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RESUMO

O endométrio é um dos tecidos mais fascinantes do corpo humano. A sua
grande finalidade é permitir a implantacdo embrionaria durante uma curta janela de
oportunidade que ocorre em cada ciclo menstrual. A recetividade endometrial durante
essa janela de implantacdo requer uma coordenacdo subtil entre variadissimos
fatores. Tém sido identificados, até a data, um grande numero de mediadores
moleculares, incluindo, moléculas de adeséo, citocinas, fatores de crescimento, entre
outros. Adicionalmente, um grande numero de estudos tem-se focado em alvos
genomicos, protedmicos e lipidémicos. Apesar das limitagdes atuais no conhecimento
acerca da recetividade endometrial, a compreenséo da funcdo dos biomarcadores de
recetividade endometrial e o seu papel na determinagdo da janela de implantacgéo,
ajudar-nos-a4 a diagnosticar e tratar a infertilidade de um modo mais eficiente. O
objetivo desta revisdo é destacar certos grupos de biomarcadores apontados como

tendo um papel fundamental no mecanismo de implantacao.

Palavras-chave: recetividade endometrial, implantacdo embrionaria, biomarcadores,
infertilidade



ABSTRACT

The endometrium is one of the most fascinating tissues in the human body. Its
sole purpose is to enable implantation of an embryo during a relatively short window of
opportunity in the menstrual cycle. Endometrial development resulting in endometrial
receptivity during the window of implantation requires the subtle collaboration of an
extremely large number of different factors. A large number of molecular mediators
have been identified to date, including adhesion molecules, cytokines, growth factors
and others. And a large number of studies have focused on genomic, proteomic and
lipidomic targets. Although our knowledge of endometrial receptivity is limited,
understanding the function of biomarkers of endometrial receptivity and their role in
determining the implantation window, will help us to diagnose and treat infertility more
efficiently. The purpose of this review is to provide a discussion of certain groups of

molecules that are considered to have key roles in the mechanism of implantation.

Key Words: endometrial receptivity, embryo implantation, biomarkers, infertility
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INTRODUCAO

A implantacdo embrionaria € considerada a etapa mais critica do processo
reprodutivo em muitas espécies, incluindo a espécie humana. Consiste num fenébmeno
biol6gico Unico em que o blastocisto se liga intimamente ao endométrio uterino para
formar a placenta (trofoblasto) e prosseguir o desenvolvimento embrionario
(embrioblasto) 2.

Uma implantagdo bem-sucedida depende de dois fatores importantes: a
qualidade do embrido e a recetividade do endométrio, ambos responsaveis pela
interacdo materno-embrionaria necessaria para a adeséo e invasédo do blastocisto no
endométrio 4,

O comprometimento da recetividade uterina é uma das principais razdes de
insucesso das técnicas de reproducdo assistida, sendo o fendmeno da implantacdo
considerado o fator mais limitante no estabelecimento de uma gravidez e,
consequentemente, uma causa major de infertilidade 2!,

O valor médio da taxa de implantacdo nos ciclos de FIV, de acordo com Varios

137 Da totalidade dos casos de insucesso na

estudos publicados, é cerca de 25% [
implantacdo, estima-se que cerca de dois ter¢os serdo causados por uma recetividade
uterina inadequada, sendo apenas um ter¢o associado ao embrido, cuja qualidade tem
vindo a ser otimizada pela evolucdo das técnicas de reproducéo assistida ™.

Adicionalmente, os métodos mais antigos de avaliacdo da recetividade
endometrial, como o0s histolégicos ou ecograficos, ndo trouxeram uma melhoria
significativa nas taxas de gravidez. Estes factos tém motivado um interesse crescente
na investigacéo dos biomarcadores envolvidos na recetividade endometrial, tendo sido
identificados, até a data, um grande numero de mediadores moleculares, incluindo
moléculas de adesdo, citocinas, mucinas, prostaglandinas, entre outros ™3,

Esta revisdo bibliogréfica pretende destacar os conhecimentos recentes
acerca dos biomarcadores de recetividade endometrial que se pensa terem um papel
crucial na interacdo materno-embrionéria, incluindo os novos alvos, gendémicos,
protedmicos, lipidébmicos e microRNA que se tém revelado promissores na
compreensdo da complexidade do processo de implantacédo e, consequentemente, ha

melhoria do diagnéstico e tratamento da infertilidade.



MECANISMO DE IMPLANTACAO EMBRIONARIA

A implantacdo embrionaria é considerada um processo progressivo e
sequencial cujo sucesso requer o desenvolvimento coordenado de um blastocisto
competente e de um endométrio recetivo .

