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Simões RS. Concentração do ácido hialurônico e dos pequenos proteoglicanos 

ricos em leucina no endométrio de pacientes com síndrome dos ovários 

policísticos em comparação à de mulheres eumenorreicas [Tese]. São Paulo: 

Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo: 2015.  

 

INTRODUÇÃO: A matriz extracelular no endométrio fornece vasta gama de 

sinais envolvidos em diferentes processos celulares, tais como morte celular e 

proliferação. Neste sentido, os glicosaminoglicanos e os proteoglicanos, 

juntamente com os fatores de crescimento, modulam várias etapas da 

angiogênese, proliferação celular e remodelação do estroma, o que pode ser 

importante para o fluxo menstrual regular e a redução dos processos 

proliferativos. Além disso, são importantes para a adequada interação materno-

fetal. OBJETIVO: Avaliar a concentração de ácido hialurônico, das enzimas de 

biossíntese do ácido hialurônico - hialurônico sintases (HAS1, HAS2 e HAS3) e 

dos pequenos proteoglicanos ricos em leucina (decorim, biglicam, lumicam e 

fibromodulina) no endométrio de pacientes com síndrome dos ovários 

policísticos (SOP) e de mulheres eumenorreicas. MÉTODOS: 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 Divisão de Clínica 

Ginecológica do Hospital das Clínicas da FMUSP (HC-FMUSP). A 

determinação do perfil e da concentração do ácido hialurônico foi efetuada por 

método bioquímico de ensaio fluorimétrico (ELISA-like). A sua localização no 

tecido endometrial, assim como as dosagens das enzimas sintases (HAS1, 

HAS2 e HAS3) e dos pequenos proteoglicanos ricos em leucina (decorim, 

biglicam, lumicam e fibromodulina e), foi feita por imunoistoquímica e "western 

blotting". Para a análise dos resultados foi utilizado o teste t de student 

(p≤0,05). Os cálculos foram realizados com auxílio do programa SPSS 

versão13 (SPSS, Chicago, IL). RESUTADOS: Houve maior concentração de 

ácido hialurônico no endométrio de mulheres eumenorreicas na fase 

proliferativa do ciclo menstrual do que no das com síndrome dos ovários 



policísticos. Com relação às sintases do ácido hialurônico, observou-se maior 

reatividade de HAS1 e HAS2 e menor reatividade de HAS3 no endométrio de 

mulheres com SOP em relação às 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. CONCLUSÕES: As pacientes com SOP apresentam 

menor concentração de ácido hialurônico e maior reatividade ao decorim e 

lumicam em relação às 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 proliferação excessiva. 

 

Descritores: Síndrome do ovário policístico, Endométrio, Ácido hialurônico, 

Proteoglicanos, glicosaminoglicanos. 



 

Simões 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]. São Paulo: “Faculdade de 

Medicina, Universidade de São 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. 
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1. Introdução 

 

 

A Síndrome dos Ovários Policísticos (SOP) constitui uma desordem 

endócrina que atinge 5-10% das mulheres durante a vida reprodutiva. Pode 

levar a alterações 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 presença de ovários policísticos em mulheres 

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

Esta síndrome tem sido considerada, até hoje, como uma das entidades 

mais controversas em endocrinologia ginecológica, pois, inclui amplo espectro 

de sintomas e sinais clínicos que podem também ser associados a outras 

afecções. Por esta razão, vários debates e consensos foram realizados para 

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

Três diferentes classificações foram propostas para sua caracterização. A 

primeira surgiu a partir de uma conferência 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 presença concomitante de hiperandrogenismo e disfunção 

menstrual para se diagnosticar a síndrome (Huang et al., 2010). 

Posteriormente, em 2003, outro painel de especialistas reuniu-se em 

Rotterdam e adicionou-se, aos critérios anteriores, a presença de múltiplos 

microcistos nos ovários à 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 clínico e/ou laboratorial seja condição 

indispensável ao diagnóstico, associado a disfunção menstrual e/ou presença 

de múltiplos microcistos nos ovários à ultrassonografia transvaginal, após a 
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exclusão 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 fenótipos dessa doença: 

tipo I – hiperandrogenismo, anovulação crônica e ovários policísticos; tipo II - 

hiperandrogenismo, anovulação crônica e ovários normais; tipo III - 

hiperandrogenismo, ciclos ovulatórios e ovários policísticos, e tipo IV – sem 

hiperandrogenismo, mas com anovulação crônica e ovários policísticos. 

Existem até hoje dificuldades em se avaliar esta afecção. Talvez a 

interação entre fatores ambientais e genéticos possa explicar a diversidade de 

fenótipos. Prapas et al. (2009), em extensa revisão da literatura, referem haver 

inúmeros fatores genéticos envolvidos nesta complexa síndrome. Encontraram 

alterações em genes relacionados a várias vias de transdução de sinal: 

esteroidogênese, ação dos hormônios esteroides, ação e regulação das 

gonadotrofinas, ação e secreção da insulina, homeostase e inflamação crônica. 

Esses dados mostram ser a SOP uma doença multicomplexa, com diferentes 

variantes clínicas (Batista et al., 2012). 

A SOP, em sua forma clássica, com a associação de obesidade, 

anovulação crônica (espaniomenorreia e amenorreia) e hiperandrogenismo, 

representa a causa mais frequente de infertilidade anovulatória (Qiao et al., 

2008; Tamimi et al., 2009; Zabuliene e Tutkuviene, 2010). Pode estar 

associada a alteração metabólica 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 propósito de 

mimetizar a síndrome. Assinalam-se, entre eles, a administração de hormônios 

sexuais a ratas (Silva et al., 2002), iluminação contínua (Sing, 2005; Lombardi 

et al., 2012; 2014), lesões hipotalâmicas (Sing, 2005) e pinealectomia (Prata 

Lima et al., 2004; Maganhin et al., 2013). Assim, vários mecanismos podem 

levar a anovulação crônica, com subsequente diminuição da fertilidade, 

aumento dos androgênios circulantes e redução da produção de progesterona. 
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Estes modelos tentam responder questionamentos sobre a fisiopatogênese da 

anovulação e suas repercussões, como alterações endometriais que podem 

ser responsáveis pela disfunção menstrual e infertilidade em mulheres com 

SOP (Chittenden et al., 2009; Kohan et al., 2010; Banu et al., 2014).  

Além da disfunção 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 ocorrência de ovulação 

espontânea em mulheres com SOP não 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 infertilidade com 

agentes indutores da ovulação, como o citrato de clomifeno, tem resultados 

desapontadores em relação à taxa de gravidez (Barbieri, 2000; Ehrmann e 

Rychlik, 2003; Vause et al., 2010). Este fato é talvez melhor ilustrado na 

fertilização in vitro (FIV), quando também as taxas de sucesso encontradas 

continuam baixas, apesar da boa qualidade dos embriões transferidos (Li et al., 

2014; Pan et al., 2015). 

Os dados existentes na literatura não são muito claros sobre os 

mecanismos da disfunção endometrial na SOP. Acredita-se que não é apenas 

decorrente da redução da ação da progesterona, como também de vários 

fatores de crescimento e de citocinas do sistema imunológico (Donaghay e 

Lessey, 2007; Simões et al., 2013). Estudo de microarranjos analisando o 

endométrio de pacientes com essa síndrome mostrou haver diminuição da 

expressão de genes relacionados à codificação de proteínas associadas à 

constituição do citoesqueleto, à membrana celular, às moléculas de adesão e 

crescimento (Qiao et al., 2008). 

Além disso, o endométrio de mulheres com SOP é mais propenso a 

desenvolver doenças proliferativas (França Neto et al., 2010). A primeira 

referência à possível associação de SOP e câncer de endométrio foi publicada 

em 1949, ou seja, 14 anos após a descrição clássica da síndrome feita por 

Stein e Leventhal (1935). Considera-se, atualmente, a SOP um fator de risco 

para o desenvolvimento do câncer do endométrio do tipo I (Papaioannou e 

Tzafettas, 2010). 
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Barry et al. (2014) foram os primeiros a realizar estudo de metanálise para 

correlacionar cânceres ginecológicos em mulheres com SOP, com idade 

inferior a 54 anos, em comparação a controles da mesma idade. Os dados 

obtidos sugerem que as mulheres com SOP apresentam risco aumentado de 

desenvolver câncer de endométrio, mas com relação aos cânceres de ovário e 

mama não verificaram correlação significante. 

Há, na literatura, algumas teorias para explicar as anormalidades 

endometriais na SOP, visto que os níveis e os receptores de estrogênio e de 

progesterona acham-se, respectivamente, aumentados e diminuídos. Deve-se 

salientar que esses esteroides desempenham importante papel no preparo do 

endométrio para a implantação, ao controlarem a proliferação e a diferenciação 

celular. Portanto, o desequilíbrio na ação nos receptores pode resultar na 

quebra da homeostase tecidual endometrial, ocasionando disfunção menstrual 

e infertilidade (Chakraborty et al., 2005). 

