos normais
para um aumento dos neutrdfilos, monécitos e plasmdcitos no endométrio, os quais ao estéo

relacionados com o infiltrado inflamatdrio que ocorre normalmente na pré-menstruagdo
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(Johannisson E, 1998). Essas células podem secretar algum co-fator, como o fator de
crescimento de fibroblasto basico (bFGF) o qual esta relacionado com a diminuigédo da

integrina avPB3 (Klein et al., 1993).

O DIU de cobre libera sais de cobre € o cobre livre, 0 quais possuem um impacto bioquimico
e morfologico no endométrio (Vessey ef al., 1979). Com respeito as integrinas, o EDTA, um
quelante de calcio, previne a ligagdo das subunidades a1 e a6 na matriz extra-celular
(Grosskinsky et al., 1996). Uma possivel explicagdo € que os ions de cobre possam modular a

expressdo da integrina.

A falha do down-regulation dos receptores de progesterona (PR) esta relacionada com a
expressdo aberrante da av33 (Lessey ef al., 1996b). Foi demonstrado que os PR ainda estdo
presentes a partir do 25° dia em diante do ciclo menstrual na presenga do DIUT200 (de Castro
et al., 1986). Logo, é razoavel especular numa expressdo prolongada e aberrante dos PR, os

quais podem influenciar nos baixos niveis da avf33.

Apesar das fortes evidéncias favorecendo a inibigdo da avP3 na presenga do DIU de cobre,
existem algumas limitagdes que devem ser abordadas. Poderia-se questionar que os baixos
niveis de avB3 nas usuarias do DIU posa ser devido a outros fatores, como a presenga de
endometriose ou hidrossalpinge. Existe uma pequena possibilidade de que as usuarias do DIU
devam Ter hidrossalpinge e/ou endometriose. Entretanto, a laparoscopia seria a Ginica esolha
para descartar essas condigdes simultaneamente, e, o fazer isso, implicaria em questdes
éticas. Tentamos superar esse problema realizando um projeto piloto do tipo antes-e-depois
em mulheres que haviam sido cirurgicamente esterilizadas, mas houve uma grande rejei¢do

por parte das mesmas em participar do estudo. Por isso, optamos por esse delineamento.
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A diminuigdo da expresséo da integrina avp3 no endométrio de usuarias do DIU de cobre foi
demonstrada. A expressdo foi negativa em 38,5% das usuarias do DIU. Esse achado adiciona
novos dados para a teoria de que o DIU de cobre também tem uma mecanismo de ago sobre
o local da implantagdo. A expressdo da avB3 por si s6 ndo explica 0 mecanismo de agdo do
DIU de cobre, uma vez que 61,5% delas tinham uma expressdo positiva. Esse resultado ndo
explica os quase 100% de eficacia do DIU de cobre como método anticoncepcional (Rowe,
1992). Portanto, devemos apreciar com maior cuidado a possibilidade de que o mecanismo de
agio do DIU de cobre esta relacionado com mais de um local de agdo, tendo a inibigdo da
implantagdo como um fator importante. Deve se lembrado que esses resultados ndo devem ser
extrapolados para outros tipos de DIU ou com quantidades diferentes de cobre. O artigo
publicado por de Castro et al. (de Castro et al., 1986) demonstrou que as alteragdes
histolégicas e celulares no endométrio ocorrem de acordo com a quantidade de cobre nos
DIUs. Portanto, o mecanismo especifico envolvido na expresso reduzida da avp3, se é
devido aos ions de cobre, ou aos fatores paracrinos ou mecénicos ¢ uma questio que aguarda

outras pesquisas.
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Tabela 1 Caracteriza¢do da amostra

Controles (n=13) DIUs (n= 13) valorde P *
Média + DP Média + DP
Idade (anos) 279+5.18 30.143.18 0.2NS
Paridade 254077 32+ 164 0.18 NS
Dia da bidpsia 23.3+0.58 22.6+1.58 0.13 NS

*NS: ndo-significantivo

Tabela 2 Resultados individuais da colocarfo por imunoperoxidase (HSCORE) entre
controles e usudrias di dispositivo intra-uterino de cobre (DIU).

Paciente # HSCORE HSCORE
CONTROLE DIU
1 3.7 2.13
2 3.5 2.03
3 2.7 1.93
4 2.6 1.83
5 2.4 1.53
6 2.3 1.33
7 2 0.83
8 2 0.83
9 1.5 0.03
10 1.5 0.03
11 1.2 0.03
12 1.2 0.03
13 1.2 0.03
Positivo/Total* 13/13 8/13

* p =0.03 (Teste exato de Fisher)
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281  Griafico 1 Expressdo da subunidade 33 no endométrio de usuarias do DIU T200 de cobre e

282  nos controles.
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Figura 1 Localizagdo por imunoistoquimica da subunidade 33 no endométrio dos controles e
das usudrias do DIUT200 de cobre (A) Colocargo tipica de uma glandula endometrial para
anticorpo de camundongo anti-humano para a subunidade B3 no endométrio (seta fina) no 8°
dia pos-ovulatério do controle. (B) Um exemplo de ndo-coloragdo para 33 (asterisco) na
glandula endometrial de uma usudria do DIU de cobre no 7° dia p6s-ovulatério do ciclo
menstrual. Observe a presenga da 33 no endotélio como controle interno positivo (seta curta).
(Magnificaggo original de X100).
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