Apesar dos avancos significativos na investigacao reprodutiva, muitas questbes
fundamentais sobre a implantacdo continuam por esclarecer B No entanto, é
globalmente aceite, que o processo de implantacdo possa ser dividido em trés fases:
aposicdo, adesao e invaséo B

Previamente a implantacdo, o embrido assume uma certa polaridade e uma

19 Na fase de

orientacdo particular & medida que se aproxima do endométrio !
aposicao, o embrido deixa a zona pellcida sobrepondo-se ao endométrio e as células
do trofoblasto fixam-se de uma forma instavel a superficie do epitélio endometrial
recetivo. De seguida, o blastocisto adere de forma intima ao epitélio endometrial, a
lamina basal endometrial e a matriz extracelular estromal. Nesta fase, a ligacdo entre o
endométrio e o embrido é tdo intima que resiste ao deslocamento pelo fluxo uterino.
Acredita-se que substancias sinalizadoras paracrinas locais desencadeiem uma
ligacdo mais forte, auxiliando na fixacdo do blastocisto. O primeiro sinal da reacéo de
adesdo ocorre por volta do 20° - 21° dia do ciclo menstrual em humanos e coincide
com um aumento da permeabilidade vascular, no local da fixagcdo do blastocisto.
Seguidamente ocorre a penetracdo do blastocisto, invadindo o estroma para
estabelecer uma relacdo com a vascularizagdo materna e em resposta a essa invasao,
as células do estroma endometrial sofrem decidualizagéo %%,

A implantacdo na espécie humana parece ser relativamente ineficiente quando
comparada com a de outras espécies animais, por exemplo, estima-se que a taxa de
sucesso de implantacdo em humanos seja de 30% por ciclo, muito mais baixa que a

151 Muitos estudos tém procurado responder se as

dos babuinos que é cerca de 70%
baixas taxas de implantacdo estardo relacionadas com o embrido, que na espécie
humana exibe geralmente alta incidéncia de aneuploidias e apoptose, ou se estardo
relacionadas com uma falha no desenvolvimento de uma recetividade endometrial
adequada para a implantacdo embrionaria. Ha evidéncias que apoiam a hipotese de
que uma recetividade endometrial inadequada contribui significativamente para o
insucesso da implantacao, tendo sido identificado um grande namero de mediadores
moleculares que, sob a influéncia de hormonas ovaricas, parece estar envolvido na

[13,15

interacdo materno-embriondria 1. Alterac6es morfofuncionais durante este periodo

podem impedir ou dificultar a implantagdo. Por este motivo, o estudo do endométrio



nesta fase € importante para o esclarecimento dos mecanismos envolvidos na

interagdo materno-embrionaria 3,

A RECETIVIDADE ENDOMETRIAL COMO UM FATOR DETERMINANTE DA
FERTILIDADE

A relativa ineficicia do processo de implantacdo € considerada paradoxal, ja
que a reproducdo é critica para a sobrevivéncia das espécies e permanece um
problema por resolver na medicina reprodutiva, sendo considerada uma causa major
de infertilidade na mulher saudavel ™!,

Nas mulheres com falhas inexplicaveis na implantacdo, apesar de uma boa
resposta hormonal, de embrides com qualidade otimizada, com um desenvolvimento
endometrial satisfatério e sem patologia identificavel, uma recetividade endometrial
sub-6tima é considerada um fator limitante na implantacéo embrionaria ™3,

A recetividade endometrial pode ser definida como a capacidade da mucosa
uterina facilitar uma implantagcdo embrionaria com sucesso. O endométrio humano
esta recetivo a implantacéo do blastocisto apenas durante um breve periodo de tempo
na fase lutea média do ciclo menstrual, que comec¢a aproximadamente seis a sete dias

apos a ovulacdo e que ndo dura mais que dois a quatro dias

. A este periodo
chama-se ‘“janela de implantacdo” e corresponde a um periodo de maxima
recetividade uterina para a implantacéo ', tendo a sua existéncia sido sugerida, pela
primeira vez por Psychoyos, McLaren e Finn, e Martin .

O endométrio sofre alteracdes morfolégicas precisas até que se torne recetivo,
essas alteracdes ocorrem sob a influéncia de hormonas esteroides ovaricas e de
substancias mediadoras parécrinas relacionadas com o embrido ®*. O aumento dos
niveis de estrogénio durante a fase folicular do ciclo menstrual esta associado a

proliferacdo das células endometriais .

