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Simdes RS. Concentracdo do acido hialurénico e dos pequenos proteoglicanos
ricos em leucina no endométrio de pacientes com sindrome dos ovarios
policisticos em comparacdo a de mulheres eumenorreicas [Tese]. Sao Paulo:

Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo: 2015.

INTRODUCAO: A matriz extracelular no endométrio fornece vasta gama de
sinais envolvidos em diferentes processos celulares, tais como morte celular e
proliferagcdo. Neste sentido, os glicosaminoglicanos e os proteoglicanos,
juntamente com os fatores de crescimento, modulam varias etapas da
angiogénese, proliferagdo celular e remodelagédo do estroma, o que pode ser
importante para o fluxo menstrual regular e a redugcdo dos processos
proliferativos. Além disso, sdo importantes para a adequada interagdo materno-
fetal. OBJETIVO: Avaliar a concentracao de acido hialurénico, das enzimas de
biossintese do acido hialurénico - hialurénico sintases (HAS1, HAS2 e HAS3) e
dos pequenos proteoglicanos ricos em leucina (decorim, biglicam, lumicam e
fiboromodulina) no endométrio de pacientes com sindrome dos ovarios
policisticos (SOP) e de mulheres eumenorreicas. METODOS: Foram
analisadas 20 amostras de endométrio, 10 provenientes de pacientes com SOP
e 10 de mulheres com ciclos menstruais regulares na fase proliferativa do ciclo,
com idade variando entre 20 e 35 anos, atendidas na Divisdo de Clinica
Ginecologica do Hospital das Clinicas da FMUSP (HC-FMUSP). A
determinacao do perfil e da concentracdo do acido hialurdnico foi efetuada por
método bioquimico de ensaio fluorimétrico (ELISA-like). A sua localizagdo no
tecido endometrial, assim como as dosagens das enzimas sintases (HAST,
HAS2 e HAS3) e dos pequenos proteoglicanos ricos em leucina (decorim,
biglicam, lumicam e fibromodulina e), foi feita por imunoistoquimica e "western
blotting". Para a analise dos resultados foi utilizado o teste t de student
(p<0,05). Os calculos foram realizados com auxilio do programa SPSS
versdao13 (SPSS, Chicago, IL). RESUTADOS: Houve maior concentragao de
acido hialurénico no endométrio de mulheres eumenorreicas na fase

proliferativa do ciclo menstrual do que no das com sindrome dos ovarios



policisticos. Com relacédo as sintases do acido hialurdénico, observou-se maior
reatividade de HAS1 e HAS2 e menor reatividade de HAS3 no endométrio de
mulheres com SOP em relagdo as mulheres com ciclos menstruais regulares
na fase proliferativa. Quanto aos pequenos proteoglicanos ricos em leucina
notou-se maior imunorreatividade de decorim e lumicam no endométrio de
pacientes com SOP. CONCLUSOES: As pacientes com SOP apresentam
menor concentragdo de acido hialurénico e maior reatividade ao decorim e
lumicam em relagdo as mulheres com ciclos regulares na fase proliferativa.
Esses dados sugerem que nas pacientes com SOP, o endométrio seria menos

receptivo e teria mecanismos para evitar a proliferagao excessiva.

Descritores: Sindrome do ovario policistico, Endométrio, Acido hialuronico,

Proteoglicanos, glicosaminoglicanos.



Simdes RS. Concentration of hyaluronic acid and small leucine-rich
proteoglycans in the endometrium of patients with polycystic ovary syndrome in
comparison with eumenorrheic women [Tese]. Sdo Paulo: “Faculdade de

Medicina, Universidade de Sao Paulo”: 2015.

INTRODUCTION: Endometrium extracellular matrix provides wide range of
signals at different cellular levels like cell death and proliferation. In this regard,
glycosaminoglycans and proteoglycans, along with growth factors, modulate
various stages of angiogenesis, cell proliferation and remodeling of the stroma,
which can be important for regulating menses and reducing the proliferative
processes. Additionally, it is important for proper fetal-maternal interactions.
OBJECTIVE: Evaluate hyaluronic acid concentration, the enzymes of hyaluronic
acid synthases (HAS1, HAS2 and HAS3) and small leucine-rich proteoglycans
(decorin, lumican, fibromodulim and biglycan) in the endometrium of patients
with polycystic ovary syndrome (PCOS) and eumenorrheic women. METHODS:
A total of 20 endometrial samples from 10 patients with PCOS and 10 women
with regular menstrual cycles in the proliferative phase, with ages ranging
between 20 and 35 years, attended at Gynecology Division of Clinical Hospital
of the FMUSP (HC-USP). Profile determination and the concentration of
hyaluronic acid were performed by biochemical method of fluorimetric assay
(ELISA-like). Its location in the endometrial tissue as well as the dosage of
enzymes synthases (HAS1, HAS2 and HAS3) and small leucine-rich
proteoglycans (decorin, lumican, fibromodulim and biglycan) was done by
immunohistochemistry and western blotting. To analyze the results Student t
test was used (p < 0.05). The calculations were performed with software SPSS
version 13. RESULTS: A higher concentration of hyaluronic acid in
eumenorrheic women endometrium in proliferative phase when compared with
polycystic ovary syndrome. Regarding hyaluronic acid synthases, there was a
higher HAS1 and HAS2 reactivity and lower HAS3 reactivity in the PCOS
endometrium compared to women with regular menstrual cycles in the
proliferative phase. Decorin and lumican showed higher immunoreactivity in
PCOS endometrium. CONCLUSIONS: PCOS patients have a lower



concentration of hyaluronic acid and greater reactivity to decorin and lumican
than eumenorrheic women in proliferative phase. These data suggest that in
patients with PCOS, the endometrium would be less receptive and have

mechanisms to prevent excessive proliferation.

Descriptors: Polycystic Ovary Syndrome, Endometrium, Hyaluronic Acid,

Proteoglycans, Glycosaminoglycans.



1. Introducéo

A Sindrome dos Ovarios Policisticos (SOP) constitui uma desordem
endocrina que atinge 5-10% das mulheres durante a vida reprodutiva. Pode
levar a alteragdes do ciclo menstrual, como amenorreia e oligomenorreia (Azziz
et al., 2004, 2005; Shang et al., 2012; Barry et al., 2014; Tokmak et al., 2014;
Baracat et al., 2015). Foi descrita pela primeira vez por Stein e Leventhal, em
1935. No entanto, o relato da presenca de ovarios policisticos em mulheres

remonta a pelo menos um século atras (Azziz et al., 2009).

Esta sindrome tem sido considerada, até hoje, como uma das entidades
mais controversas em endocrinologia ginecoldgica, pois, inclui amplo espectro
de sintomas e sinais clinicos que podem também ser associados a outras
afeccbes. Por esta razéo, varios debates e consensos foram realizados para

estabelecer seus critérios diagndsticos (Azziz et al., 2006).

Trés diferentes classificagdes foram propostas para sua caracterizagdo. A
primeira surgiu a partir de uma conferéncia de peritos, patrocinada pelo
National Institute of Child Health and Human Disease (NICHD), do National
Institute of Health (NIH), publicada em 1990, conhecida como "Os critérios do
NIH", que exige a presenca concomitante de hiperandrogenismo e disfuncao
menstrual para se diagnosticar a sindrome (Huang et al., 2010).
Posteriormente, em 2003, outro painel de especialistas reuniu-se em
Rotterdam e adicionou-se, aos critérios anteriores, a presengca de multiplos
microcistos nos ovarios a ultrassonografia transvaginal (Rotterdam
ESHRE/ASRM-Sponsored PCOS Consensus Workshop Group, 2004). Logo
depois, em 2006, a Androgen Excess Society (AES) divulgou novos critérios
propondo que o hiperandrogenismo clinico e/ou laboratorial seja condi¢cao
indispensavel ao diagndstico, associado a disfungcao menstrual e/ou presenca

de multiplos microcistos nos ovarios a ultrassonografia transvaginal, apés a



exclusdo das outras causas conhecidas para hiperandrogenismo (Azziz et al.,
2006).

Baseados nos critérios ESHRE/ASRM (2003) e da AE-PCOS Society
(Azziz et al., 2009), podem ser identificados quatro fenétipos dessa doenca:
tipo | — hiperandrogenismo, anovulag&o cronica e ovarios policisticos; tipo Il -
hiperandrogenismo, anovulagdo crbénica e ovarios normais; tipo |IlI -
hiperandrogenismo, ciclos ovulatorios e ovarios policisticos, e tipo IV — sem

hiperandrogenismo, mas com anovulagao crénica e ovarios policisticos.

Existem até hoje dificuldades em se avaliar esta afecgdo. Talvez a
interagcdo entre fatores ambientais e genéticos possa explicar a diversidade de
fendtipos. Prapas et al. (2009), em extensa revisao da literatura, referem haver
inumeros fatores genéticos envolvidos nesta complexa sindrome. Encontraram
alteracbes em genes relacionados a varias vias de transdugdo de sinal:
esteroidogénese, acdo dos hormoénios esteroides, agdo e regulagcdo das
gonadotrofinas, acao e secregao da insulina, homeostase e inflamacgao crénica.
Esses dados mostram ser a SOP uma doenga multicomplexa, com diferentes

variantes clinicas (Batista et al., 2012).

A SOP, em sua forma classica, com a associagdo de obesidade,
anovulacdo cronica (espaniomenorreia e amenorreia) e hiperandrogenismo,
representa a causa mais frequente de infertilidade anovulatéria (Qiao et al.,
2008; Tamimi et al., 2009; Zabuliene e Tutkuviene, 2010). Pode estar
associada a alteracdo metabdlica complexa e, consequentemente, as
pacientes teriam alto risco de desenvolver diabetes mellitus tipo 2 e carcinoma
endometrial (Glueck et al., 2001; Wang et al., 2001; Giudice, 2006; Fornes et
al., 2010; Barry et al., 2014; Tokmak et al., 2014).

Diversos modelos experimentais foram desenvolvidos com o propésito de
mimetizar a sindrome. Assinalam-se, entre eles, a administragao de hormdnios
sexuais a ratas (Silva et al., 2002), iluminagao continua (Sing, 2005; Lombardi
et al.,, 2012; 2014), lesdes hipotalamicas (Sing, 2005) e pinealectomia (Prata
Lima et al., 2004; Maganhin et al., 2013). Assim, varios mecanismos podem
levar a anovulagdo crdnica, com subsequente diminuicdo da fertilidade,

aumento dos androgénios circulantes e reducido da producéo de progesterona.



Estes modelos tentam responder questionamentos sobre a fisiopatogénese da
anovulagcao e suas repercussdes, como alteragcdes endometriais que podem
ser responsaveis pela disfuncdo menstrual e infertilidade em mulheres com
SOP (Chittenden et al., 2009; Kohan et al., 2010; Banu et al., 2014).

Além da disfungdo ovariana, pode também haver aumento da taxa de
abortamento, o que acentua a infertilidade nesse grupo de mulheres (Okon et
al., 1998; Franks et al., 2008; Banu et al., 2014). A ocorréncia de ovulagéo
espontdnea em mulheres com SOP nao necessariamente se relaciona a
melhor receptividade endometrial e a melhor resultado reprodutivo (Qiao et al,
2008, Lopes et al, 2014). Por outro lado, o tratamento da infertiidade com
agentes indutores da ovulagdo, como o citrato de clomifeno, tem resultados
desapontadores em relacdo a taxa de gravidez (Barbieri, 2000; Ehrmann e
Rychlik, 2003; Vause et al.,, 2010). Este fato é talvez melhor ilustrado na
fertilizacado in vitro (FIV), quando também as taxas de sucesso encontradas
continuam baixas, apesar da boa qualidade dos embrides transferidos (Li et al.,
2014; Pan et al., 2015).

Os dados existentes na literatura ndo sdo muito claros sobre os
mecanismos da disfuncdo endometrial na SOP. Acredita-se que nao € apenas
decorrente da redugdo da agdo da progesterona, como também de varios
fatores de crescimento e de citocinas do sistema imunolégico (Donaghay e
Lessey, 2007; Simodes et al., 2013). Estudo de microarranjos analisando o
endométrio de pacientes com essa sindrome mostrou haver diminuicdo da
expressdo de genes relacionados a codificagcdo de proteinas associadas a
constituicdo do citoesqueleto, a membrana celular, as moléculas de adesao e

crescimento (Qiao et al., 2008).