Evidências recentes indicam haver baixa sensibilidade da mucosa uterina 

à ação 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 expressão exacerbada dos genes dos receptores de androgênios e 

expressão diminuída dos receptores de progesterona não genômicos 

(PGRMC1) no endométrio de mulheres com SOP (Jayakrishnan et al., 2010; 

Schuster et al., 2010). Contudo, ainda não é clara a influência do não 

balanceamento hormonal na matriz extracelular e, principalmente nos níveis de 

glicosaminoglicanos, que são importantes para a integridade da mucosa, para 

manter a homeostase tecidual e também na implantação do embrião 

(Kuznetsova et al., 2002). 

Baracat et al. (2015), em revisão sistemática referem ser a síndrome dos 

ovários policísticos um distúrbio complexo incluindo não apenas o sistema 

reprodutor, bem como o sistema endócrino e suas repercussões metabólicas. 

As mulheres são inférteis, não só pela anovulação, mas também pelas 

alterações endometriais ligadas a mediadores moleculares, como moléculas de 

adesão celular, citocinas e fatores de crescimento. Estes sugeriram serem 

necessários mais estudos para compreender melhor a influência desses 
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mediadores na receptividade endometrial e, consequentemente, no 

desempenho reprodutivo. 

Os glicosaminoglicanos são carboidratos complexos com estrutura 

dissacarídica básica e repetitiva, formados, em geral, por um monossacarídeo 

(glucosamina ou galactosamina) que, na maioria das vezes, é N-acetilado, e 

por um ácido urônico (glucurônico ou idurônico). A presença dos grupamentos 

carboxílicos no resíduo de ácido urônico e de quantidade variável de grupos 

sulfato por dissacarídeo leva essas substâncias a apresentar alta densidade de 

cargas negativas. Estas cargas garantem a essas moléculas grande parte de 

suas características funcionais por se associarem a cátions livres e, com isso, 

reterem água nos tecidos. Além disso, permitem também a interação iônica 

com diversos componentes tais como proteínas da matriz extracelular e fatores 

de crescimento (Dietrich, 1984; Esko, 1991; Iozzo, 1998; Lopes et al., 2006).  

Os principais glicosaminoglicanos ácidos encontrados no endométrio são: 

condroitim 4 e 6 sulfato (CS), dermatam sulfato (DS), heparam sulfato (HS), 

queratam sulfato (QS) e o ácido hialurônico 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 açúcar não aminado, quanto ao grau e a posição da 

sulfatação, bem como quanto ao tipo de ligação glicosídica inter e intra-

dissacarídica.  

As unidades estruturais dos diferentes glicosaminoglicanos estão 

apresentadas na Figura 1 e na Tabela 1. Essas são as unidades mais 

frequentemente encontradas. Entretanto, ocorrem variações no grau de 

sulfatação, nas proporções dos tipos de dissacarídeos constituintes e no 

tamanho molecular.  

Com exceção do AH, todos os glicosaminoglicanos nos tecidos 

encontram-se ligados a uma cadeia proteica, formando os proteoglicanos 

(Kimura et al., 2000). O AH é constituído por unidades dissacarídicas 

repetitivas de ácido D-glucurônico (GlcUA) e N-acetilglucosamina (GlcNAc) 

unidas por ligações glicosídicas β (1-3) e β (1-4) intra e inter-dissacarídica, 
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respectivamente. Sua densidade de carga negativa é conferida apenas pelos 

grupamentos carboxílicos, uma vez que, diferentemente dos outros 

glicosaminoglicanos, não apresenta sulfatação.  

A alta complexidade dos proteoglicanos é demonstrada pelas diferenças 

que apresentam em suas estruturas, como tipo e número de cadeias de 

glicosaminoglicanos, além do tamanho e natureza da cadeia proteica 

(Gallagher, 1989). Estas diferenças contribuem para a sua distribuição e função 

no organismo. A classificação que normalmente é utilizada baseia-se na 

homologia do esqueleto proteico e na localização celular do proteoglicano, que 

pode ser subdividido em três grandes grupos: proteoglicanos de matriz 

extracelular, proteoglicanos de superfície celular e proteoglicanos intracelulares 

ou de grânulos. 
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Figura 1 - Unidades estruturais dos principais glicosaminoglicanos (Sampaio et 

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

2006) 

 

 

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; Simões et al., 2012). Tem importante papel tanto na 

remodelação endometrial quanto na embriogênese (Gall, 2010). Pode se ligar 

aos proteoglicanos e influenciar a adesão e a migração celular (Soto-Suazo et 

al., 2002; Abaskharoun et al., 2010), o que pode determinar a quantidade de 

tecido que entrará em apoptose para facilitar a implantação, quando houver 

gestação, ou a quantidade do fluxo menstrual, na ausência de fecundação 

(Zorn et al., 1995). 

O ácido hialurônico tem também relevante função no estabelecimento do 

microambiente celular propício ao desenvolvimento de processo proliferativo 

(Riddle et al., 2010). Tanto as células tumorais quanto as normais exibem 

diversos sítios de ligação para este glicosaminoglicano, como o CD44 e a 
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RHAMM (Molécula receptora de AH em processos de migração-específica), em 

vários tipos celulares, e sua adesão pode interferir na mobilidade celular, 

atuando no sistema imunológico para a destruição de clones defeituosos 

relacionados à progressão de neoplasias (Vabres, 2010). 

Salamonsen et al. (2001), por imunoistoquímica, registraram dois picos de 

ácido hialurônico no estroma endometrial humano: o primeiro no meio da fase 

proliferativa (5º ao 10º dia) e, o outro, no meio da fase secretora (19º - 23º dia), 

isto é, no período de implantação. Assim, o primeiro pico corresponderia ao 

tempo de proliferação celular rápida das células indiferenciadas, enquanto o 

segundo coincidiria com o momento da implantação. Desse modo, alterações 

na primeira fase do ciclo, com intenso processo mitótico e alteração da matriz 

poderiam propiciar uma segunda fase inadequada, mesmo com administração 

de progesterona. 

Afify et al. (2005, 2006) estudaram, por imunoistoquímica, a distribuição 

de ácido hialurônico e de seus receptores (CD44) durante o ciclo menstrual. 

Referiram haver maior coloração no estroma e nas glândulas durante a fase de 

implantação do embrião, ou seja, no meio da fase secretora. Contudo, para os 

autores, inadequação da fase proliferativa teria repercussão sobre essas 

estruturas endometriais. 

A síntese do ácido hialurônico é promovida por três sintases (HASs), 

codificadas pelos genes de 1 a 3 (HAS1, HAS2 e HAS3). São 

glicosiltransferases ligadas à superfície interna da membrana plasmática, que 

usam UDP-α-N-acetil-D-glicosamina e UDP-α-D-glicuronato como substrato 

para a síntese dos vários tipos de ácido hialurônico, sendo que as cadeias 

nascentes são 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 - Representação esquemática da via de biossíntese do ácido 

hialurônico e dos proteoglicanos. A glicose e a glicosamina (GlcN) entram na 

célula através dos transportadores GLUT. A UDP-glicose pirofosforilase 

(UGPP) e a desidrogenase (UGDH) conduzem, respectivamente, à formação 

de UDP-glicose (UDP-G) e UDP-GlcUA a partir de glicose-1 fosfato. A UDP-

GlcUA e a UDP-GlcNAc podem ser utilizadas diretamente na síntese do AH 

pelas enzimas localizadas na membrana plasmática ou podem ser 

transportadas para dentro do RE/complexo de Golgi para a síntese de outros 

glicoconjugados, especialmente os proteoglicanos. B - Esquema representativo 

da síntese do ácido hialurônico pelo complexo enzimático localizado na 

membrana plasmática (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 três isoformas de 

HAS é capaz de polimerizar o ácido hialurônico. Contudo, formam AH com 

diferentes massas moleculares e comprimentos (Figura 3), determinando 
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diferentes funções (Spicer e McDonald, 1998; Brinck e Heldin, 1999; Itano et 

al., 1999; Jacobson et al., 2000; Heldin, 2003; Itano, 2008; Törrönen et al., 

2014). Além disto, esses autores revelaram ainda que diversas proteínas 

citoplasmáticas interagem especificamente com cada proteína HAS, podendo 

ter ação importante na sua biossíntese. 

São duas as diferenças principais entre as isoformas da HAS: o 

comprimento da cadeia das moléculas de ácido hialurônico resultante da 

síntese e a facilidade com que elas podem ser liberadas para a superfície 

celular (Itano et al., 1999; Stern et al., 2006). As isoformas das HAS possuem 

55-71% de similaridade na sequência de aminoácidos. 

Deve-se realçar que as enzimas de síntese do ácido hialurônico (HAS) 

desempenham o papel de iniciar, alongar e translocar as cadeias para o meio 

extracelular, presumivelmente formando, na membrana celular, estruturas 

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

 

 

Figura 3 - Esquema representativo da síntese do ácido hialurônico pelas 

enzimas sintases do ácido hialurônico (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 regulação dos genes HAS causa produção anormal de AH e 

promoção de processos biológicos anormais, como metástases e perda 

gestacional (Cordo-Russo et al., 2009). A função das HASs parece ser célula e 

tecido específicos. A HAS1 mantém nível basal baixo de AH. Já a HAS2 está 

envolvida na morfogênese, formando um gel que permite a gênese de 

estruturas embrionárias através da migração e invasão celular. Além disto, 

estimula a proliferação celular e a angiogênese. A HAS3 parece estar 

associada ao desenvolvimento e progressão do câncer. No entanto, a função 

exata das isoenzimas da HAS e seu papel na sinalização celular e os 

mecanismos envolvidos ainda não estão totalmente elucidados (Adamia et al., 

2005). 

