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RESUMO

Introducdo: A implantacdo do embrido no endométrio € um processo biolégico complexo que
requer um dialogo sincronizado entre o Utero recetivo e um embrido funcional em estadio de
blastocisto. Contudo, o endométrio apenas apresenta uma adequada recetividade a implantacao
durante um muito curto periodo de tempo.

A faléncia recorrente de implantacdo € um desafio importante nas técnicas de procriacao
medicamente assistida (PMA) que se mantém insuficientemente caracterizado. Atualmente, a
implantacdo € considerada o passo limitante no sucesso destas técnicas, principalmente por
alteracOes na recetividade endometrial. Nesse sentido, tem vindo a ser estudada a importancia
do fluido endometrial e das suas alteragBes durante a janela de implantagéo.

Métodos: Realizou-se uma revisdo da literatura nas bases de dados PubMed e Cochrane de
forma a identificar publicagdes entre 2007 e 2017.

Resultados: Foram descritos varios tipos de proteinas no fluido endometrial, nomeadamente
PC6, VEGF, Integrina B3, CSF-3, LIF e Glicodelina, com uma importancia critica no sucesso
da transferéncia embrionaria.

Conclusédo: Existem fortes indicadores de que o fluido endometrial podera ser utilizado como
biomarcador rapido e ndo invasivo de avaliacdo da recetividade endometrial, o que podera

resultar num aumento das taxas de sucesso das técnicas de PMA.

Palavras-chave: Infertilidade; Endométrio; Implantacdo do embrido; Biomarcadores; Técnicas

de Reproducéo Assistida



ABSTRACT

Problem statement: Embryo implantation is a complex biologic process which requires a
synchronized dialogue between the receptive endometrium and activated blastocyst. However,
the endometrium is receptive to embryo implantation only for a very short period of time.
Recurrent implantation failure (RIF) is a major challenge in assisted reproductive techniques
that still remains poorly characterized. Actually, implantation is considered the limiting step in
the success of assisted reproductive techniques mainly due to impaired receptivity, and
endometrial fluid has been recently studied for its role as it undergoes profound molecular
changes during the transient window of implantation.

Methods: A review literature search of the PubMed and Cochrane database was conducted to
identify studies published between 2007 and 2017.

Results: Besides, several different proteins presented in endometrial cavity fluid have been
recently described, namely PC6, VEGF, B3 integrin, CSF-3, LIF and glycodelin, which are
critical predictive markers of successful embryo transfer.

Conclusions: There are strong indicators supporting that endometrial fluid collection and
assessment could be used as rapid non-invasive biomarker for the assessment of endometrial

receptivity. Therefore, it can predict and improve assisted reproductive techniques outcomes.

Keywords: Infertility; Endometrium; Embryo implantation; Biomarkers; Reproductive

Techniques, Assisted



1. INTRODUCAO

A implantacdo do embrido no endométrio € um processo biolégico complexo que requer um
didlogo sincronizado entre o Utero recetivo e um embrido funcional em estadio de blastocisto.
O endométrio apenas se encontra recetivo durante um periodo temporal muito restrito, que
corresponde a fase secretora media do ciclo menstrual, cerca de seis a dez dias ap06s a ovulagéo,
designado como janela de implantacéo.

Durante este bem-definido e limitado espaco de tempo, de maxima recetividade, a interacéo
embrido-endométrio € 6tima, iniciando-se com a aposi¢do e culminando com a adesdo e invaséo
do epitélio endometrial. No tecido endometrial, sob niveis crescentes de progesterona, verifica-
se um incremento da secre¢do glandular e as células epiteliais glandulares, em estado de relativa
inatividade transformam-se em células polarizadas altamente secretoras, importantes no
transporte e na sintese de mediadores para o interior da cavidade endometrial que dao suporte
e modulam a implantagdo embrionaria.t

O processo de implantacdo entre as células do epitélio endometrial e o trofoblasto
(membranas ectodérmicas) envolve interagdes apicais de ligacdo e adesdo apenas possiveis
durante este periodo de recetividade, no qual se observa uma perda das microvilosidades e uma
diminuicdo na quantidade de glicocalix. Geralmente a adeséo entre as celulas epiteliais ocorre
através de interagOes da membrana lateral e ndo da membrana apical.?

A implantag&o representa um evento critico no estabelecimento da gravidez, da qual depende
a formacdo de uma placenta eficiente. Perante uma recetividade uterina inadequada, todo o
processo estd comprometido, o que resulta numa falha de implantagdo ou na implantagédo
inadequada do embrido.

Neste sentido, a implantacdo continua a constituir o principal passo limitante no sucesso das
técnicas de PMA?3 largamente utilizadas no tratamento da infertilidade que, por sua vez,

constitui um problema de contornos complexos com repercussdes clinicas, psicolégicas e



socioeconémicas, cada vez mais comum nos dias de hoje e que afeta cerca de 9 a 18% da
populacdo mundial.*

Face a isso, e apesar dos muitos avancos nas técnicas de PMA, as taxas de sucesso
permanecem reduzidas. Dados europeus apurados em 2013 mostraram taxas clinicas de
gravidez ap6s fertilizacdo in vitro (FIV) de 29.6% (por aspiracdo) e 34.5% (por transferéncia)
e apos injecdo intracitoplasmatica (ICSI) de 27.8% (por aspiracio) e 32.9% (por transferéncia).’

Estima-se que 10% das mulheres sofra de faléncia recorrente de implantacdo (RIF) ap6s
transferéncia por FIV.® A falha recorrente de implantagdo, definida como a incapacidade de
estabelecer uma gravidez apds trés ciclos completos de FIV, resulta de anomalias de etiologia
embrionaria ou uterina. S&o mdltiplos os fatores responsaveis: alteracfes na qualidade do
ovacito e do esperma, anomalias cromossémicas embrionérias, anomalias genéticas ou
metabolicas do embrido, recetividade endometrial diminuida, distarbios imunolégicos no local
de implantacéo e alguns tipos de patologias ginecolégicas, tais como endometriose, patologia
tubaria, miomas uterinos, pélipos endometriais, e até o proprio procedimento de FIV pode
exercer uma influéncia negativa.® Contudo, considera-se que se deva essencialmente a uma
recetividade endometrial comprometida, tendo em conta os progressos realizados na selecéo
embrionaria (nomeadamente pela utilizacdo do rastreio genético pré-implantatério) e na
consequente transferéncia de embrides de elevada qualidade.

Assim, em situacdes de falha recorrente de implantagdo de causa inexplicada com resposta
hormonal favoravel, sem patologia conhecida, com elevada qualidade dos embriGes e
desenvolvimento endometrial satisfatorio, considera-se que a recetividade endometrial
subGtima constitui o fator chave de inibicdo da implantacdo embrionaria.®

Embora a implantagdo represente um dos mais importantes desafios com que a area da
medicina da reproducgdo contemporanea se depara, permanece insuficientemente caracterizada,

0 que se deve sobretudo a inexisténcia de marcadores bioquimicos confidveis que permitam



avaliar o grau de recetividade do endométrio ndo s6 numa fase inicial, mas também no momento
de transferéncia do embri&o.

Perante a evidente urgéncia de um maior conhecimento do processo de nidacao
(nomeadamente da atividade e funcdo dos fatores envolvidos) e da necessidade de marcadores
de avaliacdo da recetividade uterina, varios autores tém recentemente proposto o fluido
endometrial como um agente determinante.

O liquido endometrial € um fluido biol6gico complexo composto por citocinas, enzimas
proteoliticas, nutrientes, antiproteases, proteinas e fatores bioldgicos ativos que contribui para
0 microambiente uterino, providenciando suporte, imunossupressao e modulando determinadas
funcdes do blastocisto relevantes para a comunicacdo endométrio-embrido durante o periodo
pré-implantatério.” A importancia do microambiente uterino vai muito além da contribuicéo
para a implantacdo, proporcionando também nutricdo ao embrido e moldando a programacéo
do seu desenvolvimento.® Sabe-se que um excesso de fluido endometrial compromete a
implantacéo, resultando em reduzidas taxas de gravidez, uma vez que o microambiente uterino
de forma a permitir a implantacdo devera conter pequenas quantidades de fluido, mas a questao
que agora se coloca € de se a sua composi¢ao ndo terd também uma influéncia decisiva em todo
0 processo.