Além disso, o endométrio de mulheres com SOP é mais propenso a
desenvolver doengas proliferativas (Franga Neto et al., 2010). A primeira
referéncia a possivel associacdo de SOP e cancer de endométrio foi publicada
em 1949, ou seja, 14 anos apds a descri¢cao classica da sindrome feita por
Stein e Leventhal (1935). Considera-se, atualmente, a SOP um fator de risco
para o desenvolvimento do cancer do endométrio do tipo | (Papaioannou e
Tzafettas, 2010).



Barry et al. (2014) foram os primeiros a realizar estudo de metanalise para
correlacionar canceres ginecoldégicos em mulheres com SOP, com idade
inferior a 54 anos, em comparagdo a controles da mesma idade. Os dados
obtidos sugerem que as mulheres com SOP apresentam risco aumentado de
desenvolver cancer de endométrio, mas com relagdo aos canceres de ovario e

mama n&o verificaram correlagéo significante.

Ha, na literatura, algumas teorias para explicar as anormalidades
endometriais na SOP, visto que os niveis e os receptores de estrogénio e de
progesterona acham-se, respectivamente, aumentados e diminuidos. Deve-se
salientar que esses esteroides desempenham importante papel no preparo do
endométrio para a implantacao, ao controlarem a proliferagao e a diferenciagcao
celular. Portanto, o desequilibrio na acdo nos receptores pode resultar na
quebra da homeostase tecidual endometrial, ocasionando disfun¢gdo menstrual
e infertilidade (Chakraborty et al., 2005).

Evidéncias recentes indicam haver baixa sensibilidade da mucosa uterina
a acao da progesterona, o que poderia ser a causa da infertilidade (Young e
Lessey, 2010; Lessy e Young, 2014). A corroborar com esses dados, observou-
se também expressao exacerbada dos genes dos receptores de androgénios e
expressdo diminuida dos receptores de progesterona nédo gendmicos
(PGRMC1) no endométrio de mulheres com SOP (Jayakrishnan et al., 2010;
Schuster et al., 2010). Contudo, ainda ndo é clara a influéncia do nao
balanceamento hormonal na matriz extracelular e, principalmente nos niveis de
glicosaminoglicanos, que sédo importantes para a integridade da mucosa, para
manter a homeostase tecidual e também na implantacdo do embrido
(Kuznetsova et al., 2002).

Baracat et al. (2015), em revisao sistematica referem ser a sindrome dos
ovarios policisticos um disturbio complexo incluindo ndo apenas o sistema
reprodutor, bem como o sistema enddcrino e suas repercussdées metabdlicas.
As mulheres sao inférteis, ndo s6 pela anovulagdo, mas também pelas
alteragdes endometriais ligadas a mediadores moleculares, como moléculas de
adesao celular, citocinas e fatores de crescimento. Estes sugeriram serem

necessarios mais estudos para compreender melhor a influéncia desses



mediadores na receptividade endometrial e, consequentemente, no

desempenho reprodutivo.

Os glicosaminoglicanos sao carboidratos complexos com estrutura
dissacaridica basica e repetitiva, formados, em geral, por um monossacarideo
(glucosamina ou galactosamina) que, na maioria das vezes, € N-acetilado, e
por um acido urénico (glucurdnico ou idurdnico). A presenca dos grupamentos
carboxilicos no residuo de acido urénico e de quantidade variavel de grupos
sulfato por dissacarideo leva essas substancias a apresentar alta densidade de
cargas negativas. Estas cargas garantem a essas moléculas grande parte de
suas caracteristicas funcionais por se associarem a cations livres e, com isso,
reterem agua nos tecidos. Além disso, permitem também a interagdo ibnica
com diversos componentes tais como proteinas da matriz extracelular e fatores
de crescimento (Dietrich, 1984; Esko, 1991; lozzo, 1998; Lopes et al., 2006).

Os principais glicosaminoglicanos acidos encontrados no endométrio sio:
condroitim 4 e 6 sulfato (CS), dermatam sulfato (DS), heparam sulfato (HS),
queratam sulfato (QS) e o acido hialurénico ou hialuronam (AH). Verificou-se
ser o CS o principal tipo de GAG sulfatado, seguido por HS e DS, presentes
nas fases proliferativa e secretora do ciclo endometrial humano (Nasciutti et al.,
2006; Yasuo et al., 2010). Estes compostos diferem entre si quanto ao tipo de
hexosamina e de acucar ndo aminado, quanto ao grau e a posi¢ao da
sulfatagdo, bem como quanto ao tipo de ligagdo glicosidica inter e intra-

dissacaridica.

As unidades estruturais dos diferentes glicosaminoglicanos estao
apresentadas na Figura 1 e na Tabela 1. Essas sdo as unidades mais
frequentemente encontradas. Entretanto, ocorrem variagbes no grau de
sulfatacdo, nas proporcdes dos tipos de dissacarideos constituintes e no

tamanho molecular.

Com excecdo do AH, todos os glicosaminoglicanos nos tecidos
encontram-se ligados a uma cadeia proteica, formando os proteoglicanos
(Kimura et al.,, 2000). O AH ¢é constituido por unidades dissacaridicas
repetitivas de acido D-glucurdnico (GlcUA) e N-acetilglucosamina (GIcNAc)

unidas por ligagdes glicosidicas B (1-3) e B (1-4) intra e inter-dissacaridica,



respectivamente. Sua densidade de carga negativa € conferida apenas pelos
grupamentos carboxilicos, uma vez que, diferentemente dos outros

glicosaminoglicanos, ndo apresenta sulfatacao.

A alta complexidade dos proteoglicanos € demonstrada pelas diferencas
que apresentam em suas estruturas, como tipo e numero de cadeias de
glicosaminoglicanos, além do tamanho e natureza da cadeia proteica
(Gallagher, 1989). Estas diferengas contribuem para a sua distribuicao e fungao
no organismo. A classificagdo que normalmente é utilizada baseia-se na
homologia do esqueleto proteico e na localizagéo celular do proteoglicano, que
pode ser subdividido em trés grandes grupos: proteoglicanos de matriz
extracelular, proteoglicanos de superficie celular e proteoglicanos intracelulares

ou de granulos.



cmos;, CH;0504H  COOM
CONDROITIM
H & - SULFATO
OH
cmon COOH
HO ° CONDROMTM
OH 4- SULFATO
oH
CH, OH
HO3S 0 »03s (s DERMAT A
Roa (LO" SULFATO
oH
CHa0H CO OH CHzOH COOH
0 0
o R s ACI00
o 0 HIALURONICO
Mee OH Nrc OH
CH080,4  CHO-R CH,080,4  CHIOR
o QUERATAM
o ~ SULFATO
Re H S03H
NAs oH NAe o
°“z°“z COOH
HEPARAA
0 SULFATO
i Ry = £, S04 H
= H, S0, H
M- Ry Rer NI
oH
cuzosco;u ,os # cooH CH0807H
0 kl/"_o
o \oH \ OH >1
NSO H OsH NS OzH H NS O3H
HEPARNA

Figura 1 - Unidades estruturais dos principais glicosaminoglicanos (Sampaio et
al., 2006).



Tabela 1 - Caracteristicas estruturais dos glicosaminoglicanos (Sampaio et al.,
2006)

wenclatura  Nomenclatura P.M,
Meyer (1938) Jeanloz (1960)

Condroitim Condroitim

sulfato A 4-sulfato Acido glucurénico
N-acetiigaloctosamina M1-4)
Acido glucurénico - M1-3)
Acido idurdnico - al1-3)
Condroftim Condrotim N-acetiigalactosamina P1-4)
sultato C B-sulfato Acido glucurdnico . B1-3)
Acico Acido © N-acetilglucosamina - f1-4)
hislurénico hialurdnico Acido glucurdnizo - f(1-3)

Condrotim Dermatam
sulfato B sulfato

Queratam N-acetiiglucosamina M1-3)
sul‘ato galactcse P1-4)
Guccsamina «(1-4)
N-acetiigiucosamina (1-4)
Acido glucurdnico 1(1-4)
Acido idurdnico . 1(1-4)
Glucosamina 1(1-4)
Acido glucurdnico - p(1-4)
Acido idutdnico a(1-4)

Querato sulfato

Heparam sulfato 1.8 x 10*

O AH, presente na MEC, fornece suporte estrutural e funcional para as
células (Gomes et al., 2007, 2013; Lebl et al., 2007; Teixeira Gomes et al.,
2009; Nusgens, 2010; Simodes et al., 2012). Tem importante papel tanto na
remodelagdo endometrial quanto na embriogénese (Gall, 2010). Pode se ligar
aos proteoglicanos e influenciar a adesao e a migracao celular (Soto-Suazo et
al., 2002; Abaskharoun et al., 2010), o que pode determinar a quantidade de
tecido que entrara em apoptose para facilitar a implantagdo, quando houver
gestacdo, ou a quantidade do fluxo menstrual, na auséncia de fecundacéao
(Zorn et al., 1995).

O acido hialurdnico tem também relevante funcdo no estabelecimento do
microambiente celular propicio ao desenvolvimento de processo proliferativo
(Riddle et al., 2010). Tanto as células tumorais quanto as normais exibem

diversos sitios de ligagao para este glicosaminoglicano, como o CD44 e a



RHAMM (Molécula receptora de AH em processos de migragéo-especifica), em
varios tipos celulares, e sua adesédo pode interferir na mobilidade celular,
atuando no sistema imunoldgico para a destruicdo de clones defeituosos

relacionados a progressao de neoplasias (Vabres, 2010).

Salamonsen et al. (2001), por imunoistoquimica, registraram dois picos de
acido hialurénico no estroma endometrial humano: o primeiro no meio da fase
proliferativa (5° ao 10° dia) e, o outro, no meio da fase secretora (19° - 23° dia),
isto &, no periodo de implantacdo. Assim, o primeiro pico corresponderia ao
tempo de proliferagdo celular rapida das células indiferenciadas, enquanto o
segundo coincidiria com o momento da implantagcdo. Desse modo, alteragdes
na primeira fase do ciclo, com intenso processo mitdtico e alteragdo da matriz
poderiam propiciar uma segunda fase inadequada, mesmo com administragcao

de progesterona.

Afify et al. (2005, 2006) estudaram, por imunoistoquimica, a distribuigao
de acido hialurénico e de seus receptores (CD44) durante o ciclo menstrual.
Referiram haver maior coloragao no estroma e nas glandulas durante a fase de
implantagdo do embrido, ou seja, no meio da fase secretora. Contudo, para os
autores, inadequacao da fase proliferativa teria repercussdo sobre essas

estruturas endometriais.

A sintese do acido hialurénico € promovida por trés sintases (HASSs),
codificadas pelos genes de 1 a 3 (HAS1, HAS2 e HAS3). Sao
glicosiltransferases ligadas a superficie interna da membrana plasmatica, que
usam UDP-a-N-acetil-D-glicosamina e UDP-a-D-glicuronato como substrato
para a sintese dos varios tipos de acido hialurénico, sendo que as cadeias
nascentes sdo secretadas através de “poros” para o meio extracelular (Esko et
al., 1991; Fraser et al., 1997; Weigel et al., 1997; Itano et al., 1999; Adamia et
al., 2005; Schulz et al., 2007; Weigel e DeAngelis, 2007; Hascall et al., 2014;
Vigetti e Passi, 2014) (Figuras 2A e 2B).
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Figura 2. A - Representagcdo esquematica da via de biossintese do acido
hialurénico e dos proteoglicanos. A glicose e a glicosamina (GIcN) entram na
célula através dos transportadores GLUT. A UDP-glicose pirofosforilase
(UGPP) e a desidrogenase (UGDH) conduzem, respectivamente, a formagéao
de UDP-glicose (UDP-G) e UDP-GIcUA a partir de glicose-1 fosfato. A UDP-
GIlcUA e a UDP-GIcNAc podem ser utilizadas diretamente na sintese do AH
pelas enzimas localizadas na membrana plasmatica ou podem ser
transportadas para dentro do RE/complexo de Golgi para a sintese de outros
glicoconjugados, especialmente os proteoglicanos. B - Esquema representativo
da sintese do acido hialurbnico pelo complexo enzimatico localizado na

membrana plasmatica (Adaptado de Vigetti et al., 2014).

De acordo com Brinck e Heldin (1999), Itano et al. (1999), Heldin (2003),
Uchiyama et al. (2005) e Vigetti et al. (2014), cada uma das trés isoformas de
HAS é capaz de polimerizar o acido hialurénico. Contudo, formam AH com

diferentes massas moleculares e comprimentos (Figura 3), determinando
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diferentes funcgdes (Spicer e McDonald, 1998; Brinck e Heldin, 1999; Itano et
al., 1999; Jacobson et al., 2000; Heldin, 2003; Itano, 2008; Torronen et al.,
2014). Além disto, esses autores revelaram ainda que diversas proteinas
citoplasmaticas interagem especificamente com cada proteina HAS, podendo

ter acdo importante na sua biossintese.