Uchiyama et al. (2005) estudaram o efeito da progesterona e do 

estrogênio na expressão e regulação do RNA mensageiro (RNAm) de enzimas 

responsáveis pela síntese do ácido hialurônico em cultura de fibroblasto da 

cérvice uterina de camundongas. Notaram que a progesterona inibe a 

expressão dos níveis do RNAm da enzima HAS1, mas aumenta a da enzima 

HAS3, sendo ambas dose dependentes. O estrogênio não influenciou a 

expressão do RNAm das HASs. Esses mesmos autores relataram ainda haver 

diferenças quanto à massa molecular do ácido hialurônico sintetizado. As 

HAS1 e HAS2 produziram ácido hialurônico com alta massa molecular (2.000 

kDa), enquanto a HAS3, ácido hialurônico 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 três enzimas HASs em cultura de 

fibroblasto da cérvice uterina de mulheres grávidas, no primeiro e no terceiro 

trimestre de gestação, pela análise da expressão gênica por biologia molecular 

e pela imunoistoquímica. Notaram aumento na expressão da HAS1 e HAS3 no 

decorrer da gravidez. No entanto, não observaram alterações na HAS2, o que 

pode sugerir que esta isoenzima não teria influência hormonal em sua 

expressão. 
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A rede formada pelo AH com diferentes proteoglicanos na matriz 

extracelular pode propiciar o início de vários eventos biológicos, como 

inflamação, proliferação, angiogênese, invasão, transformação e migração 

(McDonald e Camenisch, 2002; Hascall et al., 2004; Spicer e Tien, 2004). Foi 

previamente descrito que o AH estimula a secreção de interleucinas (IL) 1 e 8 e 

de fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) (Kobayashi et al., 1999). Estas 

citocinas inflamatórias poderiam interferir na receptividade endometrial 

(Bourdiec e Akoum, 2014). Assim, o aumento da degradação do AH poderia 

dar a ele função principal na remodelação da matriz extracelular nesse 

processo (Takemura et al., 2005). 

Os glicosaminoglicanos sulfatados no endométrio estão presentes sob a 

forma de proteoglicanos (Dreyfuss et al., 2009), para a adequada ação 

biológica na matriz extracelular. Existem inúmeros tipos de proteoglicanos, 

alguns de cadeia pequena e ricos em leucina (SRLPs), considerados 

elementos importantes para homeostase tecidual (Figura 4). Em particular, 

entre eles realçam decorim, lumicam, biglicam e fibromodulina, por estarem 

relacionados à fibrilogênese do colágeno, assim como por fornecerem sinais 

angiogênicos, pró-apoptóticos e de supressão do crescimento celular. São pré-

requisitos para bloquear ou inibir o crescimento e a invasão nos tecidos 

hospedeiros. 
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Figura 4 - Esquema mostrando as classes, resíduos de cisteína, localização 

cromossômica e organização no cromossoma dos pequenos proteoglicanos 

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

 

 

A família de proteoglicanos de cadeia pequena ricos em leucina (SLRP) 

compreende dezessete tipos que partilham homologias estruturais, tais como os 

resíduos de cisteína, repetições ricas em leucina e pelo menos uma cadeia 

lateral de glicosaminoglicano. O decorim e o biglicam apresentam semelhanças 

na sua sequência de aminoácidos, cadeias laterais de condroitim e dermatam 

sulfato. A fibromodulina e o lumicam apresentam cadeias laterais de queratam 

sulfato, assim como agrupamentos de resíduos de tirosina-sulfato na região N-

terminal da proteína (Schaefer e Iozzo, 2008). 

Assim, o lumicam, proteoglicano rico em leucina, formado por cadeias 

laterais de queratam sulfato, constitui componente importante da córnea, 

derme, músculo e tecidos conjuntivos. Está relacionado à regulação e 

polimerização das fibrilas colágenas. A sua ausência promove o aparecimento 

de proporção significativa de fibras colágenas anormalmente grossas na pele e 
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na córnea, conforme já foi mostrado à microscopia eletrônica de transmissão 

(Chen et al., 2010). 

O decorim e o biglicam são pequenos proteoglicanos que estão 

associados às fibrilas de colágeno 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 colágenos tipos 

I e II; esta interação se faz pelo esqueleto proteico e não pela cadeia de GAG. 

Essa ligação leva a atraso na fibrilogênese do colágeno e pode ter papel 

importante nas interações interfibrilares. É referido ainda que o fator de 

transformação de crescimento beta (TGF-β) está presente na região promotora 

do gene do decorim, o que sugere que este se liga ao TGF-β inibindo sua 

atividade (Iozzo e Cohen, 1994). Provavelmente, o TGF-β formado nas células 

atua na regulação da proliferação e diferenciação das células endometriais in 

vivo. Por esta razão, o decorim pode atuar de modo significativo na regulação 

da proliferação do endométrio por meio do controle do TGF-β (Iozzo e Cohen, 

1994). 

Outro pequeno proteoglicano rico em leucina, a fibromodulina, com massa 

molecular de 59 kDa, liga-se ao colágeno. Sua principal função é manter a 

estrutura das fibras colágenas. Experimentos in vivo sugerem que está 

envolvido nos processos de adesão, divisão, diferenciação e migração celular. 

Parece também ser responsável pela regulação da organização da matriz 

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

Estudos em camundongas mostraram que os proteoglicanos ricos em 

leucina presentes no útero sofrem rápida remodelação algumas horas após a 

fertilização, sugerindo que os níveis dos hormônios ovarianos modulam sua 

síntese e degradação (San Martin et al., 2003). Também foram encontradas 

alterações no padrão de distribuição dessas moléculas (biglicam, decorim 

fibromodulina e lumicam) no útero de camundongas durante o ciclo estral. 

Assim, poderiam estar sob controle ovariano e, provavelmente, participariam na 

preparação do endométrio para a implantação do embrião e decidualização 
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(Salgado et al., 2009). Possivelmente, também poderiam ter influência no fluxo 

menstrual na SOP. 

Em mulheres, a imunorreatividade para o biglicam foi detectada na 

superfície endometrial e no epitélio glandular, com imunomarcação difusa no 

compartimento estromal durante todo o ciclo menstrual. Esta marcação 

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 remodelação 

endometrial, implantação do embrião, reações imunológicas, angiogênese, 

carcinogênese e metastatização, entre outros. Este fato nos levou a estudar a 

distribuição e arranjo dos GAGs e proteoglicanos no endométrio de mulheres 

com SOP e sua eventual relação com a infertilidade. Assim, interessamo-nos 

em estudar o ácido hialurônico e suas enzimas de síntese (HASs), como 

também os proteoglicanos de cadeia pequena ricos em leucina, no endométrio 

de mulheres com a síndrome dos ovários policísticos durante a fase 

proliferativa (predomínio da ação estrínica), 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 síndrome dos ovários policísticos, 

comparando aos de mulheres com ciclos menstruais regulares na fase 

proliferativa. 

 

2.2 Específicos 

1 - Avaliar e quantificar os glicosaminoglicanos sulfatados (heparam, dermatam e 

condroitim sulfatos); 

2 - Quantificar os níveis de ácido hialurônico; 

3 - Analisar, por imunoistoquímica, a presença e distribuição do ácido hialurônico e 

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

4 - Avaliar, por imunoistoquímica, a presença e distribuição dos pequenos 

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

5 - Analisar, por western blotting, as enzimas de síntese do ácido hialurônico 

(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 período de 2011 a 2014. 

Selecionaram-se pacientes portadoras da síndrome dos ovários policísticos 

(SOP) e mulheres com ciclos menstruais regulares com indicação de 

esterilização tubária na Divisão de Clínica Ginecológica do Hospital das 

Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo (HC-

FMUSP). 

3.1.1 Consentimento 

Todas as mulheres receberam informação pormenorizada sobre o estudo 

e somente foram incluídas as que concordaram e assinaram o termo de 

consentimento livre e esclarecido pós-informado. Este estudo foi iniciado 

somente após a sua aprovação pela Comissão de Ética para Análise de 

Projetos de Pesquisa (CAPPesq) da Diretoria Clínica do HC-FMUSP (Anexos A 

e B). 

3.2 Pacientes 

O estudo incluiu 22 mulheres na menacme, com idade variável entre 20 e 

35 anos, atendidas na Divisão de Clínica Ginecológica do Hospital das Clínicas 

da FMUSP (HC-FMUSP), no período de 2011 a 2014. Foram divididas em dois 

grupos: 1) G-SOP – pacientes com diagnóstico de síndrome dos ovários 

policísticos (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 indicação de 

esterilização tubária. 

Todas foram submetidas a anamnese, exames físico geral e ginecológico, 

bem como à determinação do índice de massa corporal (IMC) e da 

circunferência abdominal (CA). Além disto, efetuaram-se exame citológico 

cervicovaginal e ultrassonografia pélvica. Para caracterizar as pacientes com 
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síndrome dos ovários policísticos foram realizadas dosagens séricas de 

hormônio estimulante da tireoide (TSH), tetraiodotironina livre (T4L), 

testosterona total, sulfato de deidroepiandrosterona (DHEA-S), 17alfa-

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

 

3.2.1 Critérios de inclusão 

G-SOP (síndrome dos ovários policísticos): mulheres com idade de 20 

a 35 anos, sem uso de medicamentos hormonais nos últimos seis meses, com 

diagnóstico clínico e/ou laboratorial compatível com SOP; 

G-C (controle): mulheres com idade de 20 a 35 anos, sem uso de 

medicamentos hormonais nos últimos seis meses, com ciclos menstruais 

regulares, com indicação de esterilização tubária.  