Assim, o objetivo desta revisao bibliografica é o de relacionar o papel do fluido endometrial
com 0 sucesso ou insucesso do processo de implantacdo nas técnicas de procriacdo
medicamente assistida.

Tendo como ponto de partida a literatura atualmente existente, este trabalho pretende
identificar possiveis biomarcadores, fidedignos e ndo invasivos da recetividade endometrial
presentes no liquido endometrial, que possam vir a contribuir para a individualizacdo das
tomadas de decisdo, com base em informac&o de suporte que ndo € facultada por rotina e tendo

em vista um objetivo muito especifico — 0 aumento de sucesso das técnicas.



Portanto, no enfoque deste trabalho estdo as seguintes questfes as quais se pretende dar
resposta: porque razdo ap6s o mesmo esquema de estimulacdo ovarica e preparagdo do
endométrio, apds FIV/ICSI e transferéncia do embrido, apenas numa pequena percentagem se
verifica nidacdo? Seria possivel prever o insucesso? Seria possivel reverter condi¢des

endometriais adversas?



2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Fontes de informacao

Foi conduzida uma pesquisa da literatura médica nas bases de dados Pubmed e Cochrane
Library, entre junho de 2017 e janeiro de 2018, tendo em vista a identificagdo de estudos
publicados sobre o papel do fluido endometrial no processo de implantacdo embrionéria.

Foi realizada uma restricdo temporal de artigos publicados entre 2007 e 2017. Na base de
dados PubMed utilizou-se um filtro: "humanos" e foi colocada restricdo linguistica incluindo
apenas a lingua inglesa.

Esta revisdo abordara a literatura atual sobre o papel do fluido endometrial no processo de
implantacdo embrionéria, possiveis fatores que comprometam esse processo e destacara
avancos recentes na area da medicina da reproducdo.

A revisdo seré assim dividida em duas partes principais: a primeira sec¢do abordara o fluido
endometrial no seu todo (composicao, avaliacdo e implicacfes na recetividade uterina), e a

segunda, as moléculas envolvidas no processo de nidacao.

2.2. Termos de pesquisa

Os seguintes termos de pesquisa foram utilizados, combinados e adaptados a cada base de
dados conforme necessério: endometrial fluid (OR endometrial cavity fluid OR fluid
accumulation of the uterine cavity OR endometrial fluid accumulation OR endometrial fluid
collection OR uterine fluid OR endometrial fluid collection OR endometrial fluid accumulation)
AND (uterine cavity OR endometrial cavity) AND (Assisted Reproductive Techniques OR IVF
OR embryo OR infertility OR recurrent implantation failure OR repeat implantation failure OR
biomarkers). Em conjugacéo com os seguintes termos Mesh: infertility; endometrium; embryo

implantation; biomarkers e reproductive techniques, assisted.



2.3. Metodologia de selecéo de estudo

Os sete critérios de inclusdo definidos foram: 1) artigos cientificos ou de revisédo; 2) lingua
inglesa; 3) indexados na Pubmed ou Cochrane; 4) publicagdo entre 2007 e 2017; 5) “humanos”;
6) processo de implantacdo endometrial; 7) moléculas presentes no fluido uterino (e endométrio
humano).

Os artigos foram excluidos caso correspondessem a: estudos de avaliacdo exclusivamente
do endométrio e ndo do fluido uterino; estudos sobre moléculas exclusivamente presentes no
endométrio; estudos exclusivamente sobre excesso de fluido uterino; estudos referentes a
importancia da qualidade e otimizacdo do embrido no processo de implantagdo nas técnicas de
FIV e estudos realizados em animais.

Este trabalho inclui artigos de revisdo e artigos originais.

286 citagGes obtidas através da estratégia de pesquisa

192 excluidos pela analise do resumo

94 artigos completos selecionados

48 cumpriram os critérios de inclusdo e foram incluidos nos resultados

Figura 1. Diagrama de procedimento de sele¢éo dos artigos
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2.4. Avaliagéo da qualidade do estudo

Né&o foi realizada uma avaliacdo da qualidade do estudo.

2.5. Risco de bias nos estudos individuais

Os estudos nao foram avaliados quanto ao viés e heterogeneidade devido a natureza desta

revisao.
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3. RESULTADOS

3.1. FLUIDO ENDOMETRIAL

O liquido endometrial é um fluido biol6gico complexo, em contacto direto com a cavidade
endometrial, constituido por uma multiplicidade de moléculas como proteinas e enzimas
proteoliticas secretadas pelo proprio endométrio.®

Embora a sua constituicdo exata ndo seja inteiramente conhecida, sabe-se que inclui
moléculas biologicamente ativas como: aminoacidos, esteroides, glicose, lipidos, ides e uma
grande variedade de proteinas (proteinas de transporte, citocinas, hormonas, enzimas, fatores
de crescimento, proteases, inibidores e fatores imunomoduladores).t?

Os seus componentes provém de diversas fontes: da transudacgéo seletiva a partir do soro, de
onde provém 90% do total de proteinas presentes no fluido, o que pode mascarar a menor
abundancia de proteinas no fluido uterino exigindo a sua remogao antes da analise proteémical!;
dos fluidos peritoneal, ovéarico e das tubas uterinas; da libertacdo de leucocitos presentes na
cavidade uterina, possivelmente ativados por via local e também de produtos sollveis
resultantes da clivagem de proteinas de superficie e glicocalix (camada rica em mucina que
recobre a superficie celular apical do endométrio), assim como das secrecdes do epitélio das
glandulas endometriais, naturalmente.° Estas glandulas desempenham um papel relevante na
regulacdo dos componentes do fluido, incluindo a manutencdo de uma normal concentracéo
ionica e a secrecdo de proteinas, tais como o fator inibidor de leucemia (LIF), que contribui
para o desenvolvimento embrionario e nidagéo.*?

Contudo, o conhecimento relativamente ao contributo especifico da secre¢do glandular para
a composicao total do fluido uterino (nomeadamente durante o periodo de implantagéo), assim
como aos efeitos das alteracbes dessa composi¢do, ndo sé ao nivel glandular, mas também de

outras fontes, no processo de implantagéo, ¢ ainda muito limitado.?



A abundante secre¢do glandular é assegurada pela elevada densidade glandular do
endométrio humano, que contém cerca de quinze aberturas glandulares por cada mm? de
superficie uterina.

O fluido endometrial esta envolvido em fun¢des de lubrificacdo do endométrio, de defesa
contra agentes patogénicos, de migracdo dos espermatozdides e no estabelecimento de uma
gravidez.® Para além destas, considera-se que possa também desempenhar um papel fulcral na
imunossupressao e desenvolvimento embrionario, ainda durante o periodo pré-implantatorio.t®
Uma outra potencial a¢do, ndo molecular, do fluido uterino € a de regulacdo do movimento do
embrido no interior da cavidade uterina durante a fase secretora média, atingindo um maximo
de aproximadamente 50 pl.*

No periodo que antecede e durante a implantacdo do embrido, o fluido endometrial constitui
a interface entre o embrido flutuante e o endométrio, permitindo a transferéncia de informacao
vital entre ambos.

O fluxo sanguineo através da placenta apenas se estabelece no final do primeiro trimestre de
gestacdo; até esse momento, o embrido estd dependente de mediadores bioativos produzidos
pelas glandulas uterinas e consequentemente também presentes no fluido uterino.