Sao duas as diferengas principais entre as isoformas da HAS: o
comprimento da cadeia das moléculas de acido hialurénico resultante da
sintese e a facilidade com que elas podem ser liberadas para a superficie
celular (Iltano et al., 1999; Stern et al., 2006). As isoformas das HAS possuem

55-71% de similaridade na sequéncia de aminoacidos.

Deve-se realgar que as enzimas de sintese do acido hialurénico (HAS)
desempenham o papel de iniciar, alongar e translocar as cadeias para 0 meio
extracelular, presumivelmente formando, na membrana celular, estruturas

parecidas com poros (Yoshida et al., 2000).

Sintese do Acido Hialurénico

i AH
Meio extracelular “ cD44 AH : AH
Membrana plasmatica { e 3 & oo l
[dLd PIp

Meio intracelular

promotor %_.MCM;M proliferacdo migragao

Nucleo

@ ww Hialuronam sintase (HAS) Receptor do

Fator de crescimento 4
fator de crescimento

Acido Hialurénico (AH) " " Receptor do AH (CD44)

Figura 3 - Esquema representativo da sintese do acido hialurénico pelas
enzimas sintases do acido hialurénico (HAS1, HAS2 e HAS3) estimuladas pelo
fator de crescimento do fibroblasto (FGF) em humano (Adaptado de Uchiyama

et al., 2005).
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A falta de regulacdo dos genes HAS causa produgdo anormal de AH e
promogao de processos biolégicos anormais, como metastases e perda
gestacional (Cordo-Russo et al., 2009). A fungdo das HASs parece ser célula e
tecido especificos. A HAS1 mantém nivel basal baixo de AH. Ja a HAS2 esta
envolvida na morfogénese, formando um gel que permite a génese de
estruturas embrionarias através da migragdo e invasao celular. Além disto,
estimula a proliferagdo celular e a angiogénese. A HAS3 parece estar
associada ao desenvolvimento e progressao do cancer. No entanto, a fungao
exata das isoenzimas da HAS e seu papel na sinalizagdo celular e os
mecanismos envolvidos ainda nao estao totalmente elucidados (Adamia et al.,
2005).

Uchiyama et al. (2005) estudaram o efeito da progesterona e do
estrogénio na expressao e regulacdo do RNA mensageiro (RNAm) de enzimas
responsaveis pela sintese do acido hialurénico em cultura de fibroblasto da
cérvice uterina de camundongas. Notaram que a progesterona inibe a
expressao dos niveis do RNAm da enzima HAS1, mas aumenta a da enzima
HAS3, sendo ambas dose dependentes. O estrogénio nao influenciou a
expressdao do RNAm das HASs. Esses mesmos autores relataram ainda haver
diferengas quanto a massa molecular do acido hialurénico sintetizado. As
HAS1 e HAS2 produziram &cido hialurénico com alta massa molecular (2.000
kDa), enquanto a HAS3, acido hialurénico com baixa massa molecular (200-
300 kDa). Acrescentam-se a esses dados os resultados da pesquisa feita por
Takemura et al. (2005), que estudaram as trés enzimas HASs em cultura de
fibroblasto da cérvice uterina de mulheres gravidas, no primeiro e no terceiro
trimestre de gestacao, pela analise da expressao génica por biologia molecular
e pela imunoistoquimica. Notaram aumento na expressao da HAS1 e HAS3 no
decorrer da gravidez. No entanto, ndo observaram alteragdes na HAS2, o que
pode sugerir que esta isoenzima nao teria influéncia hormonal em sua

expressao.
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A rede formada pelo AH com diferentes proteoglicanos na matriz
extracelular pode propiciar o inicio de varios eventos biologicos, como
inflamacéao, proliferagdo, angiogénese, invasdo, transformagdo e migracao
(McDonald e Camenisch, 2002; Hascall et al., 2004; Spicer e Tien, 2004). Foi
previamente descrito que o AH estimula a secrecéo de interleucinas (IL) 1e 8 e
de fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) (Kobayashi et al., 1999). Estas
citocinas inflamatérias poderiam interferir na receptividade endometrial
(Bourdiec e Akoum, 2014). Assim, o aumento da degradacdo do AH poderia
dar a ele fungcdo principal na remodelacdo da matriz extracelular nesse

processo (Takemura et al., 2005).

Os glicosaminoglicanos sulfatados no endométrio estao presentes sob a
forma de proteoglicanos (Dreyfuss et al.,, 2009), para a adequada acgao
biolégica na matriz extracelular. Existem inumeros tipos de proteoglicanos,
alguns de cadeia pequena e ricos em leucina (SRLPs), considerados
elementos importantes para homeostase tecidual (Figura 4). Em particular,
entre eles realgam decorim, lumicam, biglicam e fibromodulina, por estarem
relacionados a fibrilogénese do colageno, assim como por fornecerem sinais
angiogénicos, pré-apoptéticos e de supressao do crescimento celular. Sao pré-
requisitos para bloquear ou inibir o crescimento e a invasao nos tecidos

hospedeiros.
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Figura 4 - Esquema mostrando as classes, residuos de cisteina, localizagao
cromossbmica e organizagdo no cromossoma dos pequenos proteoglicanos

ricos em leucina (Adaptado de Schaefer e lozzo, 2008).

A familia de proteoglicanos de cadeia pequena ricos em leucina (SLRP)
compreende dezessete tipos que partiiham homologias estruturais, tais como os
residuos de cisteina, repeticdes ricas em leucina e pelo menos uma cadeia
lateral de glicosaminoglicano. O decorim e o biglicam apresentam semelhancas
na sua sequéncia de aminoacidos, cadeias laterais de condroitim e dermatam
sulfato. A fibromodulina e o lumicam apresentam cadeias laterais de queratam
sulfato, assim como agrupamentos de residuos de tirosina-sulfato na regido N-

terminal da proteina (Schaefer e lozzo, 2008).

Assim, o lumicam, proteoglicano rico em leucina, formado por cadeias
laterais de queratam sulfato, constitui componente importante da coérnea,
derme, musculo e tecidos conjuntivos. Esta relacionado a regulacdo e
polimerizacao das fibrilas colagenas. A sua auséncia promove o0 aparecimento

de proporgao significativa de fibras colagenas anormalmente grossas na pele e
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na cornea, conforme ja foi mostrado a microscopia eletrénica de transmisséo
(Chen et al., 2010).

O decorim e o biglicam sado pequenos proteoglicanos que estao
associados as fibrilas de colageno em todos os tecidos conjuntivos. O decorim
apresenta como glicosaminoglicano uma cadeia de condroitim ou dermatam
sulfato, com massa molecular de aproximadamente 50 kDa, ligado ao
esqueleto proteico de aproximadamente 40 kDa. O biglicam possui duas
cadeias de condroitim ou dermatam sulfato. Interagem com os colagenos tipos
| e Il; esta interacao se faz pelo esqueleto proteico e n&o pela cadeia de GAG.
Essa ligacdo leva a atraso na fibrilogénese do colageno e pode ter papel
importante nas interacdes interfibrilares. E referido ainda que o fator de
transformacao de crescimento beta (TGF-B) esta presente na regido promotora
do gene do decorim, o que sugere que este se liga ao TGF-f inibindo sua
atividade (lozzo e Cohen, 1994). Provavelmente, o TGF-$ formado nas células
atua na regulagao da proliferagéo e diferenciagdo das células endometriais in
vivo. Por esta razdo, o decorim pode atuar de modo significativo na regulacéo
da proliferacdo do endométrio por meio do controle do TGF-B (lozzo e Cohen,
1994).

Outro pequeno proteoglicano rico em leucina, a fibromodulina, com massa
molecular de 59 kDa, liga-se ao colageno. Sua principal fungdo é manter a
estrutura das fibras colagenas. Experimentos in vivo sugerem que esta
envolvido nos processos de adeséo, divisdo, diferenciacdo e migragéo celular.
Parece também ser responsavel pela regulacdo da organizagdo da matriz

extracelular (Rydell-Térmanen et al., 2014).

Estudos em camundongas mostraram que os proteoglicanos ricos em
leucina presentes no utero sofrem rapida remodelacéo algumas horas apés a
fertilizacdo, sugerindo que os niveis dos horménios ovarianos modulam sua
sintese e degradacao (San Martin et al., 2003). Também foram encontradas
alteragbes no padrao de distribuicdo dessas moléculas (biglicam, decorim
fiboromodulina e lumicam) no utero de camundongas durante o ciclo estral.
Assim, poderiam estar sob controle ovariano e, provavelmente, participariam na

preparagcdo do endométrio para a implantacdo do embrido e decidualizagao
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(Salgado et al., 2009). Possivelmente, também poderiam ter influéncia no fluxo

menstrual na SOP.

Em mulheres, a imunorreatividade para o biglicam foi detectada na
superficie endometrial e no epitélio glandular, com imunomarcagao difusa no
compartimento estromal durante todo o ciclo menstrual. Esta marcacao
mostrou-se muito fraca nos capilares endometriais na fase proliferativa, sendo
mais intensa na fase secretora. A imunorreatividade para o decorim foi
detectada também nos epitélios superficial e glandular, com fraca reatividade
no compartimento estromal. A imunorreatividade para decorim nos capilares
endometriais estava ausente ou fracamente positiva ao longo do ciclo

menstrual (Kitaya e Yasuo, 2009).

Pelo exposto, os GAGs e os proteoglicanos poderiam estar direta ou
indiretamente envolvidos com diversos processos como remodelacao
endometrial, implantacdo do embrido, reagdes imunoldgicas, angiogénese,
carcinogénese e metastatizagao, entre outros. Este fato nos levou a estudar a
distribuicdo e arranjo dos GAGs e proteoglicanos no endométrio de mulheres
com SOP e sua eventual relagdo com a infertilidade. Assim, interessamo-nos
em estudar o acido hialurénico e suas enzimas de sintese (HASs), como
também os proteoglicanos de cadeia pequena ricos em leucina, no endométrio
de mulheres com a sindrome dos ovarios policisticos durante a fase
proliferativa (predominio da acado estrinica), comparando-os com os de

mulheres com ciclo menstrual regular.
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2 Objetivos

2.1 Geral

Avaliar os glicosaminoglicanos e os pequenos proteoglicanos ricos em
leucina no endométrio de pacientes com sindrome dos ovarios policisticos,
comparando aos de mulheres com ciclos menstruais regulares na fase

proliferativa.

2.2 Especificos

1 - Avaliar e quantificar os glicosaminoglicanos sulfatados (heparam, dermatam e
condroitim sulfatos);

2 - Quantificar os niveis de acido hialurénico;

3 - Analisar, por imunoistoquimica, a presenca e distribuicido do acido hialurénico e

das suas enzimas de sintese (HAS1, HAS2 e HAS3);

4 - Avaliar, por imunoistoquimica, a presenga e distribuicdo dos pequenos

proteoglicanos ricos em leucina biglicam, decorim, fiboromodulina e lumicam;

5 - Analisar, por western blotting, as enzimas de sintese do acido hialurénico
(HAS1, HAS2 e HAS3) e os pequenos proteoglicanos ricos em leucina

biglicam, decorim, fibromodulina e lumicam.
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3 Pacientes e métodos

3.1 Desenho do estudo

Foi realizado estudo do tipo transversal, no periodo de 2011 a 2014.
Selecionaram-se pacientes portadoras da sindrome dos ovarios policisticos
(SOP) e mulheres com ciclos menstruais regulares com indicagdo de
esterilizacdo tubaria na Divisdo de Clinica Ginecolégica do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo (HC-
FMUSP).

3.1.1 Consentimento

Todas as mulheres receberam informagéao pormenorizada sobre o estudo
e somente foram incluidas as que concordaram e assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido pods-informado. Este estudo foi iniciado
somente apds a sua aprovacdo pela Comissdo de Etica para Andlise de
Projetos de Pesquisa (CAPPesq) da Diretoria Clinica do HC-FMUSP (Anexos A
e B).

3.2 Pacientes

O estudo incluiu 22 mulheres na menacme, com idade variavel entre 20 e
35 anos, atendidas na Divisao de Clinica Ginecoldgica do Hospital das Clinicas
da FMUSP (HC-FMUSP), no periodo de 2011 a 2014. Foram divididas em dois
grupos: 1) G-SOP - pacientes com diagnoéstico de sindrome dos ovarios
policisticos (SOP) segundo os critérios da Androgen Excess Society-PCOS
(Azziz et al.,, 2006); 2) G-C (controle) - mulheres com ciclos menstruais
regulares, na fase proliferativa do ciclo menstrual, com indicacdo de

esterilizacao tubaria.