 

3.2.2 Critérios de não inclusão 

Os critérios de não inclusão utilizados na seleção de ambos os grupos (G-

SOP e G-C) foram os seguintes: gravidez, antecedente de neoplasia maligna, 

hipotireoidismo, hiperprolactinemia, síndrome de Cushing, deficiência 

enzimática da suprarrenal, uso de hormônios tais como contraceptivos 

hormonais (pelo menos nos últimos seis meses), glicocorticoides, fármacos 

antiandrogênios, agentes indutores de ovulação, fármacos anti-hipertensivos, 

hipoglicemiantes ou sensibilizadores dos receptores de insulina e de anti-

inflamatórios. 

 

3.2.3 Fluxograma do estudo 

As pacientes, após conhecimento do projeto e assinar o termo de 

consentimento livre e esclarecido, elaborado de acordo com a resolução 

196/96 do Conselho Nacional de Saúde, foram incluídas no estudo, o qual 

seguiu o seguinte fluxograma (Figura 5): 
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Figura 5 - Fluxograma do estudo. 

 

- Inicialmente, foram realizados anamnese e exames físico geral e 

ginecológico. Os dados antropométricos foram coletados: peso corporal (em 

kg), estatura (em m) e circunferência abdominal (em cm). O índice de massa 

corporal (IMC) foi calculado dividindo-se o peso corporal (kg) pelo quadrado da 

estatura (m2). A circunferência abdominal foi medida na menor região 

localizada entre o último arco costal e a crista ilíaca. 

- O escore clínico de hirsutismo foi estimado com modificações do 

originalmente proposto por Ferriman e Gallwey (1961). Nove áreas do corpo 
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(lábio superior, mento, peito, região dorsal, região lombar, abdome superior, 

abdome inferior, braço e coxa) receberam pontuação de 0 a 4, de acordo com 

a quantidade de pelos espessos e pigmentados existentes. O escore 0 

representa a ausência total de pelos terminais, enquanto a nota 4 indica grande 

quantidade de pelos com pigmentação escura (Figura 6) (Azziz et al., 2009). O 

escore clínico de hirsutismo foi definido pela soma das notas de cada região 

analisada. O escore maior ou igual a 8 foi utilizado como ponto de corte para 

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

 

 

 

Figura 6 - Guia ilustrado para mensuração do escore clínico de hirsutismo 

(Adaptado de Rosenfield, 1986). 

 

 

- Obtenção de amostras sanguíneas e realização de ultrassonografia 

pélvica transvaginal ou transabdominal. O padrão ecográfico de ovário 
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policístico foi considerado quando pelo menos um dos ovários apresentou 12 

ou mais folículos e/ou volume superior a 10 cm3 (Jonard et al., 2003). 

- Realização de biopsia endometrial das mulheres com ciclos 

eumenorreicos (ciclo menstrual de 22 a 36 dias) na fase proliferativa do ciclo 

menstrual (8o – 12o dia) baseada na anamnese e comprovada posteriormente 

com o resultado da datação 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 período. 

 

3.2.4 Coleta do sangue e exames subsidiários 

As coletas sanguíneas para os exames hormonais e metabólicos 

ocorreram ao redor do 8o ao 12º dia do ciclo menstrual no grupo controle; já no 

grupo SOP em amenorreia, foram realizadas em qualquer dia do ciclo, entre as 

8 e as 10 horas da manhã. As participantes foram orientadas a manter jejum 

nas 12 horas anteriores à coleta de sangue venoso para a determinação sérica 

dos seguintes exames: hormônio estimulante da tireoide (TSH), 

tetraiodotironina livre (T4L), testosterona total (TT), prolactina (PRL), sulfato de 

deidroepiandrosterona (DHEA-S), 17alfa-hidroxiprogesterona (17α-OH P), 

hormônio gonadotrófico coriônico (b-hCG), bem como glicemia e insulina de 

jejum (Tabela 2).  

O índice HOMA (homeostatic model assessment índex) foi calculado de 

acordo com o estudo de Wallace et al. (2004): HOMA = Insulina (µIU/mL) X 

Glicose (mmol/L)/22,5. 

 

 

 

 

 

 



23 

 

 

 

Tabela 2 – Imunoensaios realizados no Laboratório Central do HC-FMUSP e 

valores de referência para mulheres na idade reprodutiva 

Teste Método Valores de referência 

17α-OH P Radioimunoensaio Fase folicular: 0,1-0,8 ng/mL 
 

DHEA-S Quimioluminescência 35-430 µg/dL 

Glicose Enzimático (hexoquinase) Soro/plasma 60-100 mg/dL 

TT Quimioluminescência 0,14-0,76 ng/mL 

Insulina Quimioluminescência 3,0-25,0 µUI/mL 

TSH Quimioluminescência 0,35-5,50 µUI/mL 

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

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

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

 

Cabe ressaltar que alguns testes foram utilizados apenas para fins 

diagnósticos e para avaliação dos critérios de inclusão ou não inclusão das 

participantes, não sendo considerados na análise dos resultados. 

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

ginecológico e dos exames complementares são apresentados nas Tabelas 3 e 

4. 

 

 

 

 

 



24 

 

Tabela 3 – Características clínicas e ultrassonográficas das mulheres na fase 

proliferativa do ciclo menstrual (G-C) e de pacientes com síndrome 

dos ovários policísticos (G-SOP) (médias e desvios-padrão) 
 

Parâmetros G-C 

(n=10) 

G-SOP 

(n=10) 

Valor 
de p 

Idade (anos)a 29,21 ± 2,55 29,09 ± 3,26 0,32 

Idade da menarca (anos)a 12,20 ± 0,98 11,20± 0,84 0,21 

Número de ciclos menstruais por ano (n/ano)a 12,81 ± 0,55 3,53 ± 1,40* < 0,01 

Número de partos b 2,67 ± 0,65 -  

Índice de Ferrimam e Galley (Escore≥8; Hisurtismo)
a 2,07 ± 1,54 9,40 ±1,23* < 0,01 

Índice de massa corporal a (Kg/m2) 25,49 ± 2,45 29,01± 4,19* < 0,05 

Circunferência abdominal c (cm) 80,06 ± 5,15 94,50 ± 3,50* < 0,05 

Ultrassom    

Volume do ovário direito (cm3) 5,9 ± 1,9 11,5 ± 2,7* < 0,01 

Volume do ovário esquerdo (cm3) 6,1 ± 2,0 12,0 ± 2,9* < 0,01 

Médias dos volumes ovarianos (cm3) 6,0 ± 1,1 11,7 ± 2,9* < 0.01 
a = Teste t não pareado; b = não foi realizado devido a ausência 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 síndrome 

dos ovários policísticos (G-SOP) (médias e desvios-padrão) 

 

Variável G-C G-SOP 

A (ng/mL) 2,2 ± 0,8 4,2 ± 1,3* 

17α-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) 35,9 ± 11,7 83,09 ± 24,80* 

Insulina (µUI/mL) 8,8 ± 2,9 11,5 ± 6,5 

TSH (µUI/mL) 2,8 ± 1,7 2,9 ± 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: 17α-OH P = 17alfa-hidroxiprogesterona, DHEA-S = sulfato de deidroepiandrosterona, 

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

*p<0.05 

 

 

3.2.5 Obtenção das biopsias endometriais 

Nas pacientes com SOP (G-SOP), por terem ciclos anovulatórios, 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 8º e o 12º 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 inserção de espéculo de 

Graves, com adequada exposição cervical, seguida das seguintes etapas, 

segundo Serafini (2007): a) assepsia, seguida de limpeza com gaze 

esterilizada até a completa ausência da presença do antisséptico; b) 

consideração imaginária do eixo cérvico-uterino; c) moldagem do cateter de 

acordo com o eixo cérvico-uterino; d) após inspiração profunda da paciente, o 

colo do útero foi rapidamente exposto; e) inserção delicada do cateter Pipelle 

até o fundo uterino; f) o êmbolo do cateter Pipelle foi puxado até sua marca 

final para obtenção de pressão negativa no seu interior; g) a aspiração foi 

contínua e realizada mediante movimentos finos e milimétricos do cateter, 

deslocando-o da parede uterina anterior até a região istmo-cervical; h) o cateter 

foi delicadamente empurrado até o fundo uterino, sendo a abertura do Pipelle 

orientada para a parede posterior do útero com repetição 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% (tampão fosfato) para inclusão histológica em parafina, destinada à 

datação endometrial e análise imunoistoquímica; outra foi mergulhada em 

acetona e uma terceira amostra imediatamente mergulhada em nitrogênio 

líquido para estudo de biologia molecular, sendo mantida à temperatura de -

80ºC. Cuidados foram tomados para que sangue, muco ou ambos não fossem 

colocados no material a ser congelado. 