Ap6s a ovulagcdo, o aumento de
progesterona secretada pelo corpo Iuteo leva a diferenciacdo das células
endometriais, deixando o endométrio maduro e pronto para a implantacdo ™. O
estreito periodo de tempo que carateriza a “janela de implantagao” € crucial e parece
estar parcialmente sob influéncia de PG. O blastocisto entra na cavidade uterina, cerca
de 4 dias ap6s a ovulacao, onde se move livremente sob influéncia da L-selectina.
Para evitar que a adesdo do blastocisto ocorra num local inadequado para a
implantagdo, um outro mediador -MUC-1- expresso pelas células endometriais
desempenha um papel importante pela sua acéo repelente, impedindo qua a adeséo

ocorra num local com baixa probabilidade de implantacdo. Em determinadas areas
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endometriais, ocorre secrecdo de quimiocinas e citocinas que atraem o blastocisto
para o melhor local de implantac@o e nesta fase, o blastocisto expressa moléculas de
adesdo como integrinas e caderinas para assegurar a adesdo entre o embrido e o

[13]

endométrio Apesar desta sequéncia de eventos ser apresentada de modo

simplista, sabe-se atualmente que diferentes marcadores de recetividade endometrial

sdo cruciais em determinados momentos *21,

AVALIACAO CLINICA DA FUNCAO ENDOMETRIAL

O sucesso da implantacéo é o fator determinante no estabelecimento de uma
gravidez e esta intimamente dependente da recetividade endometrial e, como j& foi
referido, o comprometimento desta recetividade é responsavel por cerca de dois tercos
dos casos de insucesso das técnicas de reproducdo assistida. Assim, a avaliacdo
clinica, das condigcbes do endométrio para receber um embrido e promover uma
implantacdo bem-sucedida, assume uma importancia extrema em todo o processo.

Idealmente, as técnicas de avaliacdo da fungcdo endometrial, deveriam ser
capazes de prever eficazmente a sua recetividade, ser minimamente invasivas e de
facil realizacdo na pratica clinica quotidiana. A determinacdo da espessura do
endométrio e do seu padrao ecografico com recurso a ultrassons € o método mais
utilizado, no entanto, tém sido desenvolvidas técnicas de avaliacdo de outros
parametros da fungdo endometrial como a perfuséo, a fungéo secretéria e o recurso a

biopsias.

Andlise ultrassonica do endométrio

A ultrassonografia do endométrio foi uma das primeiras técnicas aplicadas na
avaliacdo da funcdo endometrial e € talvez a mais utilizada. Tem a grande vantagem
de ser uma técnica nao-invasiva e, para além disso, é facil de realizar. No entanto, a
sua utilidade como forma de prever o sucesso de uma implantacdo e consequente
gravidez é muito limitada ©%°.

A determinacdo da espessura do endométrio é o parametro mais utilizado para
a avaliagdo da recetividade endometrial, uma vez que esta sofre variagdes durante o
ciclo menstrual, atingindo o valor maximo durante a ovulacdo. Sugeriu-se que uma
espessura abaixo de 6-8 mm seria indicativa de uma baixa recetividade e,
consequentemente, de uma elevada probabilidade de insucesso. Contudo, apesar
desta constatacdo, o oposto, ou seja, um endométrio com uma espessura superior a

este valor ndo implica necessariamente uma indicacdo positiva de maior recetividade e
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ndo pode, por isso, ser considerado como indicador de sucesso ha implantacdo. Para
além disso, estudos comparativos de ciclos que resultaram em gravidez e ciclos em
que esta ndo ocorreu, demonstraram que a espessura média do endométrio era muito
semelhante em ambos os casos. Porém, estes factos ndo excluem uma relagédo entre
a espessura do endométrio e a gravidez. A recente andlise de alguns estudos
publicados indica que essa relagdo provavelmente existe mas, dada a complexidade
do processo de implantacdo, a sua determinacgéo e utilizagdo como forma de prever o
sucesso da mesma nao é exequivel. Ainda assim, a monitorizagdo da espessura do
endométrio continua a ser Gtil porque, apesar de a detecdo de uma espessura dentro
dos parametros normais ndo ser indicativa de sucesso, permite identificar as situacdes
em que este est4 comprometido devido a sua reduzida ou excessiva espessura *%°!.