Todas foram submetidas a anamnese, exames fisico geral e ginecoldgico,
bem como a determinagdo do indice de massa corporal (IMC) e da
circunferéncia abdominal (CA). Além disto, efetuaram-se exame citologico

cervicovaginal e ultrassonografia pélvica. Para caracterizar as pacientes com
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sindrome dos ovarios policisticos foram realizadas dosagens séricas de
horménio estimulante da tireoide (TSH), tetraiodotironina livre (T4L),
testosterona total, sulfato de deidroepiandrosterona (DHEA-S), 17alfa-

hidroxiprogesterona (17a-OH P), insulina e glicemia de jejum.

3.2.1 Critérios de incluséo

G-SOP (sindrome dos ovarios policisticos): mulheres com idade de 20
a 35 anos, sem uso de medicamentos hormonais nos ultimos seis meses, com

diagndstico clinico e/ou laboratorial compativel com SOP;

G-C (controle): mulheres com idade de 20 a 35 anos, sem uso de
medicamentos hormonais nos Uultimos seis meses, com ciclos menstruais

regulares, com indicagao de esterilizagao tubaria.

3.2.2 Critérios de nao incluséao

Os critérios de nao inclusao utilizados na selecdo de ambos os grupos (G-
SOP e G-C) foram os seguintes: gravidez, antecedente de neoplasia maligna,
hipotireoidismo, hiperprolactinemia, sindrome de Cushing, deficiéncia
enzimatica da suprarrenal, uso de horménios tais como contraceptivos
hormonais (pelo menos nos ultimos seis meses), glicocorticoides, farmacos
antiandrogénios, agentes indutores de ovulagao, farmacos anti-hipertensivos,
hipoglicemiantes ou sensibilizadores dos receptores de insulina e de anti-

inflamatorios.

3.2.3 Fluxograma do estudo

As pacientes, ap6s conhecimento do projeto e assinar o termo de
consentimento livre e esclarecido, elaborado de acordo com a resolucao
196/96 do Conselho Nacional de Saude, foram incluidas no estudo, o qual

seguiu o seguinte fluxograma (Figura 5):
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Pacientes (n=22)

|

Anamnese e exames fisico
geral e ginecoldgico

|

Avaliacao dos critérios de
inclusao e nao inclusao

Termo de consentimento

|

Ultrassonografia pélvica,
biopsia endometrial e
obtencao de amostra

sanguinea

|

| v

Grupo controle Grupo SOP
(n=10) (n=12)

Figura 5 - Fluxograma do estudo.

- Inicialmente, foram realizados anamnese e exames fisico geral e
ginecoldgico. Os dados antropométricos foram coletados: peso corporal (em
kg), estatura (em m) e circunferéncia abdominal (em cm). O indice de massa
corporal (IMC) foi calculado dividindo-se o peso corporal (kg) pelo quadrado da
estatura (m?). A circunferéncia abdominal foi medida na menor regido

localizada entre o ultimo arco costal e a crista iliaca.

- O escore clinico de hirsutismo foi estimado com modificacbes do
originalmente proposto por Ferriman e Gallwey (1961). Nove areas do corpo
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(labio superior, mento, peito, regido dorsal, regido lombar, abdome superior,
abdome inferior, brago e coxa) receberam pontuac¢do de 0 a 4, de acordo com
a quantidade de pelos espessos e pigmentados existentes. O escore 0
representa a auséncia total de pelos terminais, enquanto a nota 4 indica grande
quantidade de pelos com pigmentacao escura (Figura 6) (Azziz et al., 2009). O
escore clinico de hirsutismo foi definido pela soma das notas de cada regido
analisada. O escore maior ou igual a 8 foi utilizado como ponto de corte para

indicar a presenca de hirsutismo (Hatch et al., 1981).

Tere M A
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Figura 6 - Guia ilustrado para mensuragcao do escore clinico de hirsutismo
(Adaptado de Rosenfield, 1986).

- Obtencdo de amostras sanguineas e realizagdo de ultrassonografia

pélvica transvaginal ou transabdominal. O padrdo ecografico de ovario
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policistico foi considerado quando pelo menos um dos ovarios apresentou 12

ou mais foliculos e/ou volume superior a 10 cm® (Jonard et al., 2003).

- Realizagdo de biopsia endometrial das mulheres com ciclos
eumenorreicos (ciclo menstrual de 22 a 36 dias) na fase proliferativa do ciclo
menstrual (8° — 12° dia) baseada na anamnese e comprovada posteriormente
com o resultado da datacdo endometrial realizada por patologista (Noyes et al.,
1975; Belsey e Pinol, 1997; Fehring et al., 2006). Nas pacientes do grupo SOP,

as biopsias foram efetuadas em qualquer periodo.

3.2.4 Coleta do sangue e exames subsidiéarios

As coletas sanguineas para os exames hormonais e metabdlicos
ocorreram ao redor do 8° ao 12° dia do ciclo menstrual no grupo controle; ja no
grupo SOP em amenorreia, foram realizadas em qualquer dia do ciclo, entre as
8 e as 10 horas da manha. As participantes foram orientadas a manter jejum
nas 12 horas anteriores a coleta de sangue venoso para a determinagao sérica
dos seguintes exames: horménio estimulante da tireoide (TSH),
tetraiodotironina livre (T4L), testosterona total (TT), prolactina (PRL), sulfato de
deidroepiandrosterona (DHEA-S), 17alfa-hidroxiprogesterona (17a-OH P),
horménio gonadotréfico coridnico (b-hCG), bem como glicemia e insulina de

jejum (Tabela 2).

O indice HOMA (homeostatic model assessment index) foi calculado de
acordo com o estudo de Wallace et al. (2004): HOMA = Insulina (ulU/mL) X
Glicose (mmol/L)/22,5.
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Tabela 2 — Imunoensaios realizados no Laboratério Central do HC-FMUSP e

valores de referéncia para mulheres na idade reprodutiva

Teste Método Valores de referéncia
170-OH P Radioimunoensaio Fase folicular: 0,1-0,8 ng/mL
DHEA-S Quimioluminescéncia 35-430 ug/dL

Glicose Enzimatico (hexoquinase) Soro/plasma 60-100 mg/dL
T Quimioluminescéncia 0,14-0,76 ng/mL

Insulina Quimioluminescéncia 3,0-25,0 pUl/mL

TSH Quimioluminescéncia 0,35-5,50 pUl/mL

T4L Quimioluminescéncia 0,70-1,90 ng/dL

Legenda: 17a-OH P = 17alfa-hidroxiprogesterona, DHEA-S = sulfato de deidroepiandrosterona,

TT = testosterona total, TSH = hormonio estimulante da tireoide, T4L = tetraiodotironina livre.

Cabe ressaltar que alguns testes foram utilizados apenas para fins

diagndsticos e para avaliacdo dos critérios de inclusdo ou nao inclusao das

participantes, nao sendo considerados na analise dos resultados.

Os dados obtidos a partir da anamnese, dos exames fisico geral e

ginecologico e dos exames complementares sdo apresentados nas Tabelas 3 e

4.
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Tabela 3 — Caracteristicas clinicas e ultrassonograficas das mulheres na fase
proliferativa do ciclo menstrual (G-C) e de pacientes com sindrome

dos ovarios policisticos (G-SOP) (médias e desvios-padrao)

Parametros G-C G-SOP Valor
(n=10) (n=10) dep

Idade (anos)® 29,21+255 29,09 + 3,26 0,32
Idade da menarca (anos)® 12,20 + 0,98 11,20+ 0,84 0,21
Numero de ciclos menstruais por ano (n/ano)? 12,81 +0,55 3,53 + 1,40* < 0,01
Numero de partos ° 2,67 + 0,65 -
indice de Ferrimam e Galley (Escore28; Hisurtismo)® 2,07 + 1,54 9,40 +1,23* < 0,01
indice de massa corporal ® (Kg/mz) 2549+245 29,01£4,19* <0,05
Circunferéncia abdominal © (cm) 80,06 £5,15 94,50+ 3,50* <0,05
Ultrassom
Volume do ovario direito (cms) 59+1,9 11,56+2,7* < 0,01
Volume do ovario esquerdo (cm3) 6,1+20 12,0 £ 2,9* < 0,01
Médias dos volumes ovarianos (cm3) 6,0+ 1,1 11,7 £ 2,9* <0.01

a = Teste t ndo pareado; b = ndo foi realizado devido a auséncia de gravidez no grupo SOP.

*p<0,05
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Tabela 4 - Valores hormonais e glicemia séricos obtidos das mulheres na fase
proliferativa do ciclo menstrual (G-C) e de pacientes com sindrome

dos ovarios policisticos (G-SOP) (médias e desvios-padréo)

Variavel G-C G-SOP
A (ng/mL) 22+0,8 42 +1,3*
17a-OH P (mg/mL) 17,3+ 8,4 18,3+7,4
DHEA-S (mg/mL) 421,5+52,10 520,4 + 82,1*
TT (ng/dL) 359+ 11,7 83,09 £ 24,80*
Insulina (pUI/mL) 8,8+29 11,5+6,5
TSH (pUl/mL) 28+17 29+1,6
T4L (ng/mL) 1,3+0,1 1,2+0,3
Glicose (mg/dL) 81,8+8,6 80,2+ 11,9

Legenda: 170-OH P = 17alfa-hidroxiprogesterona, DHEA-S = sulfato de deidroepiandrosterona,
TT = testosterona total, TSH = hormdnio estimulante da tireoide, T4L = tetraiodotironina livre.
*p<0.05

3.2.5 Obtencao das biopsias endometriais

Nas pacientes com SOP (G-SOP), por terem ciclos anovulatérios, a
biopsia do endométrio foi realizada sem a necessidade de se programar a
época do ciclo. Para as mulheres do grupo controle (G-C), foi efetuada na fase

proliferativa do ciclo menstrual (entre o 8° e 0 12° dia).
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A biopsia foi feita em sala de exame com o uso de cateter endometrial de
Pipelle de Cornier (Cooper Surgical, Trumbull, USA). A técnica utilizada para a
biopsia endometrial com o cateter Pipelle incluiu a insercdo de espéculo de
Graves, com adequada exposigao cervical, seguida das seguintes etapas,
segundo Serafini (2007): a) assepsia, seguida de limpeza com gaze
esterilizada até a completa auséncia da presenga do antisséptico; b)
consideragao imaginaria do eixo cérvico-uterino; c) moldagem do cateter de
acordo com o eixo ceérvico-uterino; d) apos inspiragao profunda da paciente, o
colo do utero foi rapidamente exposto; e) insergdo delicada do cateter Pipelle
até o fundo uterino; f) o émbolo do cateter Pipelle foi puxado até sua marca
final para obtencdo de pressdo negativa no seu interior; g) a aspiracao foi
continua e realizada mediante movimentos finos e milimétricos do cateter,
deslocando-o da parede uterina anterior até a regiao istmo-cervical; h) o cateter
foi delicadamente empurrado até o fundo uterino, sendo a abertura do Pipelle
orientada para a parede posterior do utero com repeticdo da manobra descrita
no item g. Desta maneira, foi obtida amostra abrangente da cavidade
endometrial. Parte das amostras endometriais aspiradas foi fixada em formol a
10% (tampéo fosfato) para inclusdo histolégica em parafina, destinada a
datacdo endometrial e analise imunoistoquimica; outra foi mergulhada em
acetona e uma terceira amostra imediatamente mergulhada em nitrogénio
liquido para estudo de biologia molecular, sendo mantida a temperatura de -
80°C. Cuidados foram tomados para que sangue, muco ou ambos n&o fossem

colocados no material a ser congelado.

3.3 Métodos
3.3.1 Anélise histoldgica

Parte das amostras endometriais de cada paciente foi fixada em solugao
tamponada de formaldeido por 8 horas em temperatura ambiente. A seguir,
foram desidratadas e incluidas em parafina segundo métodos histolégicos de
rotina. Dos blocos foram obtidos cortes de 4 um, os quais foram submetidos ao
método de coloragdo pela hematoxilina e eosina (H.E.) visando a confirmagao

da fase do ciclo menstrual. Para tanto, utilizaram-se os critérios propostos por
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Noyes et al. (1975). Na analise morfolégica foi empregado microscopio de luz,

da marca Carl Zeiss, com objetivas variando de 4 a 400X.