 

3.3 Métodos 

3.3.1 Análise histológica 

Parte das amostras endometriais de cada paciente foi fixada em solução 

tamponada de formaldeído por 8 horas em temperatura ambiente. A seguir, 

foram desidratadas e incluídas em parafina segundo métodos histológicos de 

rotina. Dos blocos foram obtidos cortes de 4 µm, os quais foram submetidos ao 

método de coloração pela hematoxilina e eosina (H.E.) visando à confirmação 

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

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

 

3.3.2 Extração e determinação dos glicosaminoglicanos sulfatados 

(GAGs) 

Os fragmentos endometriais foram inicialmente lavados em PBS, sendo 

logo em seguida mergulhado em uma solução de acetona e mantidos overnight 

a 4ºC. A seguir, o material foi fragmentado e seco em estufa com temperatura 

entre 40ºC e 50ºC, durante duas horas. Obteve-se assim um pó-cetônico que, 

após secagem, foi pesado e incubado com maxatase (Biocon, Rio de Janeiro, 

RJ, Brasil) (4,0 mg/ml em tampão Tris-HCl 0,05 M, pH 8 com NaCl 1 M na 

proporção de 20 mg de maxatase/g de pó cetônico), durante 18 horas a 60ºC. 

Terminada a incubação, retirou-se 10% do volume para análise do ácido 

hialurônico. Ao restante, foi adicionado ácido tricloro acético (TCA) para 

concentração final de 10%, sempre em banho de gelo e sob agitação constante 

(função: precipitação das proteínas). Após centrifugação (4000g por 10 

minutos), o sobrenadante foi precipitado com dois volumes de metanol e 

mantido a –20ºC, por 18 horas (função: precipitação dos glicosaminoglicanos 

sulfatados). Após centrifugação a 5000g por 15 minutos o sobrenadante foi 

descartado e o precipitado seco (são os GAGs) mantido em estufa a 50ºC por 

uma hora (função: evaporação do metanol) sendo ressuspenso em água 

destilada (H2Od). Após esse processo de extração, os glicosaminoglicanos 

sulfatados foram submetidos à eletroforese em gel de agarose para 

identificação e quantificação. 

 

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 aplicação dos compostos obtidos ao gel de agarose 0,6%, em 

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

de 100V, por aproximadamente uma hora. 

Após a migração, os glicosaminoglicanos foram precipitados no gel por 

brometo de cetiltrimetilamônio (CETAVLON) 0,1% por um tempo mínimo de 

duas horas. Depois de seco, sob calor e ventilação, o gel foi corado com azul 

de toluidina 0,1% em etanol 50% e ácido acético a 1% por 15 minutos, e 

descorado com a mesma solução sem o corante (etanol 50% e ácido acético a 

1%). 

A origem da eletroforese corresponde ao pólo negativo, uma vez que os 

glicosaminoglicanos têm carga aniônica e, portanto, migram para o pólo 

positivo. Na eletroforese em gel de agarose em tampão PDA, os 

glicosaminoglicanos são separados pela capacidade de interação com a 

diamina do tampão. Assim, os compostos que menos interagem com o 

diaminopropano, têm maior migração eletroforética. Portanto, o tampão PDA 

discrimina por ordem decrescente de mobilidade eletroforética, 

respectivamente, o condroitim sulfato (CS), o dermatam sulfato (DS) e o 

heparam sulfato (HS). 

A identificação de cada glicosaminoglicano sulfatado foi realizada 

comparando-se a migração eletroforética das amostras com a de padrões 

conhecidos e purificados: condroitim 4-sulfato extraído de cartilagem de baleia, 

condroitim 6-sulfato extraído de cartilagem de tubarão e dermatam sulfato 

extraído da mucosa intestinal bovina, obtidos da Seikagaku Kogyo Co (Tóquio, 

Japão); heparam sulfato de pulmão bovino (purificado na Disciplina de Biologia 

Molecular da UNIFESP-EPM, como descrito por Dietrich e Nader (1974) e 

Dietrich et al. (1983. 

Estes mesmos padrões também foram usados para a determinação 

quantitativa das amostras, através de densitometria a 525 nm. Os resultados 

foram expressos em μg de GAG/mg de pó cetônico (média e desvio-padrão). 
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3.3.3 Quantificação do ácido hialurônico 

O método utilizado foi desenvolvido na Disciplina de Biologia Molecular da 

Universidade Federal de São Paulo - Escola Paulista de Medicina. Trata-se de 

método fluorométrico para a determinação do ácido hialurônico em fluidos 

biológicos, utilizando, para tal, sondas de ligação ao ácido hialurônico (Martins 

et al., 2003). A sonda é isolada de cartilagem nasal bovina e é constituída da 

região globular do agrecam (um proteoglicano formado por um esqueleto 

proteico ao qual se ligam cadeias de queratam sulfato e condroitim sulfato) e 

pela proteína de ligação do ácido hialurônico. A sonda é usada imobilizada em 

placas de ELISA, à semelhança de um anticorpo de captura, como sonda 

biotinilada, funcionando nesse último caso como um anticorpo secundário 

marcado (Figura 7). 

 

 

 

Figura 7 - Esquema do método fluorométrico (Adaptado de Martins et al., 

2003). 
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3.3.3.1 Quantificação do ácido hialurônico pelo método fluorométrico 

ELISA-like 

O ácido hialurônico foi quantificado a partir de amostras do pó cetônico 

obtidas para determinação dos glicosaminoglicanos. Este procedimento consta, 

inicialmente, de adicionar 100 µL de uma solução de proteína de ligação 

(proteína de ligação do ácido hialurônico obtida a partir de cartilagem bovina) 

diluída em tampão Na2CO3 0,06M, pH 9,6, em cada poço da placa de ELISA 

mantida overnight à temperatura de 4ºC. A solução é removida e a placa 

lavada com Tris-HCl 0,05M, pH 7,75 (tampão de lavagem). Os sítios 

inespecíficos são bloqueados acrescentando-se 200 µL em cada poço de uma 

solução Tris-HCl 0,05M, pH 7,75 e soro albumina bovina (BSA) 1%, por uma 

hora, a 37ºC e mantidas a 4ºC nesta solução até o momento das dosagens. 

Também foram preparadas placas recobertas com ácido hialurônico 

(50µg/mL) ou BSA 1% nas mesmas condições descritas anteriormente.  

 

3.3.3.2 Ensaio tipo sanduíche do ácido hialurônico 

À placa coberta com proteína de ligação foram adicionados 100 µL por 

poço de soluções de ácido hialurônico padrão em várias concentrações 

diluídas no tampão Tris-HCl 0,05M, pH 7,75 e BSA 1% (tampão de ensaio), 

além das soluções amostras obtidas dos tecidos após proteólise em triplicatas. 

Seguiu-se incubação a 4ºC, overnight, sendo a placa tratada logo após com 

tampão de lavagem. 

A seguir, foram adicionados 100 µL da sonda do ácido hialurônico 

(proteína de ligação extraída da cartilagem bovina biotinilada – 1 mg/mL) 

diluída 1:5000 ou 1:10000 no tampão de ensaio. A placa foi agitada por duas 

horas e depois lavada com o tampão de lavagem. 

Após lavagem, foram adicionados à placa 100 µL por poço de 

estreptavidina, marcada com Európio (Delfia Eu-labelling kit), diluída em 

1:10000 em tampão de ensaio. Em sequência, agitou-se por uma hora e, a 

seguir, foi tratada pelo tampão de lavagem. Por fim, adicionou-se solução de 
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realce (200 µL por poço), agitou-se por 5 minutos e depois a placa foi lida em 

fluorímetro. As amostras foram analisadas em triplicata e as placas lidas em 

fluorímetro Wallac 2-Victor Multilabell Counter (Pearkin Elmer Life Sciences). 

Este método permite detectar até 0,2 μg de ácido hialurônico por mg (Martins et 

al., 2003). 

Finalmente, foi adicionada a solução de Enhancement (200 µL/poço) 

(Wallac Ou, Turku, Finlândia) e a placa agitada por cinco minutos, antes de ser 

lida no fluorímetro (Wallac Ou, Turku, Finlândia). Foi obtido, para cada 

composto, um valor em ng/mL, que é normalizado por µg de GAGs no tecido, 

baseado no peso seco inicial do pó cetônico. Todas as amostras foram 

realizadas em triplicata, sendo o limite de detecção do método de 0,2 μg/L. 

 

3.4 Método imunoistoquímico 

3.4.1 Imunoistoquímica para determinar a distribuição do ácido 

hialurônico 

Cortes do endométrio de 5 µm foram tratados com sonda biotinilada anti-

proteína de ligação do ácido hialurônico (HABP) de cartilagem bovina, 

desenvolvida no laboratório de Biologia Molecular da Universidade Federal de 

São Paulo – Escola Paulista de Medicina (Lebl et al., 2007). Inicialmente foi 

bloqueada, nos cortes, a atividade da peroxidase endógena por incubação com 

peróxido de hidrogênio a 3% durante 35 minutos. Em seguida, foram incubados 

durante 30 minutos com albumina de soro bovino (BSA) 1% em soro fisiológico 

tamponado com fosfato. Posteriomente, foi adicionado HABP conjugado a 

biotina (1:100) em solução 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 Imunoistoquímica para identificação das HASs e dos pequenos 

proteoglicanos ricos em leucina 

A expressão de HAS1, HAS2, HAS3, decorim, lumicam, fibromodulina e 

biglicam foi investigada empregando-se anticorpos específicos em cortes 

histológicos de parafina. Para tanto, os cortes coletados em lâminas 

silanizadas foram, inicialmente, desparafinados em xilol e hidratados em 

concentrações decrescentes de etanol. A atividade da peroxidase endógena foi 

bloqueada pela incubação dos cortes com peróxido de hidrogênio a 3% durante 

5 minutos. Os cortes foram incubados em tampão (pH 6,0) citrato de sódio 

10mM a 95ºC por 20 minutos. Os sítios de ligação não específicos foram 

bloqueados com 2% PBS-BSA por uma hora. Os anticorpos utilizados estão 

expressos na Tabela 5. 