Sabe-se que uma quantidade excessiva de fluido na cavidade endometrial compromete a
implantacdo do embrido, devido aos seus efeitos toxico (acdo direta no desenvolvimento
embrionario devido a sua natureza inflamatdria) e/ou mecanico (interferéncia dinamica durante
0 processo de aposicdo embriondria; arrastamento do embrido e alteracdo da recetividade
endometrial com alteracdo da expressdo génica). Isto traduz-se na necessidade de um controlo
preciso do volume de fluido uterino; na pratica clinica, um controlo volumétrico estrito é
mantido durante a transferéncia embrionaria, em que apenas 20 — 60ml de fluido podem ser
transferidos para o Gtero juntamente com o(s) embrido(6es), de forma a evitar uma sobrecarga

excessiva ou a descarga do embrido.'?4
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A origem desta questdo permanece controversa, embora determinadas situagfes como:
producdo excessiva de fluido em resposta a terapéutica com gonadotrofinas; hidrossalpinge;
infecBes uterinas subclinicas e obstrucéo do canal cervical apds administracdo de gonadotrofina
coridnica humana (hCG) tenham vindo a ser associadas a esta situagio.™®

Nos Ultimos anos, face a faléncia recorrente de implantagdo, tem-se dado primazia ao estudo
do embrido, com consequente otimizacdo da selecédo e transferéncia do mesmo. Como apesar
disso, as taxas de implantacdo permaneciam reduzidas, as atengdes viraram-se para o estudo do
endométrio.

A ecografia, preferencialmente por via transvaginal, constitui o método ndo-invasivo mais
simples de avaliacdo do endométrio. A associacdo ao Doppler permite a avaliacdo da
vascularizagdo de todo o endométrio, bem como a avaliacdo de determinados parametros como
a espessura do endométrio, padrdo e volume, indices de vascularizacdo endometrial e
subendometrial, indice de fluxo e indice de vascularizagdo-fluxo.'® Os parametros referidos
anteriormente tém vindo a ser utilizados como marcadores indiretos da recetividade uterina na
pratica clinica atual. De facto, uma espessura endometrial inferior a 7 mm é considerada
subdtima e esta associada a reduzidas taxas de gravidez."1

Além disso, uma apropriada vascularizacdo com excelentes suprimentos de sangue
endometrial e subendometrial representam uma adequada recetividade endometrial, estando
associados a resultados satisfatorios.®

A existéncia de um padrédo trilaminar também parece estar associado a maiores taxas de
implantacdo do que um padrdo hiperecogénico homogéneo. Este Gltimo, quando na fase
folicular tardia, parece indicar uma maturacdo secretora precoce do endométrio, o que pode
traduzir-se em assincronias de desenvolvimento embrido-endométrio e insucesso das taxas de

implantago.*®
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Embora exista a referida correlacdo entre a espessura do endomeétrio e a gravidez, o potencial
de implantacdo é complexo e ndo pode ser determinado exclusivamente por ecografia. Assim,
a ecografia apesar de permitir a avaliagdo do endométrio durante os ciclos de FIV constitui um
método limitado, pela interpretacdo subjetiva inerente, tornando-a um pobre preditor da
recetividade endometrial.?® Esta avaliacdo pode ser expandida a histeroscopia diagndstica,
histerossonossalpingografia e histerossalpingografia.

A histeroscopia constitui o gold standard para investigacdo da cavidade uterina,
principalmente perante a suspeita de patologia. E um exame muito eficaz e seguro para
diagnostico de anomalias intrauterinas. Permite a visualizacdo direta de toda a cavidade
revelando a localizagdo, natureza, forma, dimensdes e padrdo vascular de anomalias da
cavidade uterina como polipos, miomas submucosos, disparidades na espessura endometrial,
sinequias, septos e nichos. Permite ainda a realizacdo de uma bidpsia e eventual intervengéo
terapéutica.?

Ao contrario das modalidades imagioldgicas existem outros métodos, nomeadamente
histolgicos e moleculares, que séo invasivos.

A bidpsia endometrial € um método controverso de avaliacdo histolégica e funcional, que
permite o conhecimento da composi¢do do endométrio, com uma significativa subjetividade
inter-observador.®

Uma questdo que se coloca é qual o melhor material para realizar o teste molecular, de entre
varias opgOes como: tecido obtido por curetagem ou biopsia, fluido uterino obtido por aspiragdo
ou lavagem, plasma sanguineo ou ainda, o soro e urina que embora disponiveis nao refletem o
adequado estado de recetividade.**

O recurso a amostras de tecido foi amplamente utilizado neste contexto e é relativamente

facil de obter de mulheres ndo nuliparas, contudo a populacdo-alvo destes testes €
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essencialmente constituida por mulheres nuliparas, o que poderd condicionar o acesso a
cavidade uterina.!!

A andlise do fluido uterino na prética clinica atual resume-se apenas a avaliagdo por rotina
do seu volume, através de quantificacdo por métodos imagiolégicos como a ecografia. Por
vezes, durante os ciclos de PMA, é possivel detetar a sua acumulagdo o que corresponde a uma
configuracdo de anel ecogénico distendido por uma determinada quantidade de fluido.

A monitorizacdo do volume de liquido endometrial constitui um indicador Gtil de avaliacdo
do momento ideal para transferéncia do embrido. Estudos recentes definiram que existe uma
grande quantidade de fluido uterino se o didametro anterior-posterior do fluido maximo for igual
ou superior a 3,5 mm e uma pequena quantidade, se este for inferior a 3,5 mm.?

Nos Ultimos anos tém surgido técnicas inovadoras de protedmica, transcritbmica e multiplex
para analise do fluido endometrial (colhido por aspiracdo ou lavagem da cavidade uterina), o
que permite identificar a totalidade das proteinas ai presentes e estabelecer a ponte com o
processo de implantacdo embrionaria, bem como reconhecer alteracbes de fase especificas.
Esses avangos permitiram a avaliacdo de mediadores biologicamente ativos, presentes no fluido
uterino, mesmo que em concentracdes muito baixas contribuindo para o conhecimento de
processos bioldgicos, vias bioquimicas e de sinalizacdo que atuam na janela de implantacao.
Ambas as formas de colheita de fluido endometrial, por lavagem ou por aspiracéo, tém sido
utilizadas para analise protedmica (Fig. 2).

A lavagem permite mostrar toda a cavidade uterina, ao passo que o0s aspirados fornecem um
instantaneo da composicao do fluido, especificamente no local de colheita da amostra. Ambas
as abordagens permitiram recentemente a identificacdo de biomarcadores de recetividade
uterina potencialmente Gteis na pratica clinica, com diferencas evidentes entre 0 endométrio

recetivo e ndo recetivo, assim como durante a fase secretora média em mulheres férteis,
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comparativamente a mulheres cujos ciclos de FIV falharam na presenca de embrifes de boa

qualidade.!

Uterine Fluid
(Lavage or aspirate)

v
Secretomics
Proteomics
) Lipidomics
Metabolomics o Glycomics

Tissue Biopsies

v

Transcriptomics
Epigenomics
Proteomics

Figura 2. Adaptado de Edgell TA et al: Potenciais abordagens para descoberta de marcadores de
recetividade endometrial (11)

A andlise dos componentes do fluido uterino, por lavagem ou por aspiracao, proporcionou
resultados substancialmente diferentes no que se refere a perfis proteicos. Embora tenham sido
observadas semelhangas em termos de composi¢édo proteica total, 0 mesmo ndo se observou
relativamente as proteinas mais especificas examinadas, que apesar de terem sido detetadas em
ambos os fluidos, os resultados entre pacientes ndo foram comparaveis a nivel qualitativo e
quantitativo.?

A explicacdo mais consistente €, como referido anteriormente, que o lavado abrange toda a
cavidade uterina ao passo que a aspiracdo é muito focalizada, fornecendo informagdo apenas
de uma area especifica da cavidade uterina, o que torna expectaveis estas diferencas.

A lavagem do fluido endometrial além de possibilitar uma maior abrangéncia, embora ndo
permita a total recolha do fluido, admite a remocéo de fatores soltveis do interior do glicocalix
e a colheita de uma maior quantidade de proteinas (cerca de dez vezes mais proteinas do que

por aspiracdo). Por outro lado, o aspirado € mais dificil de obter livre de sangue e carece de
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diluicdo, podendo ser insuficiente para realizar determinadas analises, principalmente porque
mais de 90% da totalidade das proteinas solliveis na cavidade uterina sio proteinas séricas.?

O tubo flexivel utilizado na lavagem tem menos propenséo para danificar os tecidos; porém,
por vezes o lavado contém fragmentos de tecido uterino nomeadamente durante a fase secretora
tardia, momento em que o tecido se comeca a desestabilizar com o inicio da menstruacgéo. E
possivel ainda que haja alguma absorcéo de proteinas para os filtros de rotacéo utilizados para
calcular a concentragdo.?