3.3.2 Extracdo e determinacdo dos glicosaminoglicanos sulfatados
(GAGS)

Os fragmentos endometriais foram inicialmente lavados em PBS, sendo
logo em seguida mergulhado em uma solug¢do de acetona e mantidos overnight
a 4°C. A seguir, o material foi fragmentado e seco em estufa com temperatura
entre 40°C e 50°C, durante duas horas. Obteve-se assim um po6-cetdnico que,
apo6s secagem, foi pesado e incubado com maxatase (Biocon, Rio de Janeiro,
RJ, Brasil) (4,0 mg/ml em tamp&o Tris-HCI 0,05 M, pH 8 com NaCl 1 M na
proporcao de 20 mg de maxatase/g de po6 cetbnico), durante 18 horas a 60°C.
Terminada a incubacao, retirou-se 10% do volume para analise do acido
hialurénico. Ao restante, foi adicionado acido tricloro acético (TCA) para
concentracéo final de 10%, sempre em banho de gelo e sob agitagado constante
(funcdo: precipitacdo das proteinas). Apos centrifugacdo (4000g por 10
minutos), o sobrenadante foi precipitado com dois volumes de metanol e
mantido a —20°C, por 18 horas (fungao: precipitacdo dos glicosaminoglicanos
sulfatados). Apds centrifugacdo a 5000g por 15 minutos o sobrenadante foi
descartado e o precipitado seco (sdo os GAGs) mantido em estufa a 50°C por
uma hora (fungdo: evaporacdo do metanol) sendo ressuspenso em agua
destilada (H20d). Apds esse processo de extragdo, os glicosaminoglicanos
sulfatados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose para

identificacdo e quantificagao.

3.3.2.1 Eletroforese em gel de agarose

Utilizou-se o método de eletroforese em gel de agarose desenvolvido
por Jaques et al. (1968) e modificado por Dietrich e Dietrich (1976), que
consiste na aplicagdo dos compostos obtidos ao gel de agarose 0,6%, em

tampao 1,3 diaminopropano acetato (PDA) 0,05 M, pH 9,0. A corrida
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eletroforética foi realizada em camara refrigerada, e diferenga de potencial

de 100V, por aproximadamente uma hora.

Apds a migragao, os glicosaminoglicanos foram precipitados no gel por
brometo de cetiltrimetilamdnio (CETAVLON) 0,1% por um tempo minimo de
duas horas. Depois de seco, sob calor e ventilagdo, o gel foi corado com azul
de toluidina 0,1% em etanol 50% e acido acético a 1% por 15 minutos, e
descorado com a mesma solugéo sem o corante (etanol 50% e acido acético a
1%).

A origem da eletroforese corresponde ao pélo negativo, uma vez que os
glicosaminoglicanos tém carga anidnica e, portanto, migram para o polo
positivo. Na eletroforese em gel de agarose em tampao PDA, os
glicosaminoglicanos sao separados pela capacidade de interagdo com a
diamina do tampdo. Assim, os compostos que menos interagem com o
diaminopropano, tém maior migragao eletroforética. Portanto, o tampao PDA
discrimina por ordem decrescente de mobilidade eletroforética,
respectivamente, o condroitim sulfato (CS), o dermatam sulfato (DS) e o

heparam sulfato (HS).

A identificagdo de cada glicosaminoglicano sulfatado foi realizada
comparando-se a migracao eletroforética das amostras com a de padrbes
conhecidos e purificados: condroitim 4-sulfato extraido de cartilagem de baleia,
condroitim 6-sulfato extraido de cartilagem de tubardo e dermatam sulfato
extraido da mucosa intestinal bovina, obtidos da Seikagaku Kogyo Co (Téquio,
Japao); heparam sulfato de pulméo bovino (purificado na Disciplina de Biologia
Molecular da UNIFESP-EPM, como descrito por Dietrich e Nader (1974) e
Dietrich et al. (1983.

Estes mesmos padroes também foram usados para a determinacao
quantitativa das amostras, através de densitometria a 525 nm. Os resultados

foram expressos em ug de GAG/mg de po6 cetdnico (média e desvio-padrao).
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3.3.3 Quantificacao do &cido hialurénico

O método utilizado foi desenvolvido na Disciplina de Biologia Molecular da
Universidade Federal de S&o Paulo - Escola Paulista de Medicina. Trata-se de
método fluorométrico para a determinagdo do acido hialurénico em fluidos
bioldgicos, utilizando, para tal, sondas de ligagado ao acido hialurénico (Martins
et al., 2003). A sonda é isolada de cartilagem nasal bovina e é constituida da
regido globular do agrecam (um proteoglicano formado por um esqueleto
proteico ao qual se ligam cadeias de queratam sulfato e condroitim sulfato) e
pela proteina de ligagdo do acido hialurénico. A sonda € usada imobilizada em
placas de ELISA, a semelhanca de um anticorpo de captura, como sonda
biotinilada, funcionando nesse ultimo caso como um anticorpo secundario

marcado (Figura 7).

< Proteina de ligagdo do Acido Hialurénico

- <I>Acido Hialurdnico '
IR Proteina ligante do Acide Hialurdnico

conjugada com biotina

{=m Estreptavidina marcada com Eurdpio

il Eurépio livre

Figura 7 - Esquema do método fluorométrico (Adaptado de Martins et al.,
2003).
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3.3.3.1 Quantificacdo do &cido hialurénico pelo método fluorométrico
ELISA-like

O acido hialurénico foi quantificado a partir de amostras do pé cetbnico
obtidas para determinagéo dos glicosaminoglicanos. Este procedimento consta,
inicialmente, de adicionar 100 yL de uma solugcdo de proteina de ligagcdo
(proteina de ligagcdo do acido hialurdnico obtida a partir de cartilagem bovina)
diluida em tamp&o Na,CO3 0,06M, pH 9,6, em cada pogo da placa de ELISA
mantida overnight a temperatura de 4°C. A solugdo é removida e a placa
lavada com Tris-HCI 0,05M, pH 7,75 (tampédo de lavagem). Os sitios
inespecificos sao bloqueados acrescentando-se 200 uL em cada pogo de uma
solugao Tris-HCI 0,05M, pH 7,75 e soro albumina bovina (BSA) 1%, por uma

hora, a 37°C e mantidas a 4°C nesta solugédo até o momento das dosagens.

Também foram preparadas placas recobertas com acido hialurdnico

(50ug/mL) ou BSA 1% nas mesmas condi¢des descritas anteriormente.

3.3.3.2 Ensaio tipo sanduiche do &cido hialurénico

A placa coberta com proteina de ligacdo foram adicionados 100 uL por
poco de solugbes de acido hialurbnico padrao em varias concentracdoes
diluidas no tampao Tris-HCI 0,05M, pH 7,75 e BSA 1% (tamp&o de ensaio),
além das solugdes amostras obtidas dos tecidos apds protedlise em triplicatas.
Seguiu-se incubacado a 4°C, overnight, sendo a placa tratada logo apés com

tampéo de lavagem.

A seguir, foram adicionados 100 yL da sonda do acido hialurénico
(proteina de ligagao extraida da cartilagem bovina biotinilada — 1 mg/mL)
diluida 1:5000 ou 1:10000 no tamp&o de ensaio. A placa foi agitada por duas

horas e depois lavada com o tamp&o de lavagem.

Apos lavagem, foram adicionados a placa 100 pL por poco de
estreptavidina, marcada com Eurdpio (Delfia Eu-labelling kit), diluida em
1:10000 em tampé&o de ensaio. Em sequéncia, agitou-se por uma hora e, a

sequir, foi tratada pelo tampao de lavagem. Por fim, adicionou-se solugao de
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realce (200 uL por pocgo), agitou-se por 5 minutos e depois a placa foi lida em
fluorimetro. As amostras foram analisadas em triplicata e as placas lidas em
fluorimetro Wallac 2-Victor Multilabell Counter (Pearkin Elmer Life Sciences).
Este método permite detectar até 0,2 ug de acido hialurénico por mg (Martins et
al., 2003).

Finalmente, foi adicionada a solugdo de Enhancement (200 pL/pogo)
(Wallac Ou, Turku, Finlandia) e a placa agitada por cinco minutos, antes de ser
lida no fluorimetro (Wallac Ou, Turku, Finlandia). Foi obtido, para cada
composto, um valor em ng/mL, que € normalizado por ug de GAGs no tecido,
baseado no peso seco inicial do pd cetdnico. Todas as amostras foram

realizadas em triplicata, sendo o limite de detec¢cao do método de 0,2 ug/L.

3.4 Método imunoistoquimico

3.4.1 Imunoistoquimica para determinar a distribuicdo do acido

hialurénico

Cortes do endométrio de 5 um foram tratados com sonda biotinilada anti-
proteina de ligagdo do acido hialurénico (HABP) de cartilagem bovina,
desenvolvida no laboratério de Biologia Molecular da Universidade Federal de
Sao Paulo — Escola Paulista de Medicina (Lebl et al., 2007). Inicialmente foi
bloqueada, nos cortes, a atividade da peroxidase endoégena por incubagao com
peroxido de hidrogénio a 3% durante 35 minutos. Em seguida, foram incubados
durante 30 minutos com albumina de soro bovino (BSA) 1% em soro fisioldgico
tamponado com fosfato. Posteriomente, foi adicionado HABP conjugado a
biotina (1:100) em solugao salina tamponada com fosfato contendo 1% de BSA
por 1 hora. A seguir, os cortes foram incubados durante 1 hora com
estreptavidina conjugada com peroxidase (1:500, Amersham Life Science,
Buckinghamshire, Reino Unido) com 0,05% de tetracloridrato de
diaminobenzidina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) e contrastadas pela
hematoxilina de Harris. Como controle negativo utilizaram-se cortes tratados
com hialuronidase proveniente de Streptomyces hyalurolyticus (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO).
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3.4.2 Imunoistoquimica para identificacdo das HASs e dos pequenos

proteoglicanos ricos em leucina

A expressao de HAS1, HAS2, HAS3, decorim, lumicam, fiboromodulina e
biglicam foi investigada empregando-se anticorpos especificos em cortes
histologicos de parafina. Para tanto, os cortes coletados em laminas
silanizadas foram, inicialmente, desparafinados em xilol e hidratados em
concentragbes decrescentes de etanol. A atividade da peroxidase endégena foi
bloqueada pela incubag¢ao dos cortes com peroxido de hidrogénio a 3% durante
5 minutos. Os cortes foram incubados em tampao (pH 6,0) citrato de sodio
10mM a 95°C por 20 minutos. Os sitios de ligacdo nao especificos foram
bloqueados com 2% PBS-BSA por uma hora. Os anticorpos utilizados estao

expressos na Tabela 5.

Para identificacdo da ligagdo do anticorpo secundario, utilizou-se o kit
amplificador (Vectastaing, ABC). Os cortes foram incubados com a solugéo
padrao do kit por uma hora a 37°C, e apds incubacao as laminas foram lavadas
em PBS pH 7,4 por seis vezes e novamente incubadas com outra solugéo
tampao do kit, por 15 minutos, e, em seguida, foram lavadas com tampao PBS,

pH 7,4 por trés vezes.

As reagdes foram reveladas com o sistema estreptavidina-peroxidase
(Dako Cytomation, USA) e, como cromégeno, foi utilizado o 3,3-
diaminobenzidina (DAB), sendo os cortes posteriormente contrastados pela
hematoxilina de Harris. Como controle negativo foram utilizados cortes
incubados com imunoglobulina ndo especifica (DAKO Cytomation, USA) no

lugar do anticorpo primario.

Adotou-se como padrao de positividade o aparecimento de coloragao
marrom-acastanhada na regiao da matriz extracelular ou na regidao dos limites

celulares.



33

Tabela 5 - Caracteristicas dos anticorpos empregados para feitura do

procedimento de imunoistoquimica

Anticorpo Clone Fornecedor Tipo Diluicdo Controle positivo
HAS1 SC-34020  Santa Cruz®  Policlonal 1:100 Tecido embrionario
HAS2 SC-34067  Santa Cruz® Policlonal 1:100 Tumor de ovario

HAS3 SC-3404 Santa Cruz® Policlonal 1:100 Tumor de Colo do Ctero
Decorim Ab175404  Abcam® Policlonal 1:300 Mama

Lumicam Ab168348  Abcam® Policlonal 1:1000 Pele

Fibromodulina Bs-12362R  Bioss® Policlonal 1:1500 Tecido embrionario
Biglicam Bs-7552R Bioss® Policlonal 1:100 Cartilagem

3.4.3 Anélise da Imunoexpressao

Para a quantificagdo dos parametros analisados, imagens foram
capturadas através de camera de alta resolugao (AxioCam-MCR da Carl Zeiss)
adaptada a microscopio de luz (AxioLab, Carl Zeiss), com objetivas de 40X,
que foram transmitidas a computador com programa windows XP. Para a
avaliagdo imunoistoquimica dos parametros analisados, utilizamos a analise
semiquantitativa de escores (H) como descrita por Panzan et al. (2013), ou
seja, 0 para reatividade negativa, e de 1 a 4 segundo o grau de intensidade da

reatividade.