Para identificação da ligação do anticorpo secundário, utilizou-se o kit 

amplificador (Vectastaing, ABC). Os cortes foram incubados com a solução 

padrão do kit por uma hora a 37ºC, e após incubação as lâminas foram lavadas 

em PBS pH 7,4 por seis vezes e novamente incubadas com outra solução 

tampão do kit, por 15 minutos, e, em seguida, foram lavadas com tampão PBS, 

pH 7,4 por três vezes. 

As reações foram reveladas com o sistema estreptavidina-peroxidase 

(Dako Cytomation, USA) e, como cromógeno, 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 não específica (DAKO Cytomation, USA) no 

lugar do anticorpo primário.  

Adotou-se como padrão de positividade o aparecimento de coloração 

marrom-acastanhada na região da matriz extracelular ou na região dos limites 

celulares. 
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Tabela 5 - Características dos anticorpos empregados para feitura do 

procedimento de imunoistoquímica 

Anticorpo Clone Fornecedor Tipo Diluição Controle positivo 

HAS1 SC-34020 Santa Cruz® Policlonal 1:100 Tecido embrionário 

HAS2 SC-34067 Santa Cruz® Policlonal 1:100 Tumor de ovário 

HAS3 SC-3404 Santa Cruz® Policlonal 1:100 Tumor de Colo do útero 

Decorim Ab175404 Abcam® Policlonal 1:300 Mama 

Lumicam Ab168348 Abcam® Policlonal 1:1000 Pele 

Fibromodulina Bs-12362R Bioss® Policlonal  1:1500 Tecido embrionário 

Biglicam Bs-7552R Bioss® Policlonal 1:100 Cartilagem 

 

 

3.4.3 Análise da Imunoexpressão 

Para a quantificação dos parâmetros analisados, imagens foram 

capturadas através de câmera de alta resolução (AxioCam-MCR da Carl Zeiss) 

adaptada a microscópio de luz (AxioLab, Carl Zeiss), com objetivas de 40X, 

que foram transmitidas a computador com programa windows XP. Para a 

avaliação imunoistoquímica dos parâmetros analisados, utilizamos a análise 

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 nitrogênio líquido foram retirados, triturados e processados 

com 500 µL do tampão de extração de proteínas (RIPA – 150mM NaCI, 50mM 

Tris, 1% Nonidet P-40, 0,15 SDS, 5 mg/mL Deoxicolato de Sódio) acrescidos 
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de 10 mg/mL de inibidores de protease, sendo a concentração proteica 

determinada pelo método colorimétrico de Lowry et al. (1951). Quantidades 

iguais de proteínas, previamente reduzidas com mercaptoetanol e fervidas a 

100ºC, por 10 minutos, foram separadas por eletroforese em gel de 

poliacrilamida a 10%. As proteínas foram transferidas para a membrana de 

fluoreto de polivinilidene (PVDF) por transferência úmida, sendo esta 

bloqueada com solução 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 primário diluído em 

albumina 1% overnight, a temperatura reduzida no agitador (Tabela 6). Foi feita 

lavagem com TBS-T (3X de 15 minutos) e, a seguir, incubação com anticorpo 

secundário conjugado à HRP por aproximadamente duas horas. As 

membranas foram lavadas novamente com TBS-T (3X de 5 minutos) e fez-se a 

revelação. A expressão da actina foi utilizada como controle da qualidade da 

técnica. 

 

Tabela 6 – Características dos anticorpos para realização do procedimento do 

western blotting 

Anticorpo Clone Fornecedor Tipo Diluição 

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 Cálculo do tamanho da amostra 

O cálculo do tamanho da amostra foi baseado nos dados da quantificação 

do ácido hialurônico (médias e desvios-padrão), levando em conta um poder da 

amostra em 80% (erro tipo II - beta). Aplicou-se a seguinte fórmula: N = 

(Z2.S2)/d2, onde N = tamanho da amostra; Z = número de desvios–padrão, que 

no caso de distribuição normal é de 1,96; S = desvios-padrão das médias e d = 

diferença das médias (Weyne, 2004). Portanto, o número total de casos 

necessário foi de 20.  

 

3.6 Método Estatístico 

Após análise da distribuição dos dados (normal), utilizou-se o teste t de 

student não pareado. Foi fixado p menor que 5% (erro tipo I ou alfa, p ≤ 0,05) 

para significância estatística. Os cálculos foram feitos com o programa SPSS 

versão13 (SPSS, Chicago, IL). 
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4 Resultados 

 

4.1 Histomorfológicos 

O endométrio das mulheres do G-C apresentaram epitélio de 

revestimento cilíndrico simples e lâmina própria com inúmeros fibroblastos, 

com núcleos elípticos e nucléolos bem evidentes (Figuras 8A e 8B). Nota-se a 

presença de inúmeras glândulas tubulares retas, revestidas por epitélio 

cilíndrico simples (Figura 8C). Tanto no epitélio superficial quanto no glandular 

e na lâmina própria observa-se a presença de figuras de mitose (Figura 8B). No 

G-SOP, o endométrio mostra as mesmas características; no entanto, os 

epitélios superficial e glandular achavam-se mais espessados e a lâmina 

própria, localizada logo abaixo dos epitélios, tinham inúmeros leucócitos 

(Figura 8D). Verificaram-se ainda, neste último 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 síndrome dos ovários policísticos (D, E e F). Notar epitélios superficial (EP) e 
glandular (GL) mais espessos, assim como maior concentração de leucócitos na lâmina própria 
no grupo SOP em D e E, quando comparado ao G-C em A e B (setas finas). Observar ainda 
figuras típicas 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. 
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4.2 Quantificação 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 

síndrome dos ovários policisticos (G-SOP) está expresso nas Figuras 9 e 10. A 

análise bioquímica revelou a presença de condroitim sulfato (CS), heparam 

sulfato (HS) e traços de dermatam sulfato (DS) no endométrio das mulheres do 

grupo G-C e com síndrome dos ovários policísticos (G-SOP). Os resultados 

foram expressos em miligrama de GAG por grama de tecido seco. A 

concentração 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 

concentração obtida de CS em relação ao total de glicosaminoglicanos foi 

94,2% e 89,8% nos grupos de mulheres com ciclos menstruais regulares e com 

síndrome dos ovários policísticos, respectivamente, sendo esta diferença 

significante. Já a concentração de heparam sulfato em relação ao total de 

glicosaminoglicanos foi 5,8% no G-C e 10,2% no G-SOP, sendo esta diferença 

não significante. A eletroforese mostrou ainda traços 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 

endométrio de pacientes com síndrome dos ovários policísticos (G-SOP). CS – 

condroitim sulfato, DS - dermatam sulfato, HS – heparam sulfato. P – ponto de 

origem da eletroforese. 
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Tabela 7 – Quantificação dos glicosaminoglicanos sulfatados (M ± DP) no 

endométrio de mulheres na fase proliferativa do ciclo menstrual 

(G-C) e de pacientes com síndrome dos ovários policísticos (G-

SOP) 

                                                                           GRUPOS 

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

Glicosaminoglicanos 

sulfatados 

2,27 ± 0,50* 1,76 ± 0,31 

Condroitim sulfato 2,14 ± 0,55* 1,58 ± 0,65 

Dermatam sulfato Traços Traços  

Heparam sulfato 0,13 ± 0,08 0,18 ± 0,09 

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

 

4.3 Quantificação do ácido hialurônico 

 A análise bioquímica mostrou haver maior quantidade de ácido 

hialurônico no endométrio de mulheres na fase proliferativa do ciclo menstrual 

do que no de pacientes com síndrome dos ovários policísticos (G-C= 0,39 ± 

0,04 µg/mg > G-SOP= 0,06 ± 0,02 µg/mg; p<0,01) (Tabela 8). 
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Tabela 8 – Quantificação do ácido hialurônico (M ± DP) no endométrio de 

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

pacientes com síndrome dos ovários policísticos (G-SOP) 

GRUPOS AH (µg/mg de pó cetônico) 

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 Imunoistoquímica 

Os resultados da detecção imunoistoquímica do ácido hialurônico e das 

enzimas de síntese do ácido hialurônico (HAS1, HAS2 e HAS3) estão 

mostrados na Figura 11 e os dados dos escores na Tabela 9. A distribuição 

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 sanguíneos e das glândulas. Além disto, 

observou-se também a deposição desses glicosaminoglicanos nas regiões da 

membrana basal. O mesmo ocorreu em relação às enzimas do ácido 

hialurônico que estavam presentes principalmente no estroma endometrial. 