A andlise do fluido uterino contém um proteoma significativamente mais simples do que o
do tecido endometrial, devido ao facto de ndo conter uma grande quantidade de proteinas
celulares’ o que Ihe confere vantagem relativamente a colheita por biopsia, além de constituir
um método ndo invasivo e sem prejuizo nas taxas de gravidez subsequentes. Além disso,
apresenta concentragcdes mais elevadas de proteinas produzidas localmente, quando comparado
com outros tipos de amostras (como o sangue ou urina).” A sua grande vantagem esta no facto
de poder ser avaliado no exato momento de transferéncia embrionaria.

Uma das abordagens do aspirado é por eletroforese em gel de poliacrilamida, de forma a
mostrar os padrdes proteicos que se modificam ao longo do ciclo. No entanto, é um tipo de
analise limitado, em que a técnica ndo fornece dados quantitativos sobre marcadores especificos
de recetividade endometrial. A eletroforese bidimensional em gel (2D-PAGE) demonstrou que
o fluido uterino, em fase secretora, contém determinadas proteinas que ndo estdo presentes no
soro nem no fluido uterino da fase proliferativa.® A avaliagdo da recetividade endometrial
engloba assim varios tipos de exames complementares de diagndstico variando conforme a fase
do ciclo menstrual. Durante a fase secretora tomam lugar a anélise histoldgica e expressdo
génica endometrial e na fase que antecede a transferéncia embrionaria a ecografia endometrial,

a medicdo do nivel de progesterona sérico e os estudos de gendémica e protedmica (Fig.3).
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Figura 3. Adaptado de Teh WT et al: potenciais modalidades de avaliag&o da recetividade uterina (19)

Casado-Vela et al., identificaram recentemente mais de 800 proteinas no fluido endometrial,
com fungbes e complexidade variaveis, através do recurso a trés estratégias protedmicas
diferentes de identificacio de proteinas.®

Hannan J. et al., num dos mais vastos estudos realizados nesta area, identificaram cerca de
dezassete potenciais moléculas reguladoras do processo de implantagdo: interleucina 1b (IL-
1b), IL-5, IL-6, IL-10, IL-12, IL-15, IL-17, IL-18, fator de crescimento epidérmico de ligacao
a heparina (Hb-EGF), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interferdo gama (IFN- Y),
eotaxina, fator inibidor da migracdo dos macrofagos (MIF), proteina 10 indutivel pelo
interferdo Y (IP10), proteina quimiotatica de monécitos (MCP-1), DKK1 (Dickkopf homolog
1) e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF).?*

Boomsma et al., nos seus estudos de analise do fluido uterino identificaram dez destas
moléculas: interleucina-1 beta, IL-6, IL-12, IL-18, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), fator
inibidor de migracdo dos macrofagos (MIF), proteina quimiotatica de mondcitos (MCP-1),
proteina 10 indutivel pelo interferdo Y (IP10), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)
e eotaxina. Contudo, o interferdo gama néo foi detetado em qualquer das amostras analisadas

(Tabela 1).%°
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Tabela 1: Resumo das fungdes de moléculas identificadas no fluido uterino (adaptado de Boomsma CM

et al. (25))

Molécula Funcéo

IL-1b Inducdo da expressao de integrinas na superficie do epitélio endometrial
Estimulacdo de metaloproteinases da matriz

IL-5 Diferenciacgdo, recrutamento e ativacao de eosinofilos, que tém um papel
na remodelacdo do tecido endometrial
Evidéncia de que a gravidez esta associada com um perfil de citocinas
Th2

IL-6 Imunomodulacgdo. Ativacdo de MMP. Contribuicdo para o crescimento
do trofoblasto e desenvolvimento da placenta

IL-10 Inibicdo da proliferacdo e secrecdo de leucdcitos Thl. Evidéncias de que
a gravidez esta associada a um perfil de citocinas Th2

IL-12 Remodelacdo vascular e ativacéo de célula NK

IL-15 Ativacdo de células NK. Remodelagdo vascular

IL-17 Angiogénese e imunorregulacédo

IL-18 Remodelacdo vascular. Ativacdo de células NK. Inducdo da producdo
MMP. Abortivo em altas doses

Hb-EGF  Mediacgéo da adesdo do embrido ao endométrio. Fator de crescimento para
embrides derivados de FIV

TNF-a Transformacdo de células NK em células LAK. Inibidor da divisdo e
adesdo do embrido

IFEN- Y Ativador de células NK. Remodelacdo vascular. Inibicdo da proliferacéo
das celulas do trofoblasto. Abortivo em altas doses

Eotaxina  Quimioatracdo de eosindfilos com papel na remodelacdo de tecido
endometrial

IP10 Atracdo e ativacdo de células imunes. Estimulador da expressdo de
integrina pelo trofoblasto

MIF Imunomodulacdo e angiogénese. Regulacdo positiva de MMP. Papel em
proliferacdo e diferenciacdo celular

MCP-1 Atracdo e ativacao de células imunes

VEGF Promocdo da vascularizacdo, angiogénese e permeabilidade vascular.
Estimula a proliferacdo de células endoteliais

Dkk-1 Inducéo da via de sinalizagdo intracelular Wnt

Na ultima década, a analise de Omics de todo o tecido endometrial e de determinados tipos

de celulas bem como do fluido endometrial tém conduzido a determinacdo de "fatores de

implantagdo”, o que resultou numa expansdo de novos dados e criagdo de potenciais

biomarcadores para avaliagdo da recetividade endometrial.
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As proteinas identificadas no fluido endometrial estdo relacionadas com a regulagdo da
apoptose, resposta ao stress, defesa, resposta inflamatdria/imune, transporte molecular e
homeostasia do ferro.?

Maathuis et al, determinaram a concentragdo de proteinas totais e de hexose no fluido uterino
em diferentes fases do ciclo menstrual. Os niveis proteicos mostraram-se significativamente
menores na fase secretora comparativamente a fase proliferativa, o que sugere que as secre¢des
uterinas estdo presentes ndo sO na fase secretora, mas também no periodo pré-ovulatério do

ciclo.1®
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3.2. MOLECULAS ENVOLVIDAS NO PROCESSO DE NIDAQAO

3.2.1. Proproteina Convertase 6 (PC6)

A proproteina convertase 5/6 (PC6) é uma serina protease da familia das proproteinas
convertases, uma familia de endoproteases dependentes de célcio, importante na conversao de
percursores proteicos inativos nas suas formas ativas, através de protedlise, que integra cerca
de sete aminoacidos bésicos especificos: furina, PC1/PC3, PC2, PC4, PC5/6, PACE4 e
PC7/PC8.%’

A PC6 encontra-se expressa no endométrio, sobretudo no decorrer da fase de maior
recetividade epitelial, assumindo um papel preponderante no processo de implantacéo
embrionaria. Os seus alvos incluem fatores de crescimento, hormonas peptidicas,
neuropeptideos, proteinas da matriz extracelular, moléculas de adesdo, enzimas proteoliticas e
proteinas de membrana.?’

Heng et al. demonstraram que a PC6 esta presente no fluido endometrial e que as suas
concentragdes estdo relacionadas com o estado de recetividade uterina, apresentando-se mais
elevadas na fase recetiva (fase secretora do ciclo menstrual) comparativamente a ndo-recetiva
(fase proliferativa do ciclo menstrual) quando em mulheres férteis, e marcadamente reduzidas
durante a janela de implantagdo em mulheres inférteis. Os resultados apresentam-se

representados sob a forma de grafico (Fig. 4).28
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Proliferativa Secretora média (Fértil) Secretora média (Infértil)

Figura 4. Adaptado de Heng, et al.: Niveis de PC6 em fase proliferativa e secretora (28) 22



Heng et al. demonstraram que a PC6 cliva a proteina Fosfoproteina Ezrina-radixina-
moesina 50 (EBP50) afetando a sua interacdo com a proteina ezrina, que, por sua vez regula a
interface entre a actina do citoesqueleto e a membrana plasmatica, redistribuindo-se ao longo
da membrana apical para o citoplasma conduzindo uma reorganizacdo do citoesqueleto.
Segundo o estudo, a localizacdo apical destas proteinas contribui para o seu papel no controlo
da formacdo de microvilosidades e polarizagdo das células; por outro lado, o seu carater
antiaderente assume uma influéncia profunda na morfologia das células epiteliais endometriais
e na aderéncia do embrido no momento de implantagdo. Na auséncia de ezrina, as
microvilosidades sdo curtas, espessas e encontram-se aleatoriamente orientadas ao invés de
altas, uniformes e densamente agrupadas.?®

Paule et al. concluiram que a PC6 endometrial constitui um importante fator regulador na
activacdo do fator de crescimento derivado de plaquetas tipo A ( PDGFA). De acordo com 0s
resultados obtidos, na fase média proliferativa os niveis de PDGFA eram muito reduzidos,
contrariamente ao que se observou na fase média secretora, em que o PDGFA ativado era
claramente detetado na superficie apical dos epitélios luminal e glandular. A ndo ativacéo pela
PC6 implica que o PDGFA ndo se ligue aos respetivos recetores podendo comprometer a
recetividade endometrial. Perante as evidéncias, os autores sugerem o PDGFA-ativado presente
no fluido uterino como um potencial biomarcador de recetividade.?’