3.4.4 “Western Blotting”

Os fragmentos de endométrio presentes nos tubos eppendorf
mergulhados no nitrogénio liquido foram retirados, triturados e processados
com 500 yL do tampéao de extragédo de proteinas (RIPA — 150mM NaCl, 50mM
Tris, 1% Nonidet P-40, 0,15 SDS, 5 mg/mL Deoxicolato de Sddio) acrescidos
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de 10 mg/mL de inibidores de protease, sendo a concentragdo proteica
determinada pelo método colorimétrico de Lowry et al. (1951). Quantidades
iguais de proteinas, previamente reduzidas com mercaptoetanol e fervidas a
100°C, por 10 minutos, foram separadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida a 10%. As proteinas foram transferidas para a membrana de
fluoreto de polivinilidene (PVDF) por transferéncia umida, sendo esta
bloqgueada com solu¢cdo de albumina 5% em TBS-T (mistura de Tris HCL
0,05M, NaCL 0,15M e Tween 0,05%), overnight.

Posteriormente, foram incubadas com anticorpo primario diluido em
albumina 1% overnight, a temperatura reduzida no agitador (Tabela 6). Foi feita
lavagem com TBS-T (3X de 15 minutos) e, a seguir, incubagao com anticorpo
secundario conjugado a HRP por aproximadamente duas horas. As
membranas foram lavadas novamente com TBS-T (3X de 5 minutos) e fez-se a
revelagdo. A expressédo da actina foi utilizada como controle da qualidade da

técnica.

Tabela 6 — Caracteristicas dos anticorpos para realizagdo do procedimento do

western blotting

Anticorpo Clone Fornecedor  Tipo Diluicéo
HAS1 SC-34020 Bioss® Policlonal 1:500
HAS2 SC-34067 Bioss® Policlonal 1:500
HAS3 SC-3404 Bioss® Policlonal 1:500
Decorim Ab175404 Abcam® Policlonal 1:500
Lumicam Ab168348 Abcam® Monoclonal 1:500
Fibromodulina Bs-12362R Bioss® Policlonal 1:1500
Biglicam Bs-7552R Bioss® Policlonal 1:100

beta-actina Bs-12362R Calbiochem® Monoclonal 1:500

GAPDH Bs-12362R Calbiochem® Monoclonal 1:500
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3.5 Calculo do tamanho da amostra

O calculo do tamanho da amostra foi baseado nos dados da quantificagao
do acido hialurénico (médias e desvios-padrao), levando em conta um poder da
amostra em 80% (erro tipo Il - beta). Aplicou-se a seguinte formula: N =
(Z%.8%)/d?, onde N = tamanho da amostra; Z = nimero de desvios—padréo, que
no caso de distribuicdo normal é de 1,96; S = desvios-padrdo das médias e d =
diferenca das médias (Weyne, 2004). Portanto, o numero total de casos

necessario foi de 20.

3.6 Método Estatistico

Apoés analise da distribuicdo dos dados (normal), utilizou-se o teste t de
student ndo pareado. Foi fixado p menor que 5% (erro tipo | ou alfa, p < 0,05)
para significancia estatistica. Os calculos foram feitos com o programa SPSS
versao13 (SPSS, Chicago, IL).
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4 Resultados

4.1 Histomorfoldgicos

O endométrio das mulheres do G-C apresentaram epitélio de
revestimento cilindrico simples e lamina propria com inumeros fibroblastos,
com nucleos elipticos e nucléolos bem evidentes (Figuras 8A e 8B). Nota-se a
presenca de inumeras glandulas tubulares retas, revestidas por epitélio
cilindrico simples (Figura 8C). Tanto no epitélio superficial quanto no glandular
e na lamina prépria observa-se a presenga de figuras de mitose (Figura 8B). No
G-SOP, o endométrio mostra as mesmas caracteristicas; no entanto, os
epitélios superficial e glandular achavam-se mais espessados e a lamina
propria, localizada logo abaixo dos epitélios, tinham inumeros leucécitos
(Figura 8D). Verificaram-se ainda, neste ultimo grupo, algumas células em

apoptose (Figuras 8D e 8E).

Figura 8 - Fotomicrografias do endométrio de mulheres na fase proliferativa (A, B e C) e de
pacientes com sindrome dos ovarios policisticos (D, E e F). Notar epitélios superficial (EP) e
glandular (GL) mais espessos, assim como maior concentragcédo de leucécitos na lIdmina prépria
no grupo SOP em D e E, quando comparado ao G-C em A e B (setas finas). Observar ainda
figuras tipicas de apoptose em D e E (setas espessas) (*figura de mitose). H.E. A e D = 200X,
B e E = 400X, C e F = 100X.



37

4.2 Quantificacdo dos GAGs

O comportamento eletroforético em gel de agarose dos endométrios de
mulheres na fase proliferativa do ciclo menstrual (G-C) e de portadoras da
sindrome dos ovarios policisticos (G-SOP) esta expresso nas Figuras 9 e 10. A
analise bioquimica revelou a presenga de condroitim sulfato (CS), heparam
sulfato (HS) e tragos de dermatam sulfato (DS) no endométrio das mulheres do
grupo G-C e com sindrome dos ovarios policisticos (G-SOP). Os resultados
foram expressos em miligrama de GAG por grama de tecido seco. A
concentracgdo total de glicosaminoglicanos sulfatados mostrou-se maior no G-C
(2,27 £ 0,50 mg/g) do que no G-SOP (1,76 = 0,31 mg/g). O glicosaminoglicano
predominante foi o condroitim sulfato em ambos os grupos. Assim, a
concentracdo obtida de CS em relacdo ao total de glicosaminoglicanos foi
94,2% e 89,8% nos grupos de mulheres com ciclos menstruais regulares e com
sindrome dos ovarios policisticos, respectivamente, sendo esta diferenca
significante. Ja a concentragdo de heparam sulfato em relagdo ao total de
glicosaminoglicanos foi 5,8% no G-C e 10,2% no G-SOP, sendo esta diferenca
ndo significante. A eletroforese mostrou ainda tragos de dermatam sulfato em

ambos os grupos (Tabela 7).
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Figura 9 - Perfil dos glicosaminoglicanos, em gel de agarose, presentes no
endométrio de mulheres na fase proliferativa do ciclo menstrual (G-C). CS -
condroitim sulfato, DS - dermatam sulfato, HS — heparam sulfato. P — ponto de

origem da eletroforese.
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Figura 10 - Perfil dos glicosaminoglicanos, em gel de agarose, presentes no
endomeétrio de pacientes com sindrome dos ovarios policisticos (G-SOP). CS —
condroitim sulfato, DS - dermatam sulfato, HS — heparam sulfato. P — ponto de

origem da eletroforese.
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Tabela 7 — Quantificagdo dos glicosaminoglicanos sulfatados (M + DP) no
endométrio de mulheres na fase proliferativa do ciclo menstrual

(G-C) e de pacientes com sindrome dos ovarios policisticos (G-

SOP)
GRUPOS
Dosagem (mg/qg) G-C (n=10) G-SOP (n=10)

Glicosaminoglicanos 2,27 £ 0,50* 1,76 £ 0,31
sulfatados

Condroitim sulfato 2,14 £ 0,55 1,58 £ 0,65
Dermatam sulfato Tracos Tracos
Heparam sulfato 0,13+ 0,08 0,18 £ 0,09

*p<0,05 quando comparado ao G-SOP

4.3 Quantificagdo do &cido hialurdnico

A analise bioquimica mostrou haver maior quantidade de acido
hialurénico no endométrio de mulheres na fase proliferativa do ciclo menstrual
do que no de pacientes com sindrome dos ovarios policisticos (G-C= 0,39 +
0,04 ug/mg > G-SOP= 0,06 £ 0,02 ug/mg; p<0,01) (Tabela 8).
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Tabela 8 — Quantificagdo do acido hialurénico (M £ DP) no endométrio de
mulheres na fase proliferativa do ciclo menstrual (G-C) e de

pacientes com sindrome dos ovarios policisticos (G-SOP)

GRUPOS AH (ug/mg de p6 cetdnico)
G-C (n=10) 0,39 +0,04*
G-SOP (n=10) 0,06 +0,02

*p<0,01 quando comparado ao G-SOP

4.4 Imunoistoquimica

Os resultados da detecgao imunoistoquimica do acido hialurénico e das
enzimas de sintese do acido hialurénico (HAS1, HAS2 e HAS3) estéo
mostrados na Figura 11 e os dados dos escores na Tabela 9. A distribuicdo
espacial dos glicosaminoglicanos (carboxilados e sulfatados) no endométrio foi
semelhante em ambos os grupos. Estava presente em todo o estroma, sendo
mais concentrado em torno dos vasos sanguineos e das glandulas. Alem disto,
observou-se também a deposi¢cado desses glicosaminoglicanos nas regides da
membrana basal. O mesmo ocorreu em relacdo as enzimas do acido

hialurénico que estavam presentes principalmente no estroma endometrial.

Os dados da deteccao dos proteoglicanos ricos em leucina estao
mostrados na Figura 12; seus escores encontram-se na Tabela 9. Da mesma
maneira que os glicosaminoglicanos, os proteoglicanos estdo presentes por
todo o estroma, aparecendo também na membrana basal dos vasos, do epitélio
superficial e das glandulas endometriais. Tanto o decorim quanto o lumicam

foram mais evidentes no endométrio de mulheres com SOP.
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Figura 11 - Fotomicrografias de cortes de endométrio de mulheres com ciclos
menstruais regulares na fase proliferativa (G-C) e de pacientes com sindrome
dos ovarios policisticos (G-SOP) submetidos a métodos imunoistoquimicos
para identificagéo do acido hialurénico (AH) e das enzimas de sintese do acido
hialurénico (HAS1, HAS2 e HAS3). Em A, B, C e D estdo expressos os

controles negativos das reag¢des. Barra = 20um.
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Figura 12 - Fotomicrografias de cortes de endométrio de mulheres com ciclos
menstruais regulares na fase proliferativa (G-C) e de pacientes com sindrome
dos ovarios policisticos (G-SOP), submetidos a métodos imunoistoquimicos
para identificagdo de biglicam, decorim, fiboromodulina e lumicam. Em A, B, C e
D estdo expressos os controles negativos das respectivas reagdes. Barra =
20um.
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Tabela 9 — Analise semiquantitativa (escores) das enzimas de sintese do acido
hialurénico (HAS1, HAS2 e HAS3) e dos pequenos proteoglicanos
ricos em leucina (M = DP) no estroma endometrial de mulheres na
fase proliferativa do ciclo menstrual (G-C) e de pacientes com

sindrome dos ovarios policisticos (G-SOP)

Grupos Anti Anti Anti Anti Anti Anti Anti
HAS1 HAS2 HAS3 Decorim Biglicam Lumicam  Fibromodulina

G-C 1,1£0,2*  1,2+0,1*  2,1+0,4* 1,9+0,3* 2,1+0,7 2,5+0,5* 2,1+0,2

G-SOP 3,540,3 1,840,2 0,840,3 2,840,5 2,410,6 3,8+0,4 1,7+0,2

*p<0,05 quando comparado a G-SOP.