Os dados da detecção dos proteoglicanos ricos em leucina estão 

mostrados na Figura 12; seus escores encontram-se na Tabela 9. Da mesma 

maneira que os glicosaminoglicanos, os proteoglicanos estão presentes por 

todo o estroma, aparecendo também na membrana basal dos vasos, do epitélio 

superficial e das glândulas 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 síndrome 

dos ovários policísticos (G-SOP) submetidos a métodos imunoistoquímicos 

para identificação do ácido hialurônico (AH) e das enzimas de síntese do ácido 

hialurônico (HAS1, HAS2 e HAS3). Em A, B, C e D estão expressos os 

controles negativos das reações. Barra = 20µm. 
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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 síndrome 

dos ovários policísticos (G-SOP), submetidos a métodos imunoistoquímicos 

para identificação de biglicam, decorim, fibromodulina e lumicam. Em A, B, C e 

D estão expressos os controles negativos das respectivas reações. Barra = 

20µm. 
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Tabela 9 – Análise semiquantitativa (escores) das enzimas de síntese do ácido 

hialurônico (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 

síndrome dos ovários policísticos (G-SOP) 

 

Grupos Anti 

HAS1 

Anti 

HAS2 

Anti 

HAS3 

Anti 

Decorim 

Anti 

Biglicam 

Anti 

Lumicam 

Anti 

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 3,5±0,3 1,8±0,2 0,8±0,3 2,8±0,5 2,4±0,6 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 concentração de HAS1 e HAS2 no 

endométrio de pacientes com a síndrome dos ovários policísticos. Já a 

concentração 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 estão expressos nas 

Figuras 13, 14 e Tabela 10. 

 

 

 



45 

 

 

 

 

Figura 13 - Em A nota-se no gel de poliacrilamina a expressão da detecção por 

western blotting da imunomarcação das proteínas HAS1, HAS2 e HAS3 no 

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

pacientes com síndrome dos ovários policísticos (G-SOP). Em B os gráficos 

representam a expressão das sintase do ácido hialurônico em relação à beta-

actina expressa em pixels. Os valores representam média ± S.E.M. Ambas as 

análises foram significantes (p<0,05*). 

 

A 
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Figura 14 - Em A nota-se no gel de poliacrilamina a expressão da detecção 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 síndrome dos ovários 

policísticos (G-SOP). Em B os gráficos representam a imunomarcação dos 

pequenos proteoglicanos ricos em leucina (decorim, biglicam, lumicam e 

fibromodulina) em relação à beta-actina expressa em pixels. Os valores 

representam média ± S.E.M. Ambas as análises foram significantes (P<0,05*). 

 

 

A 
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Tabela 10 – Expressão 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 síndrome dos 

ovários policísticos (G-SOP). Os valores foram obtidos pela 

densitometria da eletroforese em gel de policrilamida de cada 

proteína em relação à actina usada como controle interno 

 

Grupos Anti 

HAS1 

Anti 

HAS2 

Anti 

HAS3 

Anti 

Decorim 

Anti 

Biglicam 

Anti 

Lumicam 

Anti 

Fibromodulina 

G-C 19,0±0,2* 15,9±0,1* 15,9±0,4* 3,4±0,3* 17,5±5,7 12,1±0,5* 11,9±2,7 

G-SOP 52,2±0,3 33,4±0,2 4,1±0,3 7,6±0,5 21,1±4,6 40,7±0,4 15,1±3,2 

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

 

 

O endométrio desempenha importante papel no processo de implantação, 

bem como no controle do fluxo menstrual (Tanaka et al., 2009; Garry et al., 

2010; Lockwood, 2011). A adequada composição estrutural, tanto epitelial 

quanto estromal, é necessária para o ciclo menstrual regular. Outrossim, a 

interação entre as células endometriais e a matriz extracelular é essencial para 

a homeostase tecidual e a organização endometrial, isto é, o controle da 

proliferação, apoptose, motilidade de fatores de crescimento, leucócitos e da 

secreção celular. Tal fato decorre da presença de receptores transmembrana 

que fazem a ligação do meio intracelular com a matriz extracelular através de 

seus domínios extracelulares (Burghardt et al., 2002). Assim, alterações na 

composição da matriz extracelular, determinariam modificações estruturais e 

funcionais do endométrio. 

No ciclo menstrual de mulheres eumenorreicas, há intensa remodelação 

da matriz extracelular, com síntese e degradação de seus componentes 

teciduais. Está relacionada às variações hormonais e tem como objetivo, 

preparar o endométrio para a implantação (Achache e Revel, 2006). Neste 

particular, desempenha papel de realce o ácido hialurônico e os pequenos 

proteoglicanos ricos em leucina (decorim, lumicam, biglicam e fibromodulina), 

os quais modulam a ação dos fatores de crescimento, bem como das 

substâncias relacionadas ao processo inflamatório local, que pode influenciar o 

crescimento do tecido e a morte celular.  

Além da influência dos glicosaminoglicanos no padrão menstrual, os 

proteoglicanos também participam do controle da proliferação celular, o que 

possivelmente diminui o risco de desenvolver câncer endometrial (Afify et al., 

2005). Alguns investigadores sugerem ainda que os glicosaminoglicanos 

atuariam sobre citocinas pró-inflamatórias, como fatores de crescimento 

tumoral e outras vias do sistema inflamatório local, regulando a invasão de 

leucócitos e a homeostase celular (Orian-Rousseau e Sleeman, 2014). 

Portanto, a menor síntese destas substâncias contribuiria para que ocorra um 
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desequilíbrio no estroma endometrial, possibilitando tanto o surgimento de 

sangramento uterino anormal, inadequada receptividade do endométrio e maior 

risco de desenvolvimento de lesões proliferativas precursoras de carcinoma 

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

Para podermos comparar a estrutura endometrial de pacientes com 

síndrome dos ovários policísticos, escolhemos, como grupo controle, mulheres 

que apresentavam ciclos menstruais regulares na fase proliferativa, onde 

prevalece a ação estrogênica. Para termos certeza de que eram férteis, 

selecionamos mulheres que já tinham tido filhos, com indicação para 

esterilização tubária. As participantes do grupo SOP foram selecionadas no 

ambulatório do Setor de Hiperandrogenismo da Divisão de Clínica Ginecológica 

do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de São 

Paulo, sem tratamento prévio, para não influenciar os resultados. Além disso, 

adotamos os critérios da AES (2006), que estabelece a necessidade de haver 

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

O endométrio é tecido alvo para ação dos esteroides sexuais, incluindo 

estrogênio, progesterona e androgênios, onde o processo de proliferação, 

diferenciação e composição celular dependem de seu sincronismo (Noe et al., 

1999). A ação dos receptores de hormônios sexuais ocorre tanto no componente 

epitelial quanto no estromal. Os androgênios, em especial, teriam ação mais 

marcante nas células estromais, induzindo a apoptose durante a fase 

proliferativa, antagonizando em parte a ação do estrogênio (Mertens et al., 1996; 

Cloke e Christian, 2012). Na segunda fase do ciclo, alguns investigadores 

registraram aumento da síntese de androgênios e também maior expressão de 

genes relacionados à ativação de seu receptor, envolvidos na organização 

citoesquelética, na motilidade e no controle da proliferação celular, auxiliando a 

progesterona a antagonizar o efeito estrogênico (Ito et al., 2002; Wang et al., 

2011; Cloke e Christian, 2012). 

Com relação aos nossos resultados histomorfológicos, a datação 

endometrial foi feita pelo mesmo histologista que não conhecia a qual grupo a 

mulher pertencia. Devemos mencionar que, do total de pacientes incluídas na 

avaliação, duas do grupo SOP apresentaram endométrio com hiperplasia, tendo 
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sido excluídas do estudo, pois poderiam ter expressão gênica 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 concentração de leucócitos, 

localizados de preferência logo abaixo do epitélio superficial, que são 

características da ação estrínica (Kodaman e Taylor, 2004). Além disso, notamos 

a presença, tanto no epitélio superficial quanto no glandular, de figuras típicas de 

mitose e de apoptose que, em geral, devem-se à ação dos estrogênios e 

androgênios, respectivamente (Avellaira et al., 2006). Outros investigadores 

também encontraram resultados semelhantes aos nossos (Shah et al., 2010). 

Simões et al. (2013), em estudo imunoistoquímico, referem maior atividade 

proliferativa na lâmina própria e no epitélio glandular de mulheres normais na 

fase proliferativa do ciclo menstrual em relação às com síndrome dos ovários 

policísticos. 

Deve-se mencionar que o crescimento e a diferenciação do endométrio na 

SOP são também influenciados por androgênios, insulina, fatores de 

crescimento e interleucinas, os quais estão 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 regulatório da 

progesterona, a ação mitogênica estrínica junto aos fatores de crescimento e a 

insulina poderiam levar a crescimento endometrial desordenado (Cheung, 2001; 

Giudice, 2006). 

Com relação ao perfil dos glicosaminoglicanos sulfatados encontramos no 

endométrio do grupo controle, bem como no do grupo SOP, maior conteúdo de 

condroitim sulfato e baixos teores de heparam sulfato e traços não quantificáveis 

de dermatam sulfato. 

Giordano et al. (2015) encontraram maior concentração de heparam 

sulfato no endométrio de mulheres com SOP do que em mulheres normais. 