Heng et al. constataram que a fungdo da a-DG (alfa-distroglicano), uma glicoproteina de
superficie envolvida no processo de adesdo, esta dependente da remogéo da sua parte terminal,
a-DG-N, pela PC6. Quando n&o removida verifica-se uma retencdo da alfa-distroglicano na
superficie celular, com consequente perda da adesividade, constituindo assim uma barreira a
implantagi0.%° A quantidade de a-DG-N no fluido uterino podera refletir a sua remogéo do

tecido endometrial e intuir sobre o estado de recetividade uterina.
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As integrinas sdo glicoproteinas transmembranares heterodiméricas que desempenham um
importante papel na adesdo do blastocisto ao Utero no momento da nidagéo, 0 que exige a sua
clivagem pela PC6 durante a modificagio pos-traducio.?

Heng et al. evidenciaram que a atividade da proteina morfogenética 6ssea 2 (BMP-2)
depende também de um processo de clivagem controlado pela proteina PC6. A BMP-2 pertence
a familia das proteinas morfogenéticas 6sseas envolvidas em processos como a proliferacdo
celular, apoptose, diferenciacdo celular e morfogénese. Estdo expressas no Utero durante a
gravidez contudo, apenas a BMP-2 esta implicada no processo de decidualizacdo, em
conjugacdo com hormonas, citocinas, fatores de crescimento e proteases.®

Hannan N. et al. demonstraram que a PC6 existe sob a forma soltvel e também ligada a
membrana, estando ativa tanto no aspirado uterino como na lavagem uterina, sendo de realcar
que os seus niveis de atividade eram bastante reduzidos no aspirado e elevados em duas das
amostras de lavagem uterina sugerindo que a sua forma ativa soltvel pode ser lavada pelo
glicocalix. As suas enzimas especificas ligadas a membrana ADAM17 (metalopeptidase 17) e
MT1- MMP (metaloproteinase da matriz tipo 1) também estavam ativas no microambiente

uterino, tendo sido detetadas pelos mesmos métodos.?®
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3.2.2. Fator de Crescimento do Endotélio Vascular (VEGF)

O sucesso da implantacdo embrionaria depende de um desenvolvimento vascular
coordenado e de uma posterior manutencédo da interface embrido-Utero materno que providencie
nutricdo adequada. Assim, durante esse processo € imprescindivel a existéncia uma
vascularizagdo uterina adequada e de células/fatores reguladores.

Geralmente, a angiogénese fisioldgica ndo ocorre na maioria dos 6rgaos, a menos que esses
sofram algum tipo de lesdo. O sistema reprodutor feminino é uma excecdo, no qual a
angiogénese € um processo fundamental quer durante o ciclo menstrual quer depois na
implantagdo.®?

O Fator de Crescimento do Endotélio Vascular (VEGF) é um potente fator promotor de
angiogénese, com papel reconhecido enquanto fator de crescimento das células endoteliais
vasculares, estando também envolvido na formacdo de tumores. A familia VEGF e o0s seus
recetores estdo envolvidos em processos de crescimento dos vasos e na remodelacdo de uma
grande variedade de tecidos nomeadamente, 0 endométrio humano.

A citocina VEGF e suas isoformas VEGFA121 e VEGFA 165 sdo moléculas abundantes no
fluido uterino, sendo produzidas pelo epitélio endometrial glandular.

A sinalizagdo mediada por esta molécula ocorre em varias células endometriais incluindo as
dos vasos sanguineos, do epitélio e do estroma. A VEGFA participa em duas vias de sinalizacdo
ligando-se a dois receptores de tirosina-quinase: o VEGF receptor 1 (VEGFR1) e o VEGF
receptor 2 (VEGFR2), ambos localizados na zona apical do epitélio glandular endometrial >3
Tem a capacidade de aumentar a atividade mitogénica das células endoteliais através de uma
molécula de adesdo, a integrina av3, um outro potencial biomarcador de recetividade uterina.
Contribui para o significativo aumento da ades&o entre o epitélio endometrial humano e a matriz

extracelular do trofoblasto e para o crescimento do blastocisto.
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Estudos tendo em vista a detecdo desta proteina no fluido endometrial apresentaram niveis
de VEGF significativamente reduzidos, durante a fase secretora média e em mulheres com
infertilidade inexplicada quando comparados com mulheres férteis. Por sua vez, os niveis de
VEGF em mulheres férteis mostraram-se mais aumentados na fase secretora do que na fase
proliferativa.®®

Salamonsen et al. evidenciaram resultados ilustrados sob a forma de grafico (Fig. 5).
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Figura 5. Adaptado de Salamonsen LA, et al: Niveis de VEGF em fase secretora de mulheres férteis e inférteis (10)

Outros estudos permitiram ainda a identificacdo de uma molécula homéloga da VEGF no
fluido endometrial - o fator de crescimento da placenta (PIGF) - o qual se liga exclusivamente
ao recetor VEGFR1 com uma afinidade superior ao préprio VEGF. O PIGF atua sobre o
crescimento celular do blastocisto, encontrando-se altamente expresso no trofoblasto
placentario em todas as fases da gravidez, tendo funcbes de controlo de crescimento,
diferenciacdo e invasdo do trofoblasto na decidua materna. Além disso, tem efeitos sobre o
epitélio endometrial e sobre a capacidade adesiva desse mesmo epitélio, no qual promove a
mitose de células endoteliais e aumenta a quimiotaxia para os leucdcitos. Localiza-se

predominantemente nas células epiteliais luminais e glandulares do endométrio, ao longo de
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todo o ciclo menstrual (em mulheres férteis e inférteis) e também nas células que circundam as
artérias espiraladas maternas, durante a fase secretora do ciclo. Alids, o padrdo endometrial
observado mostrou que durante a fase secretora precoce esta molécula se localiza na camada
basal das células epiteliais ao passo que na fase secretora tardia se localiza mais na regido apical
dessas mesmas células sendo libertado para as secre¢des uterinas.t

Além da sua presenca no endométrio e no fluido endometrial também € detetavel no soro
materno, o que permite sinalizar uma situacdo de pré-eclampsia, quando hd uma diminuicdo
precoce e acentuada nos seus niveis séricos.!

Em condigdes fisiologicas normais, encontra-se expressa em niveis reduzidos em varios
outros 6rgdos adultos, incluindo o pulmdo, coracdo, tirdide, tecido adiposo e mausculo

esquelético.t
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3.2.3. Integrina g3

As integrinas sd@o uma classe de moléculas de adeséo celular, constituida por glicoproteinas
heterodiméricas e que se encontram ancoradas a membrana citoplasmatica.