4.5 Western Blotting

O western blotting mostrou alta concentracdo de HAS1 e HAS2 no
endomeétrio de pacientes com a sindrome dos ovarios policisticos. Ja a
concentracdo de HAS3 apresentou-se pouco aumentada no endométrio de
mulheres na fase proliferativa do ciclo menstrual. Os dados do western blotting
das HAS e dos pequenos proteoglicanos ricos em leucina estdo expressos nas
Figuras 13, 14 e Tabela 10.
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Figura 13 - Em A nota-se no gel de poliacrilamina a expresséo da detecc¢ao por
western blotting da imunomarcagéo das proteinas HAS1, HAS2 e HAS3 no

endométrio de mulheres na fase proliferativa do ciclo menstrual (G-C) e de

pacientes com sindrome dos ovarios policisticos (G-SOP). Em B os graficos

representam a expressao das sintase do acido hialurénico em relacdo a beta-

actina expressa em pixels. Os valores representam média + S.E.M. Ambas as
analises foram significantes (p<0,05*).
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Figura 14 - Em A nota-se no gel de poliacrilamina a expressao da detecgao por
western blotting dos pequenos proteoglicanos ricos em leucina (decorim,
biglicam, lumicam e fibromodulina) no endométrio de mulheres na fase
proliferativa do ciclo menstrual (G-C) e de pacientes com sindrome dos ovarios
policisticos (G-SOP). Em B os graficos representam a imunomarcagdo dos
pequenos proteoglicanos ricos em leucina (decorim, biglicam, lumicam e
fiboromodulina) em relagdo a beta-actina expressa em pixels. Os valores

representam média + S.E.M. Ambas as analises foram significantes (P<0,05%).
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Tabela 10 — Expressao das sintases e de pequenos proteoglicanos ricos em

leucina no estroma endometrial de mulheres na fase proliferativa

do ciclo menstrual (G-C) e de pacientes com sindrome dos

ovarios policisticos (G-SOP). Os valores foram obtidos pela

densitometria da eletroforese em gel de policrilamida de cada

proteina em relagcéo a actina usada como controle interno

Grupos Anti Anti Anti Anti Anti Anti Anti
HAS1 HAS2 HAS3 Decorim Biglicam Lumicam  Fibromodulina

G-C 19,0+0,2* 15,9+0,1* 15,9+0,4*  3,4+0,3* 17,5157 12,1+0,5* 11,9427

G-SOP 52,240,3  33,410,2 4,1+0,3 7,610,5 21,1446 40,71+0,4 15,11£3,2

*p<0,05 quando comparado a G-SOP.
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5 Discusséao

O endométrio desempenha importante papel no processo de implantagéao,
bem como no controle do fluxo menstrual (Tanaka et al., 2009; Garry et al.,
2010; Lockwood, 2011). A adequada composicdo estrutural, tanto epitelial
quanto estromal, é necessaria para o ciclo menstrual regular. Outrossim, a
interacao entre as células endometriais e a matriz extracelular é essencial para
a homeostase tecidual e a organizagdo endometrial, isto é, o controle da
proliferacdo, apoptose, motilidade de fatores de crescimento, leucécitos e da
secrecao celular. Tal fato decorre da presenca de receptores transmembrana
que fazem a ligagdo do meio intracelular com a matriz extracelular através de
seus dominios extracelulares (Burghardt et al., 2002). Assim, alteragbes na
composi¢cdo da matriz extracelular, determinariam modificagbes estruturais e

funcionais do endométrio.

No ciclo menstrual de mulheres eumenorreicas, ha intensa remodelacao
da matriz extracelular, com sintese e degradacdo de seus componentes
teciduais. Esta relacionada as variagcbes hormonais e tem como obijetivo,
preparar o endométrio para a implantagdo (Achache e Revel, 2006). Neste
particular, desempenha papel de realce o acido hialurénico e os pequenos
proteoglicanos ricos em leucina (decorim, lumicam, biglicam e fibromodulina),
0s quais modulam a acado dos fatores de crescimento, bem como das
substancias relacionadas ao processo inflamatério local, que pode influenciar o

crescimento do tecido e a morte celular.

Além da influéncia dos glicosaminoglicanos no padrdo menstrual, os
proteoglicanos também participam do controle da proliferagdo celular, o que
possivelmente diminui o risco de desenvolver cancer endometrial (Afify et al.,
2005). Alguns investigadores sugerem ainda que os glicosaminoglicanos
atuariam sobre citocinas proé-inflamatérias, como fatores de crescimento
tumoral e outras vias do sistema inflamatério local, regulando a invasao de
leucécitos e a homeostase celular (Orian-Rousseau e Sleeman, 2014).

Portanto, a menor sintese destas substancias contribuiria para que ocorra um
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desequilibrio no estroma endometrial, possibilitando tanto o surgimento de
sangramento uterino anormal, inadequada receptividade do endométrio e maior
risco de desenvolvimento de lesdes proliferativas precursoras de carcinoma

endometrial do tipo | (Haoula et al., 2012; Barry et al., 2014).

Para podermos comparar a estrutura endometrial de pacientes com
sindrome dos ovarios policisticos, escolhemos, como grupo controle, mulheres
que apresentavam ciclos menstruais regulares na fase proliferativa, onde
prevalece a acado estrogénica. Para termos certeza de que eram férteis,
selecionamos mulheres que ja tinham tido filhos, com indicagdo para
esterilizagdo tubaria. As participantes do grupo SOP foram selecionadas no
ambulatoério do Setor de Hiperandrogenismo da Divisao de Clinica Ginecoldgica
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo, sem tratamento prévio, para n&o influenciar os resultados. Além disso,
adotamos os critérios da AES (2006), que estabelece a necessidade de haver

hiperandrogenismo clinico ou laboratorial (Azziz et al., 2009).

O endométrio é tecido alvo para agao dos esteroides sexuais, incluindo
estrogénio, progesterona e androgénios, onde o processo de proliferacéo,
diferenciacdo e composicao celular dependem de seu sincronismo (Noe et al.,
1999). A acéo dos receptores de hormdnios sexuais ocorre tanto no componente
epitelial quanto no estromal. Os androgénios, em especial, teriam acdo mais
marcante nas células estromais, induzindo a apoptose durante a fase
proliferativa, antagonizando em parte a agéo do estrogénio (Mertens et al., 1996;
Cloke e Christian, 2012). Na segunda fase do ciclo, alguns investigadores
registraram aumento da sintese de androgénios e também maior expressao de
genes relacionados a ativacdo de seu receptor, envolvidos na organizagao
citoesquelética, na motilidade e no controle da proliferacdo celular, auxiliando a
progesterona a antagonizar o efeito estrogénico (Ito et al., 2002; Wang et al.,
2011; Cloke e Christian, 2012).

Com relagdo aos nossos resultados histomorfoldégicos, a datagao
endometrial foi feita pelo mesmo histologista que ndo conhecia a qual grupo a
mulher pertencia. Devemos mencionar que, do total de pacientes incluidas na

avaliagao, duas do grupo SOP apresentaram endométrio com hiperplasia, tendo
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sido excluidas do estudo, pois poderiam ter expressdo génica diferente do

epitélio proliferativo (Afify et al., 2005).

A morfologia do endométrio das mulheres com SOP tinha, em geral, maior
espessura epitelial (superficial e glandular) e maior concentragao de leucécitos,
localizados de preferéncia logo abaixo do epitélio superficial, que s&o
caracteristicas da agao estrinica (Kodaman e Taylor, 2004). Além disso, notamos
a presenca, tanto no epitélio superficial quanto no glandular, de figuras tipicas de
mitose e de apoptose que, em geral, devem-se a agdo dos estrogénios e
androgénios, respectivamente (Avellaira et al.,, 2006). Outros investigadores
também encontraram resultados semelhantes aos nossos (Shah et al., 2010).
Simdes et al. (2013), em estudo imunoistoquimico, referem maior atividade
proliferativa na lamina propria e no epitélio glandular de mulheres normais na
fase proliferativa do ciclo menstrual em relagcdo as com sindrome dos ovarios

policisticos.

Deve-se mencionar que o crescimento e a diferenciacado do endométrio na
SOP sao também influenciados por androgénios, insulina, fatores de
crescimento e interleucinas, os quais estdo aumentados nessas mulheres
(Apparao et al., 2002; Giudice, 2006; Batista et al., 2012; Lopes et al., 2014;
Vélez e Motta, 2014; Akram e Roohi, 2015). Sem o efeito regulatério da
progesterona, a agao mitogénica estrinica junto aos fatores de crescimento e a
insulina poderiam levar a crescimento endometrial desordenado (Cheung, 2001;
Giudice, 2006).

Com relagao ao perfil dos glicosaminoglicanos sulfatados encontramos no
endométrio do grupo controle, bem como no do grupo SOP, maior conteudo de
condroitim sulfato e baixos teores de heparam sulfato e tracos nao quantificaveis

de dermatam sulfato.

Giordano et al. (2015) encontraram maior concentragcdo de heparam
sulfato no endométrio de mulheres com SOP do que em mulheres normais.
Relacionaram esse achado a uma possivel modificagdo na interface materno-
fetal, o que contribuiria para a infertilidade. Referem, ainda, que o heparam
sulfato presente no endometrio poderia ser um marcador preditivo de futuro risco

de neoplasia.
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Nossos dados relativos aos glicosaminoglicanos s&o similares aos
reportados por Nasciutti et al. (2006). Esses autores caracterizaram, por
meétodos bioquimicos, histoquimicos e imunoistoquimicos, 0s
glicosaminoglicanos no endométrio de mulheres nas fases proliferativa e
secretora do ciclo menstrual regular. Notaram haver predominédncia de
condroitim sulfato e pequenas quantidades de dermatam e heparam sulfato,
sendo que o condroitim sulfato se encontrava distribuido em geral pelo estroma,
em torno das glandulas endometriais. N&o verificaram haver diferengas
importantes na imunomarcacao entre as fases proliferativa e secretora. Deve-se
mencionar que caracterizaram apenas o0s glicosaminoglicanos; nao fizeram
avaliagdo da sua concentracdo. Sugeriram que os glicosaminoglicanos
participariam da estruturacdo e no grau de hidratagdo do endométrio. Ademais,
referiram que o condroitim sulfato poderia estar relacionado ao armazenamento
de fatores de crescimento e modulagdo dos processos de angiogénese ciclicos,
ou seja, teriam papel na protecdo endometrial. Nossos resultados mostraram
diminuicao do teor de condrotim sulfato e do acido hialurénico no endométrio de
pacientes com SOP. Possivelmente, esta queda estaria relacionada a menor
hidratacdo, o que poderia alterar o processo de implantacéo, influenciando
também no conteudo de fatores de crescimento e citocinas (Lucariello et al.,
2015).

Entre nossos objetivos, procuramos averiguar a concentracédo e a
distribuicdo do acido hialurénico no endométrio. Para tanto, além da dosagem
bioquimica, avaliamos a sua distribuigao utilizando anticorpo contra o peptideo
de ligacao altamente especifico (Lebl et al.,, 2007). Observamos que a sua
distribuicao ocorreu em todo o estroma endometrial, estando de acordo com os
dados obtidos por Salamonsen et al. (2001). Notamos, ainda, marcagdo mais
evidente no endométrio de mulheres na fase proliferativa do ciclo menstrual do
que nas portadoras de SOP. Sabe-se que o acido hialurdnico, além de estar
relacionado com a hidratagao, fornece suportes estrutural e funcional para as

células (Gomes et al., 2013).

Com relagéo as enzimas de sintese do acido hialurénico, verificamos que

as enzimas HAS1 e HAS2 acharam-se aumentadas no endométrio das mulheres
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com SOP. No entanto, a HAS3 encontrava-se elevada no endométrio de

mulheres sem SOP na primeira fase do ciclo menstrual.

Como foi referido, as enzimas HAS1 e a HAS2 estao relacionadas com a
produgao de acido hialurénico de alto peso molecular. Assim, seria esperado
encontrarmos maior concentracdo e quantidade deste glicosaminoglicano
carboxilado no endométrio de mulheres com SOP, o que nao foi observado. Nas
pacientes com SOP, em virtude da agao estrogénica persistente, poderia haver
maior degradagao do AH. Ja nas mulheres sem SOP, com ciclos regulares, ao
contrario, haveria maior concentracdo de AH de menor peso molecular, o que
favoreceria proliferagdo e diferenciagdo celular mais equilibrada (Marei et al.,
2013).

Freudenberger et al. (2011) referem que a agdo da HAS1 ¢ inibida pelos
estrogénios, levando a inibigdo da formagéo de uma matriz altamente hidratada,
diminuindo a proliferagdo e a neovascularizagdo. Além disto, a sintese do AH
pode ser regulada por inumeros fatores, entre os quais podemos citar os fatores
de crescimento e as citocinas, incluindo fatores de crescimento transformador-
beta/membros da familia da proteina morfogenética éssea, interleucina-1 beta,
fator de necrose tumoral-alfa, fator de crescimento epidermal e fator de
crescimento de queratindcitos, dependendo do tipo celular (Spicer e Tien, 2004).
Estes fatores podem acelerar também a degradacédo do AH, principalmente de

alto peso molecular.

Ha varios tipos de AH, com diferentes pesos moleculares, em todos os
tecidos; sua quantidade é ajustada pela expressdo das diferentes enzimas de
sintese e de degradacao, resultando em alteragdes estruturais e bioquimicas
que podem estar relacionadas a diferentes efeitos biolégicos (Raheem et al.,
2013). A fungéo do AH varia na dependéncia do seu tamanho. Assim, o de alto
peso molecular, devido as suas propriedades fisico-higroscopicas e
viscoelasticas, é antiangiogénico, imunossupressor e inibe a migracao celular
(Balazs e Gibbs 1970; Deed et al. 1997; Lee e Spicer, 2000).