Relacionaram esse achado a uma possível modificação 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 são similares aos 

reportados por Nasciutti et al. (2006). Esses autores caracterizaram, por 

métodos bioquímicos, histoquímicos e imunoistoquímicos, os 

glicosaminoglicanos no endométrio de mulheres nas fases proliferativa e 

secretora do ciclo menstrual regular. Notaram haver predominância de 

condroitim sulfato e pequenas quantidades de dermatam e heparam sulfato, 

sendo que o condroitim sulfato se encontrava distribuído em geral pelo estroma, 

em torno das glândulas endometriais. Não verificaram haver diferenças 

importantes na imunomarcação entre as fases proliferativa e secretora. Deve-se 

mencionar que caracterizaram apenas os glicosaminoglicanos; não fizeram 

avaliação da sua concentração. Sugeriram que os glicosaminoglicanos 

participariam da estruturação e no grau de hidratação do endométrio. Ademais, 

referiram que o condroitim sulfato poderia estar relacionado ao armazenamento 

de fatores de crescimento e modulação dos processos de angiogênese cíclicos, 

ou seja, teriam papel na proteção endometrial. Nossos resultados mostraram 

diminuição do teor de condrotim sulfato e do ácido hialurônico no endométrio de 

pacientes com SOP. Possivelmente, esta queda estaria relacionada a menor 

hidratação, o que poderia alterar o processo de implantação, influenciando 

também no conteúdo de fatores de crescimento e citocinas (Lucariello et al., 

2015). 

Entre nossos objetivos, procuramos averiguar a concentração e a 

distribuição do ácido hialurônico no endométrio. Para tanto, além da dosagem 

bioquímica, avaliamos a sua distribuição utilizando anticorpo contra o peptídeo 

de ligação altamente específico (Lebl et al., 2007). Observamos que a sua 

distribuição ocorreu em todo o estroma endometrial, estando de acordo com os 

dados obtidos por Salamonsen et al. (2001). Notamos, ainda, marcação mais 

evidente no endométrio de mulheres na fase proliferativa do ciclo menstrual do 

que nas portadoras de SOP. Sabe-se que o ácido hialurônico, além de estar 

relacionado com a hidratação, fornece suportes estrutural e funcional para as 

células (Gomes et al., 2013). 

Com relação às enzimas de sintese do ácido hialurônico, 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 estão relacionadas com a 

produção de ácido hialurônico de alto peso molecular. Assim, seria esperado 

encontrarmos maior concentração e quantidade deste glicosaminoglicano 

carboxilado no endométrio de mulheres com SOP, o que não foi observado. Nas 

pacientes com SOP, em virtude da ação estrogênica persistente, poderia haver 

maior degradação do AH. Já nas mulheres sem SOP, com ciclos regulares, ao 

contrário, haveria maior concentração de AH de menor peso molecular, o que 

favoreceria proliferação e diferenciação celular mais equilibrada (Marei et al., 

2013). 

Freudenberger et al. (2011) referem que a ação da HAS1 é inibida pelos 

estrogênios, levando à inibição da formação de uma matriz altamente hidratada, 

diminuindo a proliferação e a neovascularização. Além disto, a síntese do AH 

pode ser regulada por inúmeros fatores, entre os quais podemos citar os fatores 

de crescimento e as citocinas, incluindo fatores de crescimento transformador-

beta/membros da família da proteína morfogenética óssea, interleucina-1 beta, 

fator de necrose tumoral-alfa, fator de crescimento epidermal e fator de 

crescimento de queratinócitos, dependendo do tipo celular (Spicer e Tien, 2004). 

Estes fatores podem acelerar também a degradação do AH, principalmente de 

alto peso molecular. 

Há vários tipos de AH, com diferentes pesos moleculares, em todos os 

tecidos; sua quantidade é ajustada pela expressão das diferentes enzimas de 

síntese e de degradação, resultando em alterações estruturais e bioquímicas 

que podem estar relacionadas a diferentes efeitos biológicos (Raheem et al., 

2013). A função do AH varia na dependência do seu tamanho. Assim, o de alto 

peso molecular, devido às suas propriedades físico-higroscópicas e 

viscoelásticas, é antiangiogênico, imunossupressor e inibe a migração celular 

(Balazs e Gibbs 1970; Deed et al. 1997; Lee e Spicer, 2000). 

Por outro lado, as moléculas de AH de baixo peso molecular estão 

relacionadas à migração ou às respostas de proliferação celular exagerada 

(Aruffo et al., 1990; Aruffo, 1996; Lee e Spicer, 2000; Orian-Rousseau e 
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Sleeman, 2014). Têm ainda ação angiogênica e antiapoptótica (Stern et al., 

2006).  

Assim, a redução do AH total e/ou a predominância do AH de baixo peso 

molecular podem facilitar o processo de proliferação endometrial. Em 

consequência, haveria alteração estrutural e funcional do endométrio. 

Além do ácido hialurônico interessamo-nos em avaliar os pequenos 

proteoglicanos que são membros da família ricos em leucina (SLRPs) da matriz 

extracelular. Atuam como efetores potentes em algumas vias de sinalização 

celular (Hocking et al., 1998; Iozzo, 1999; Chen e Birk, 2013; Halper et al., 2014). 

Alguns trabalhos relacionam esses proteoglicanos ricos em leucina ao processo 

de implantação, à placentação e à invasao tumoral, porém, são escassos os 

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 expressão e distribuição de decorim, biglicam, lumicam e fibromodulina no 

endométrio e no miométrio de camundongas são dose hormônio-dependentes. 

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

Em nosso estudo encontramos imunomarcação mais intensa para 

decorim e lumicam no endométrio de mulheres com SOP. Já a imunomarcação 

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 expressão 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 estão relacionados com a atividade 

antiproliferativa local (Yamaguchi e Ruoslahti, 1988; Vij et al., 2004). Regulariam 

a síntese de DNA durante a fase proliferativa tanto nas células epiteliais como 

nas estromais, onde ocorre a regeneração desse tecido no ciclo normal. É 

possível que a redução do ácido hialurônico seja um mecanismo compensatório 

para tentar frear a proliferação endometrial exagerada na SOP. Tal fato 

explicaria as alterações relacionadas à receptividade endometrial, como também 

o desenvolvimento de lesões proliferativas e neoplásicas. 
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O biglicam é um proteoglicano bem conhecido de matriz pericelular 

(Schaefer e Iozzo, 2008), que modula eventos de sinalização celular. Na sua 

forma solúvel, é capaz de ativar a proteína quinase ativada pelo mitógeno 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 secreção de TNF-α 

(Nastase et al., 2012). Estas substâncias são responsáveis pelo aumento da 

mitose e proliferação do tecido durante a fase proliferativa. Contudo, o 

incremento deste proteoglicano no endométrio de pacientes com SOP ainda não 

é bem claro. Atuaria, ao que parece, estimulando a proliferação endometrial, o 

que seria prejudicial à função endometrial. 

Além dessas funções relatadas, os SLRPs regulam a fibrilogênese do 

colágeno. O decorim é considerado molécula reguladora, atrasando o 

espessamento das fibrilas de colágeno (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 colágenas, 

sendo frequentemente irregulares e com menor diâmetro, e os knock-out para o 

decorim apresentam fibrilas irregulares aumentadas de diâmetro. 

Nossos resultados sugerem que, nas pacientes com SOP, haveria 

redução dos glicosaminoglicanos, em especial de AH. O AH de alto peso 

molecular é sintetizado pela HAS1, que apesar de se encontrar em maior 

concentração, acha-se inibida, ou mesmo pelo aumento das hialuronidases, 

quando há predomínio estrogênico, sem oposição da progesterona. Haveria, 

nessa situação, formação de uma matriz extracelular inadequada (pouco 

hidratada). Tal fato interferiria negativamente no processo de implantação 

embrionária. O ácido hialurônico de baixo peso molecular tem importante papel 

na via de sinalização celular, estando envolvido no processo de angiogênese, 

apoptose e motilidade celular. Desse modo, quando se encontra em níveis 

reduzidos, a atividade antiapoptótica estaria diminuída, favorecendo a 

proliferação celular. Por outro lado, observa-se maior expressão de decorim e 

lumicam no endométrio de pacientes com SOP. Estes SLRPs acham-se 

relacionados com o processo antiproliferativo local. Haveria, assim, um possível 
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mecanismo compensatório para reduzir a atividade antiapoptótica, além de 

diminuir a degradação do AH de alto peso molecular. Em síntese, esses achados 

poderiam interferir na receptividade endometrial. 
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6 Conclusões 

1 - A concentração de glicosaminoglicanos sulfatados e de ácido hialurônico foi 

menor no endométrio de pacientes com SOP do que em mulheres na fase 

proliferativa do ciclo menstrual; 

2 - O endométrio de mulheres com síndrome dos ovários policísticos apresentou 

maior concentração de HAS1 e de HAS2 e menor presença de HAS3 do que o 

de mulheres na fase proliferativa do ciclo menstrual; 

3 - Houve maior expressão de decorim e lumicam no endométrio de pacientes 

com SOP em comparação ao de mulheres na fase proliferativa do ciclo 

menstrual. 
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7 Anexos 

A Comitê de ética 
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B Termo de consentimento livre e esclarecido 
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