Aintegrina avp3 é secretada pelo epitélio durante a fase secretora média. Enquanto molécula
de adesdo pensa-se que estarad envolvida na fase inicial de ligacdo na implantacao do blastocisto
que regula interacdes intercelulares no Gtero.>* Uma reducgdo da sua expressdo no endométrio
durante a fase lutea tem vindo a ser associada a casos de infertilidade ndo explicada e a faléncia
recorrente de transferéncia do embrido nos ciclos de FIV. A sua auséncia assim como a de LIF
tem sido associada, de forma independente, com o sucesso reduzido na FIV.%

Alguns autores propuseram que um excesso de fluido uterino desencadeia um aumento da
producdo da integrina avB3, como forma de compensacdo para aumentar a probabilidade de
implantacdo do embrio.*

Além disso, condi¢des associadas a subfertilidade como endometriose, hidrossalpinges e
insuficiéncia luteinica tém sido também associadas a expressdo alterada das integrinas.®*

Contudo, as evidéncias atuais sdo controversas, uma vez que nao se tem conseguido provar
0 seu padrdo de expressao diferencial entre mulheres férteis e inférteis.

Além disso, a expressdo da integrina avp3 no endométrio tem reduzida reprodutibilidade e
elevada variabilidade ciclo a ciclo.*®

O gene osteopontina (SPP1), codifica uma glicoproteina estrutural da matriz extracelular
regulada pela progesterona sendo um ligando da integrina avf3 envolvido na mediagéo da

adeséo celular e da migracéo durante a implantacao.
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3.2.4. Fator estimulador de col6nias-3 (CSF-3)

A familia CSF (fatores estimuladores de colonias) inclui o CSF-1 ou macréfago CSF (M-
CSF), CSF-2 ou granulocito macrofago CSF (GM-CSF) e CSF-3 ou granulocito CSF (G-CSF).
Cada um deles tem uma determinada localizacdo e expressdo no sistema reprodutivo
(destacando-se o ovaério e a interface mée-feto), assumindo funcdes especificas nos processos
de ovulacdo, implantacdo embrionéria, desenvolvimento da placenta e desenvolvimento
embrionario. Sdo glicoproteinas labeis de 18 a 70 kDa e atuam através de receptores de
membrana especificos, via JAK-STAT com vias de sinalizacdo enddcrina, paracrina ou
autocrina. Tém propriedades imunomoduladoras, imunotroficas e anti-apoptdticas durante os
estadios iniciais da gravidez.*

Estas glicoproteinas sdo utilizadas na pratica clinica atual, nomeadamente na medicina da
reproducdo, enquanto biomarcadores de qualidade e aptiddo do ovocito (G-CSF folicular),
suplementos dos meios de cultura de embribes (GM-CSF recombinante humano) e como
terapia inovadora nos casos de infertilidade (G-CSF recombinante humano).3®

As variacOes nas concentracdes de CSF, em diferentes condicGes reprodutivas, sdo descritas
no soro e no liquido folicular, mas também no fluido endometrial.

A CSF-3 constitui-se como uma citocina reguladora da producéo de neutrofilos, importante
na eliminacdo de bactérias, na modulacdo da resposta inflamatdria, na promocdo da
sobrevivéncia das células da linhagem granulocitica bem como na proliferacdo e migracao de
neutrdfilos e células do trofoblasto. A producdo de CSF-3 contribui para modulacdo da
citotoxicidade de células NK uterinas, reduzindo a producéo do interferdo e de IL-18.

O recetor de CSF-3 (CSF3R) encontra-se expresso na placenta, células endoteliais, células

do sistema nervoso central e cardiomidcitos.
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Os macrdfagos e outras células especializadas produzem endotoxinas e citocinas que
estimulam os mecanismos de transcri¢do e pds-transcricdo que implicam alteracfes na CSF-3
com consequente recrutamento e ativagdo de neutrdfilos.*’

Salamonsen et al, propuseram o CSF-3 como um potencial biomarcador preditivo de sucesso

de transferéncia do embrido, demonstrando-o com o gréafico que se segue (Fig. 6).1°
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Figura 6. Adaptado de Salamonsen LA, et al: Niveis de CSF-3 em mulheres férteis e inférteis (10)
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3.2.5. Fator inibidor de leucemia (LIF)

O fator inibidor de leucemia (LIF) é uma citocina pleotropica, altamente glicosilada (Mw
38-67 KDa) expressa no epitélio endometrial humano, que pertence a familia da interleucina 6
(IL 6). Atua em diferentes células e tecidos atraves da sua ligagdo a um recetor de membrana
(LIF-R), um heterodimero constituido por duas subunidades o recetor gp130, uma proteina
transmembranar transdutora de sinalizacdo para citocinas da familia IL-6 e o LIF-R alfa (LIF-
Ra). O recetor LIF-Ra interage seletivamente com o LIF, ao passo que o recetor gp130 interage
com outros tipos de citocinas. Dessa ligagdo resulta a formacdo de um complexo LIF- LIF- R
gpl30, cuja sinalizacdo é mediada principalmente pela via JAK/STAT
(Janus Quinase/Transdutores de Sinal e Ativadores de Transcricdo), mas também pela via
PI3K (fosfatidilinositol-3-quinase) e MAPK (Proteino-quinases ativadas por mitdgenos), o que
potencia as multiplas agbes do LIF.*

Este recetor encontra-se expresso no blastocisto e na placenta assim como no epitélio
glandular e luminal. Uma significativa reducdo na expressao do LIF esta associada a uma
grande quantidade de patologias do foro reprodutivo.

O LIF regula o processo de implantacdo, na medida em que contribui para a transformacao
do endométrio para um estado recetivo e facilita a adesao do blastocisto ao epitélio endometrial,
participando na interacdo embrido-endométrio, promovendo os processos de decidualizacdo
estromal e de invasdo do trofoblasto, assim como o desenvolvimento e crescimento do
blastocisto e, ainda, na infiltracdo uterina por leucdcitos.®® Além da sua acéo nos estadios de
aposicdo e adesdo na implantagdo, contribui também para a modulacdo da invasdo pelo
trofoblasto controlando a expressdo de HLA-G nas suas células® e regula a sintese de

prostaglandinas, um outro mediador importante na implantagao e decidualizag&o.
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Além do endométrio, o recetor de LIF encontra-se expresso em neurdnios, megacariocitos,
macrofagos, adipocitos, hepatdcitos, osteoblastos, mieloblastos, rim e mama. Participa em
processos de proliferacdo e diferenciacdo de varios tipos de tecidos.*

No endométrio humano, a expressdo do LIF permanece reduzida durante a fase proliferativa,
aumentando apés a ovulagdo (correspondente ao pico da LH). Mantém-se elevada até ao fim
do ciclo, atingindo a sua méxima expressao durante a fase secretora média, correspondente ao
periodo de recetividade para implantacdo, no qual esta proteina pode ser detetada no fluido
uterino.®4% Este padrdo sugere que a molécula em causa é independente do embrifo e
dependente, em certa medida, dos niveis de hormonas sexuais maternos.*°

H& cerca de uma década, estudos realizados através de bidpsia endometrial terdo
demonstrado que a producdo de LIF apresentava uma correlagdo negativa com a espessura
endometrial e o padrdo ecografico, 0 que sugere que uma elevada expressdo de LIF estard
associada a um efeito inibitdrio no endométrio.?>*

Estudos realizados recentemente apontam para uma reducdo nos niveis de LIF no
endométrio e no fluido uterino durante a fase secretora em mulheres inférteis,** embora outros
estudos ndo tenham mostrado diferencgas significativas quantos aos valores entre mulheres
férteis e inférteis.*?

Concentracbes de LIF obtidas a partir do liquido endometrial de mulheres inférteis
mostraram-se reduzidas quando comparadas com os controlos, indicando que uma desregulacéo
na producdo de LIF poderd ser responsavel pela diminuicdo da recetividade uterina e por
situacOes de faléncia recorrente de implantagdo e abortamento.*®

A expressdo do LIF e o recetor gp-130 séo regulados positivamente em resposta ao
tratamento com hCG e pelo fator de necrose tumoral alfa (TNF- o) e interleucina 1p.

Tawfeek et al. mostraram concentragdes de LIF no fluido endometrial de mulheres inférteis

(0.5 a 35 pg/ml) significativamente inferiores aos de mulheres férteis (18—120 pg/ml). O mesmo
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se constatou para a gp130 que em mulheres inférteis apresentou valores de 25-140 pg/ml e em
mulheres férteis de 95-370 pg/ml.*

As medigdes do LIF no soro ndo refletem o estado de fertilidade, contudo, as reduzidas
concentragdes no fluido uterino sdo preditoras de uma implantagdo mal-sucedida.*! As
concentragdes no fluido uterino tém sido associadas ndo sé a alteragBes na recetividade uterina
como também a condi¢Ges como adenomiose.