Por outro lado, as moléculas de AH de baixo peso molecular estao
relacionadas a migragdo ou as respostas de proliferacdo celular exagerada
(Aruffo et al., 1990; Aruffo, 1996; Lee e Spicer, 2000; Orian-Rousseau e
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Sleeman, 2014). Tém ainda agdo angiogénica e antiapoptotica (Stern et al.,
2006).

Assim, a reducao do AH total e/ou a predominancia do AH de baixo peso
molecular podem facilitar o processo de proliferagdo endometrial. Em

consequéncia, haveria alteracao estrutural e funcional do endométrio.

Além do acido hialurdénico interessamo-nos em avaliar os pequenos
proteoglicanos que sdo membros da familia ricos em leucina (SLRPs) da matriz
extracelular. Atuam como efetores potentes em algumas vias de sinalizagao
celular (Hocking et al., 1998; lozzo, 1999; Chen e Birk, 2013; Halper et al., 2014).
Alguns trabalhos relacionam esses proteoglicanos ricos em leucina ao processo
de implantagédo, a placentacdo e a invasao tumoral, porém, sdo escassos 0s
relacionados ao ciclo menstrual (San-Martim et al., 2003; Kirn-Safran et al.,
2008; Kitaya e Yasou, 2009, Salgado et al., 2011). Salgado et al. (2011) referem
que a expressao e distribuicdo de decorim, biglicam, lumicam e fibromodulina no
endomeétrio e no miométrio de camundongas sdo dose horménio-dependentes.

Deste modo, seriam importantes no preparo do endométrio para a implantagao.

Em nosso estudo encontramos imunomarcacido mais intensa para
decorim e lumicam no endométrio de mulheres com SOP. Ja a imunomarcagao
para o biglicam e a fibromodulina foi semelhante em ambos os gupos de estudo.
Kitaya e Yasuo (2009) relataram ser a imunorreatividade para o biglicam fraca ou
ausente durante todo o ciclo menstrual normal. Alguns investigadores referem
que, em meio de cultura, a progesterona aumenta a expressao de biglicam nas
células endometriais. Este, por sua vez, atuaria junto com a selectina no sistema

imune local (Kitaya e Yasuo, 2009).

Além disso, o decorim e o lumicam estao relacionados com a atividade
antiproliferativa local (Yamaguchi e Ruoslahti, 1988; Vij et al., 2004). Regulariam
a sintese de DNA durante a fase proliferativa tanto nas células epiteliais como
nas estromais, onde ocorre a regeneracdo desse tecido no ciclo normal. E
possivel que a reducdo do acido hialurénico seja um mecanismo compensatério
para tentar frear a proliferacdo endometrial exagerada na SOP. Tal fato
explicaria as alteracdes relacionadas a receptividade endometrial, como também

o desenvolvimento de lesdes proliferativas e neoplasicas.
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O biglicam é um proteoglicano bem conhecido de matriz pericelular
(Schaefer e lozzo, 2008), que modula eventos de sinalizagdo celular. Na sua
forma soluvel, é capaz de ativar a proteina quinase ativada pelo mitégeno p38, a
quinase regulada por sinal extracelular (Erk) e o fator kapa nuclear de cadeia
leve ativador de células B (NF-kB) e, consequentemente, a secrecdo de TNF-a
(Nastase et al., 2012). Estas substancias sdo responsaveis pelo aumento da
mitose e proliferagdo do tecido durante a fase proliferativa. Contudo, o
incremento deste proteoglicano no endométrio de pacientes com SOP ainda nao
€ bem claro. Atuaria, ao que parece, estimulando a proliferagdo endometrial, o

que seria prejudicial a fungdo endometrial.

Além dessas fungdes relatadas, os SLRPs regulam a fibrilogénese do
colageno. O decorim ¢é considerado molécula reguladora, atrasando o
espessamento das fibrilas de colageno (Rada et al., 1993; Vogel e Trotter, 1987).
Vogel e Trotter (1987) mostraram que o decorim, bem como o lumicam, in vitro
estabilizariam as fibrilas finas. Ameye et al. (2002) mostraram que camundongas
deficientes em fibromodulina sintetizam menos feixes de fibrilas colagenas,
sendo frequentemente irregulares e com menor didmetro, e os knock-out para o

decorim apresentam fibrilas irregulares aumentadas de diametro.

Nossos resultados sugerem que, nas pacientes com SOP, haveria
reducao dos glicosaminoglicanos, em especial de AH. O AH de alto peso
molecular é sintetizado pela HAS1, que apesar de se encontrar em maior
concentragédo, acha-se inibida, ou mesmo pelo aumento das hialuronidases,
quando ha predominio estrogénico, sem oposicdo da progesterona. Haveria,
nessa situacdo, formacdo de uma matriz extracelular inadequada (pouco
hidratada). Tal fato interferiria negativamente no processo de implantacao
embrionaria. O acido hialurénico de baixo peso molecular tem importante papel
na via de sinalizagao celular, estando envolvido no processo de angiogénese,
apoptose e motilidade celular. Desse modo, quando se encontra em niveis
reduzidos, a atividade antiapoptética estaria diminuida, favorecendo a
proliferacdo celular. Por outro lado, observa-se maior expressao de decorim e
lumicam no endométrio de pacientes com SOP. Estes SLRPs acham-se

relacionados com o processo antiproliferativo local. Haveria, assim, um possivel
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mecanismo compensatorio para reduzir a atividade antiapoptética, além de
diminuir a degradac&o do AH de alto peso molecular. Em sintese, esses achados

poderiam interferir na receptividade endometrial.
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6 Conclusodes

1 - A concentragédo de glicosaminoglicanos sulfatados e de acido hialurénico foi
menor no endométrio de pacientes com SOP do que em mulheres na fase

proliferativa do ciclo menstrual,;

2 - O endométrio de mulheres com sindrome dos ovarios policisticos apresentou
maior concentracdo de HAS1 e de HAS2 e menor presenga de HAS3 do que o

de mulheres na fase proliferativa do ciclo menstrual;

3 - Houve maior expressao de decorim e lumicam no endométrio de pacientes
com SOP em comparacdo ao de mulheres na fase proliferativa do ciclo

menstrual.
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1 — Desenho do estudo e objetivo: Essas Informactes estdo sendo fomecidas para sua participacio
voluntaria neste estudo, que visa "estudar a matriz extracelular do endométrio (tecido Interno do (tero
que desprende durante a menstruacio) de mulheres com ovarios policisticos, comparando-a com a de
mulheres com menstruagio regular’.

2 — Descrigdo dos procedimentos que serdo realizados, com seus propésitos e identificagdo dos que
forem experimentais @ ndo rotineiros neste estudo; Serd realizada bidpsia endometrial, ou seja, sera
coletada pequena amostra do material endometrial das voluntarias deste estudo.

3 — Relagao dos procedimentos rotineiros @ como s#o realizados: Sera efetuada historia com relato da
sadde (com menstruagio regular) ou doenca (com ovarios policisticos). Todas as mulheres participantes
serdo examinadas, incluinde avaliacio (exame) ginecolégica, Além disso, iremos coletar pequena
quantidade de sangue 10 mL (trés colheres de sopa) pela pungdo (retirada com agulha) da veia do
antebrago. Nesta coleta, as participantes necessitam de ter jejum (ndo se alimentar ou beber 4gua) nas
12 horas anteriores a retirada do sangue da veia para avaliar os seguintes exames que ajudam no
diagnostico de ovarios policisticos ou que interferem com a sua saude: horménio estimulante da tiredide
— TSH (controla a tiredide), tiroxina livre - T4L (quantidade que age no corpo do hormdnio da tiredide),
testosterona total (hormédnio masculine), prolactina (hormbénio que interfere com a ovulagdo), sulfato de
dehidroepiandrosterona (horménio masculino), 17- hidroxiprogesterona (substancia que aumenta o
horménio masculino), horménio gonadotréfico coridnico - betahCG (teste de gravidez), bem como
glicemia (agiicar no sangue) & insulina (controla a quantidade de aguicar no sangue) de jejum. Todas as
voluntarias sero submetidas também a ultrassonografia pélvica transvaginal. As pacientes selecionadas
serdo submetidas a bidpsia endometrial (coleta de material da parte que desprende na menstruacio)
que sera feita em sala de exame com o uso de cateter (pequeno tubo plastico ou metélico que aspira o
tecido) endometrial do tipo Pipelle de Comier (Cooper Surgical, Trumbull, CT, USA) ou Novak. Este
material serd essencial para avaliar as estruturas (&cido hialurdnico e proteoglicanos ricos em leucina)
que pode atuar na saude endometrial (fertilidade ou desenvolvimento de lesbes precursoras de cancer
do endométrio).

4 - Descrigao dos desconfortos e riscos esperados nos procedimentos dos itens 2 e 3,

A coleta de sangue pode proporcionar desconforto leve e, ocasionar risco mininc de pequenos
hematomas (cole¢do de sangue abaixo da pele) ou ecmose (manchas arroxeadas na pele) que irSo
desaparecer com o tempo. A bidpsia endometrial pode levar a desconforto de leve a moderado e
pequeno fisco de sangramento apés o procedimento, bem como perfuragdo uterina que serfio cuidados
pelo médico que realizou o procedimento (Dr. Ricardo dos Santos Simbes)
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§ — Beneficios para o participante: Todas voluntarias terfio garantido o atendimento no ambulatério
ginecologia especializado em mulheres com ovarios policisticos, bem como todas as informagdes sobre
sua saude que contempla este estudo, bem como o resultado de exames. Além disso, o resultado de
estudo podera proporcionar conhecimento para melhor entendimento dos ovarios policisticos que irdo
beneficiar toda a populagio.

6 - Garantia de acessc: em qualguer etapa do estudo, vocé terd acesso aos profissionais responsaveis
pela pesquisa para esclarecimento de eventuais dividas O principal investigador & o Dr. Ricardo dos
Santos Simdes que pode ser encontrado no endereco Disciplina de Ginecologia do Departamento de
Obstetricia e Ginecologia da Universidade de Séo Paulo, Telefone (11) 30697621. Se vocé tiver alguma
consideracdo ou duvida sobre os aspectos éticos da pesquisa (estudo), entre em contato com o Comité
de Etica em Pesquisa (CEP) - Rua Ovidio Pires de Campos, 225 — 5° andar — tel: 3069-6442 ramais 16,
17, 18 ou 20, FAX: 3069-6442 ramal 26 — E-mail: cappesa@hcnet.usp.br

7 — E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de participar do
estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu tratamento na Instituigdo.

8 - Direito de confidencialidade — As informacdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros
pacientes, ndo sendo divulgado a identificagdo de nenhum paciente na publicagiio dos dados.

9 — Direito de ser mantida atualizada (informada) sobre os resultados parciais (exames) das pesquisas,
quando em estudos abertos (tipo deste estudo), ou de resultados que sejam do conhecimento dos
pesquisadores durante as visitas médicas com o Dr Ricardo dos Santos Simdes,

10 — Despesas e compensagdes; ndo ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do
estudo, incluindo exames e consultas. N@o ha também compensaciio financeira relacionada a sua
participagao.

11— Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos propostes neste estudo (nexo
causal comprovado), o participante tem direito a tratamento médico na Instituicdo, bem como as
Indenizagbes legalmente estabelecidas pela Instituicio.

12 - Compromisso do pesquisador (Dr Ricardo dos Santos Simdes) de utilizar os dados e o matenial
coletado somente para esta pesguisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informaces que i ou que foram lidas
pra mim, descrevendo o estudo. "Analise de acido hialurnico e proteoglicanos ricos em leucina no
endomeétrio de mulheres com sindrome dos ovarios policisticos e de mulheres eumenoméicas’
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Eu discuti com o Dr. Ricarde dos Santos Simdes sobre a minha deciso em participar nesse
estudo. Ficaram claros pra mim quais s#o os propésitos do estudo, os procedimentos a serem
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que minha participagdo & isenta de despesas e que tenho garantia do
acesso a ftratamento hospitalar quando necessario, Concordo voluntariamente em participar deste
estudo e poderei retirar o0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem
penalidades ou prejuizo ou perda de qualguer beneficio que eu possa ter adquirido, ou no meu
atendimento neste Servigo.

Assinatura do paciente/representante legal Data / /

Assinatura da testemunha Data / /
Para casos de pacientes menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou portadores de
deficiéncia auditiva ou visual,

(Somente para o responsével do projeto)

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste paciente
ou representante legal para a participacdo neste estudo,

Assinatura do responsavel pelo estudo Data / /
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