O recetor de progesterona é o Unico fator considerado absolutamente essencial para uma
implantacdo bem-sucedida, na mesma medida em que o fator inibidor de leucemia e a mucina
1 s&o considerados dois dos mais importantes vetores de sinalizacéo.

O LIF recombinante humano tem sido proposto para tratamento de doentes com faléncia
recorrente de implantagéo de forma a melhorar a recetividade endometrial, contudo, um estudo
multicéntrico ndo demonstrou melhoria das condic¢des de recetividade e aumento das taxas de

gravidez apos rhLIF quando comparado com um placebo.®
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3.2.6. Glicodelina

A glicodelina foi inicialmente isolada a partir da placenta humana e denominada proteina
placentar 14 ou proteina endometrial associada a progesterona.

E produzida na sua maioria pelo epitélio glandular endometrial (durante a fase lttea do ciclo
menstrual) e em pequena escala por tecidos ndo uterinos, estando presente nas tubas uterinas,
ovario, células hematopoiéticas e glandulas mamarias.** Considera-se que podera estar
envolvida na supressao da resposta imune materna, tal como o LIF referido anteriormente,
através da supressdo de células NK (natural killer cells), assumindo um papel imunoprotetor
durante a implantac&o e desenvolvimento da placenta.??

A glicodelina plasmatica aumenta cinco dias ap0s o pico de LH e retorna ao valor basal
durante a fase folicular seguinte. Nos ciclos de conce¢do as suas concentracbes aumentam
rapidamente ap6s a implantacdo, atingindo o maximo as 8-10 semanas de gestacdo e
diminuindo de seguida. Assume assim, um papel fulcral no processo de implantacédo
embrionaria e participa na regulacdo da resposta imune exercendo um efeito imunossupressor,
0 que promove a existéncia da janela de implantacdo, pela diminuicdo da resposta imunitaria
materna ao embrido. A sua fungdo neste contexto prende-se com o fato de inibir diretamente a
proliferacdo de linfécitos T e a secrecdo de citocinas, estimulada pela fitohemaglutinina (PHA)
ou anticorpo monoclonal anti-CD3 imobilizado.*

E detetavel no fluido uterino a partir do 6° dia pds-pico de LH e aumenta rapidamente. Na
fase lGtea tardia excede as concentragdes de glicodelina plasmatica em cerca de 100 vezes.**

Existe uma clara correlagéo entre os niveis de glicodelina no fluido endometrial e o estado
de maturago endometrial 132244

Estudos mais antigos mostraram que as concentracdes de glicodelina A no fluido uterino
durante a fase secretora sdo inferiores em mulheres com perda de gravidez subsequente do que

naquelas com gravidezes bem-sucedidas.t®?2243344 Tendo sido detetadas concentracdes
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reduzidas dez a doze dias apds o pico de LH em mulheres com infertilidade inexplicada
comparando com o grupo de controlo fértil e auséncia de diferencas nos dias LH+7.44

A sua concentragdo no soro e fluido endometrial aumenta nos ciclos ovulatorios,
verificando-se uma diminui¢do no fluido uterino de mulheres inférteis, sem se verificar
contudo, no soro dessas pacientes.*14

Bentin-Ley et al. demonstraram concentragfes de glicodelina no fluido uterino mais
elevadas em mulheres inférteis (por fator tubar e hidrosalpinges) comparativamente as mulheres
férteis; as mulheres com infertilidade de causa inexplicada apresentaram valores comparaveis
com os do grupo de controlo fértil. Os niveis de glicodelina plasméatica em mulheres férteis e
com infertilidade inexplicada ndo mostraram diferencas nos dias LH+7, LH+10 e LH+12.%

MH van der Gaast et al. mostraram que apenas a glicodelina apresentava correlacéo positiva
entre a sua concentragdo no fluido endometrial e a maturagdo endometrial, 0 que nédo se

observou com o LIF, o qual ndo reflete a maturidade endometrial convenientemente.??
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4. DISCUSSAO

Ao longo dos anos o interesse pelo estudo das proteinas no fluido endometrial tem vindo a
aumentar. No entanto, ao contrario da importancia da espessura endometrial que ¢é
inquestionavel e esta documentada, o significado do valor do fluido endometrial permanece
controverso.

Existem algumas questdes que se colocam no decorrer da investigacdo de biomarcadores de
avaliacdo da recetividade uterina: qual a variabilidade do momento de inicio do periodo recetivo
de ciclo para ciclo na mesma mulher? Qual a variacdo de mulher para mulher? Sera que uma
mulher fértil atinge a recetividade endometrial em todos os ciclos? Serdo os biomarcadores
diferentes em mulheres com diferentes etiologias para a infertilidade? Qual dos marcadores
utilizados para definir a recetividade normal estd alterado em mulheres cuja infertilidade é
devida a incapacidade de alcancar a recetividade? Qudo dependente é a recetividade
endometrial da qualidade do produto de concecdo?.!! Questdes as quais a ciéncia tem tentado
dar resposta e embora se verifique um crescimento exponencial de potenciais biomarcadores de
recetividade, poucos sdo os estudos com validade para definir quais deles tém maior valor e
consisténcia.

Apesar dos avancos da gendmica e protedmica no estudo de todo o tecido endometrial,
subtipos celulares e fluido endometrial e da obtencéo de resultados promissores relativamente
a potenciais biomarcadores de recetividade endometrial, existe pouca concordancia entre 0s
diversos estudos, principalmente nos de analise de tecido endometrial.

Uma das principais limitacdes do fluido endometrial, & que as concentracbes dos seus
componentes variam conforme o tipo de procedimento. Ainda que a analise do fluido
endometrial permita obter informacdo momentanea do ambiente uterino durante a janela de
implantacéo, a compreensédo da contribuicdo glandular especifica para a composicdo total do

fluido uterino humano permanece limitada.
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Outra das limitacGes da utilizacdo do fluido uterino, enquanto método de avaliagdo da
recetividade uterina, assenta no facto de este estar presente na cavidade uterina em pequenas
quantidades, o que se deve a marcada proximidade das superficies luminais uterinas, sendo
dificil obter mais de 10 pul por aspirag&o.

Além destas, o carater dindmico do endométrio constitui uma dificuldade no estudo do
mesmo, dado que ocorrem alteragdes da composi¢do molecular e celular diariamente.

Apesar de alguns autores defenderem que a bidpsia endometrial, no momento de
transferéncia do embrido, ndo pde em causa a viabilidade de uma possivel gravidez, ha quem
defenda que a analise do padrdo proteico no fluido endometrial oferece mais seguranca,
permitindo o acesso ao estado de recetividade uterina durante os ciclos de tratamentos de uma
forma néo invasiva.

E importante considerar que os aspirados das secre¢Bes endometriais poderdo conter
contaminantes celulares como leucdcitos, células do estroma ou células epiteliais.*°

Alguns estudos realizados, em que foi efetuada uma aspiracdo direta do fluido uterino,
mostraram que ha uma correlacdo entre os resultados obtidos relativamente a glicodelina,
histologia e marcadores de células mitéticas, 0 mesmo nédo se verificando quanto ao fator
inibidor da leucemia, embora este seja proposto como um dos mais promissores marcadores da
janela de implantagdo.® Os Gltimos dados relativos a glicodelina s&o, contudo, contraditorios.

De acordo com os resultados obtidos, a PC6 parece ser um biomarcador promissor.
Contrariamente a0 VEGF e CSF-3 cujos resultados supramencionados sao controversos e
pouco conclusivos.

A andlise das concentra¢des no LIF no fluido uterino a partir de mulheres inférteis e férteis
n&o mostrou consisténcia e o seu valor como biomarcador permanece pouco claro.’

Sob 0 meu ponto de vista, a contradi¢do patente nos resultados obtidos deve-se a reduzida

homogeneizacgdo dos grupos de mulheres inférteis selecionados. E fundamental caraterizar
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detalhadamente esses grupos, definir metodicamente os critérios de inclusdo dos estudos e

interpretar os dados a luz da etiologia subjacente.
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5. CONCLUSAO

A compreensdo do microambiente uterino e da sua contribuicdo para a comunicacao entre o
blastocisto e o Utero materno, poderdo vir a modificar os atuais tratamentos de infertilidade e
aumentar as taxas de sucesso.

Por sua vez, perante as evidéncias ja existentes, um conhecimento bioldgico mais
aprofundado do liquido endometrial representa uma mais-valia para a préatica clinica atual,
contribuindo para uma melhor e mais especifica abordagem clinica das mulheres inférteis.

A identificacdo de biomarcadores suficientemente confidveis e com elevada especificidade,
permitira a tomada de decisdes sustentadas no decorrer dos tratamentos de fertilidade.

De facto, a avaliacdo de apenas uma fase do ciclo ou a utilizacdo de um tnico biomarcador
nédo serdo suficientes para apurar a recetividade endometrial. Assim sendo, uma abordagem
ideal integrara varias modalidades de diagndstico como: métodos histologicos tradicionais,
radioldgicos e ecograficos, marcadores hormonais, gendmica e proteémica no tecido e fluido
endometrial e biomarcadores especificos no fluido endometrial.

Esta conjugagdo, nomeadamente de marcadores no fluido uterino e de monitorizagéo
ecografica dindmica do fluido uterino, permitira a otimizacdo do timing de transferéncia dos
embrides e o desenvolvimento de tratamentos especificos desenhados e adaptados para cada
paciente.

Assim, um teste preciso com obtencao rapida de resultados possibilitard uma adequacdo da
terapéutica individualizada para cada paciente e a gestéo eficaz de recursos, permitindo que se
delibere entre realizar uma transferéncia embrionaria a fresco ou criopreservar os embrides,
diferindo a sua transferéncia para um ciclo em que a recetividade endometrial seja maior.

A determinacdo da utilizacdo na prética clinica de biomarcadores de recetividade uterina
presentes no fluido endometrial requer uma validacao global, o que exige uma simplicacdo do

processo de colheita de amostras, tornando-as amplamente aplicaveis, assim como uma
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definicdo clara de como poderdo ser utilizados os marcadores. E mandat6rio provar o impacto
da avaliacdo da recetividade uterina na prética clinica, na avaliacdo da infertilidade e nos
resultados dos ciclos de FIV, cuja decisdo seja tomada com base neste teste.

O valor preditivo de um teste de recetividade aplicivel variara conforme a prevaléncia de
alteracdes na recetividade uterina na populacdo em estudo podendo ndo ser adequado para a
abordagem inicial de todas as situagdes de infertilidade.

Ao recorrer a estes biomarcadores pretende-se avaliar a recetividade uterina na fase secretora
média num ciclo natural durante o estudo de situacdes de infertilidade bem como prever o
estado de recetividade uterina durante os ciclos naturais, tendo em vista a transferéncia de
embrides a fresco ou criopreservados.

A correlacéo estabelecida entre os biomarcadores e os resultados clinicos € uma etapa fulcral
no processo de descoberta de novos biomarcadores. Além disso, ha critérios adicionais que
deverdo ser cumpridos: o biomarcador devera ser reprodutivel e bem fundamentado, validado
quanto a seguranca, eficacia e utilidade préatica através de ensaios clinicos bem desenhados,
preferencialmente prospetivos, randomizados e controlados e deverd também ser quantificado
com recurso a uma tecnologia confiavel e compativel.*’

O estudo por bidpsia endometrial € incompativel com a sua aplicacgdo clinica durante o ciclo
ativo, ndo permitindo, portanto, uma correlacdo direta de marcadores com as taxas de
implantacéo e resultados obtidos.

Assim, o fluido endometrial constitui um biomarcador adequado e pertinente uma vez que
ndo diminui a probabilidade de implantacdo e que podera ser analisado durante o periodo de
recetividade endometrial, praticamente em simultdneo com o momento de transferéncia do
embriéo.

O conhecimento da disfuncéo no didlogo embrido-utero materno e a implementacao de testes

de diagnostico de forma padronizada durante a janela de implantagdo trara varios beneficios
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particularmente em situacGes de RIF, de inimeras tentativas de FIV falhadas e também perante
a decisdo dificil de continuar ou interromper um ciclo terapéutico.

A identificacdo de biomarcadores fidedignos da recetividade endometrial podera representar
um aumento da efic&cia dos tratamentos de FIV, através da otimizacdo da rentabilidade do
tratamento e de um aumento das taxas de gravidez, permitindo ainda reduzir o stress emocional
das pacientes.

Assim, e de forma a dar resposta a questdo-problema deste trabalho, a pequena percentagem
de nidacdo dever-se-4 a expressao diferencial das substancias no endométrio e no respetivo
fluido endometrial. A previsdo do insucesso das técnicas poderda ser possivel apos
implementacdo de métodos de analise do fluido endometrial, nomeadamente pelo aumento ou
diminuicdo da concentragdo de determinadas moléculas envolvidas.

Quanto a reversdo de condicGes endometriais adversas, esse sera o principal desafio, de que
forma se conseguirdo alterar as concentragdes de determinados componentes do fluido
endometrial. Embora terapéuticas como a administracdo de rhLIF tenham vindo a ganhar
alguma expressao na pratica clinica, o passo seguinte serd o desenvolvimento de terapéuticas-
alvo que otimizem o processo de implantagdo, no combate a alteracdes de implantacéo e

condicBes como a pré-eclampsia, abortamento e restri¢cdo de crescimento fetal intrauterino.
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MOLECULAR ASSESSMENT OF ENDOMETRIAL FLUID CAN IMPROVE
THE SUCCESS OF EMBRYO IMPLANTATION AFTER ASSISTED
REPRODUCTIVE TECHNIQUES
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PROBLEM STATEMENT

Recurrent implantation failure (RIF) is a major challenge in
assisted reproductive techniques that still remains poorly
characterized. Although controversial, it can be defined as the
failure to achieve a pregnancy after 3 completed fresh IVF-ET
cycles and endometrial receptivity plays a crucial role in the
success of this process. Actually implantation is considered the
limiting step in the success of assisted reproductive technigues
and there are no reliable biochemical methods that can
determine whether the uterus is receptive. Therefore,
endometrial fluid has been recently studied for its role as it
undergoes profound molecular changes during the transient
window of implantation.

METHODS

A review literature search of the PubMed ad Cochrane database
was conducted before August 25, 2017 to identify studies
published between 2007 and 2017.

The following terms were used and adjusted for each database
as necessary. endometrial fluid, endometrial fluid collection;
endometrial fluid biomarkers; fluid accumulation of the uterine
cavity; uterine fluid; endometrial cavity fluid AND assisted
technigues; fluid AND
implantation failure. Studies were included if they compared the

reproductive endometrial recurrent
outcomes of analysis of endometrial fluid, and only 4 studies

were selected on the basis of their methodological quality.
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RESULTS

There are few studies that contributes to determine which
malecular biomarkers are relevant and consistent.

Transvaginal ultrasound assessment of the endometrium still
remains the standard investigation to examine thickness,
features and blood flow. However, it is a poor positive predictor
of implantation, and the usefulness of some potential mid-
secretory biomarkers for early secretory diagnostic was found to
be limited.

Besides, several different proteins presented in endometrial
cavity fluid have been recently described, namely CSF3 and
VEGF that are critical predictive markers of successful embryo
transfer. Furthermore, proprotein convertase 5/6 (PCB) is up-
regulated in the human endometrium specifically at the time of
epithelial receptivity and is strongly associated with endometrial
receptivity and embryo implantation.
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CONCLUSIONS

There are strong indicators supporting that endometrial fluid
collection and assessment could be used as rapid non-invasive
biomarker for the assessment of endometrial receptivity.
Therefore, it could predict and improve assisted reproductive
techniques outcomes. The establishment of reliable biomarkers
receptivity will require a large-scale validation.
The uterine fluid has advantages when compared with other
tests, as it has a simpler proteome than endometrial tissue and
it can be
The later use

of endometrial

is less invasive than tissue biopsies. Furthermore,
evaluated at the exactly time of embryo transfer.
of appropriate biomarkers will contribute to find the suitable
timing for embryo transfer.
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