A monitorizacdo do padrdo ecografico do endométrio é outro dos métodos
utilizados para determinar a recetividade e baseia-se nas altera¢des de textura que
este apresenta durante o ciclo. Durante a fase proliferativa o0 endométrio apresenta
trés linhas hiperecogénicas definindo, respetivamente, a cavidade uterina e as duas
juncbes entre 0 miométrio e o endométrio. A identificacdo desta estrutura trilaminar,
tem sido descrita por alguns autores, como um bom indicativo para o sucesso da
implantacdo mas, mais uma vez, ha opinides contraditérias. Tal como no caso da
avaliacdo da espessura, a utilidade da monitorizacdo da textura endometrial é limitada
pelo facto de a ndo observacdo das linhas hiperecogénicas ser um forte indicador de
insucesso, uma vez que a sua identificacdo ndo é suficiente para concluir que a
implantacéo ira ser bem-sucedida !,

A avaliagdo da perfusdo do endométrio com recurso a doppler também tem
tentado determinar a influéncia deste fator no sucesso da implantagéo e ainda que um
estudo prospetivo tenha dado indicacbes no sentido de ser um fator indicativo da
recetividade do endométrio, outros estudos acabaram por ndo confirmar esta

correlacao 2%,

Analise da funcdo secretoria

Este método permite avaliar a funcéo secretéria do endométrio, tendo por base
a analise bioquimica serolégica ou das secrecées .

A analise seroldgica foi avaliada em alguns estudos, que sugeriram uma
potencial utilidade da medi¢éo de valores de determinadas proteinas (Ex: PP14) como
método ndo-invasivo de avaliacdo da adequacéao da fase lutea. Essa utilidade acabou
por vir a ser posta em causa mais tarde por outros estudos, que concluiram que este

método n&o é capaz de fornecer uma indicac&o fidvel sobre a funcdo endometrial °),

12



A analise das secrecdes uterinas é outro método nao-invasivo de avaliar a
fungéo secretoria e pode ser efetuado recorrendo a vérias técnicas, nomeadamente,
“‘microdidlise intrauterina”, “flushings uterinos” ou aspiracdo das secreg¢des
endometriais. A “microdiadlise intrauterina” € um procedimento que permite analisar as
citocinas e os fatores de crescimento endometriais, contudo, € um procedimento muito
moroso e, por isso, ndo tem utilidade na pratica clinica. Os “flushings uterinos” e a
aspiracdo das secre¢fes tém alguma utilidade, no entanto, e tal como muitos outros
métodos, a sua capacidade para prever a recetividade do endométrio € bastante

limitada e, por isso, a sua utilizac&o na pratica clinica é reduzida .,

Andlise de bibpsias endometriais

Este método continua a ser o mais utilizado na avaliagdo endometrial mas
apresenta algumas limita¢cdes. Por ser uma técnica invasiva, a obtencdo de amostras
ndo deve ser realizada durante o ciclo em que se pretende efetuar a transferéncia,
mas sim num dos ciclos prévios e, este facto torna a técnica muito dependente da
reprodutibilidade dos ciclos menstruais da paciente. Além disso, estd descrita uma
grande variabilidade intra-observador. Estas limitagdes diminuem muito a capacidade
preditiva deste método levando mesmo alguns autores a sugerir uma reavaliacao da
sua utilidade ¥,

Nenhum dos métodos disponiveis permite prever com elevada fiabilidade o
sucesso do processo de implantacdo pelo que € necessario efetuar novos estudos
para desenvolver e validar marcadores fidedignos que possam ser utilizados na pratica

clinica quotidiana ..

BIOMARCADORES DE RECETIVIDADE ENDOMETRIAL

Por ser considerada uma componente essencial do processo reprodutivo, um
conhecimento mais profundo da recetividade endometrial poderd melhorar

significativamente os tratamentos de infertilidade feminina ™.

Sabe-se que os
protocolos de estimulagdo ovéarica tém um efeito marcado na diferenciacédo
endometrial e que o endométrio durante os ciclos de FIV est4d longe de ser

considerado normal [F%31

, pelo menos em parte, devido aos elevados niveis de
progesterona e, prematuramente, aos altos niveis de hCG 4. Adicionalmente, a
transferéncia do embrido nos ciclos de FIV podera ocorrer, muitas vezes, num estadio
mais precoce do que aquele em que um embrido “in vivo” atingiria o lumen uterino. Isto

origina a possibilidade de assincronia entre o desenvolvimento endometrial e o

13



embrido. No entanto, a determinacdo da recetividade do endométrio tem-se revelado
mais dificil de avaliar, relativamente ao embrido, j& que a sua investigacdo depende
fundamentalmente da experimentagdo animal, cujos resultados, nem sempre sdo

(1318~ Ainda assim, muitos dos avancos na

transponiveis para a espécie humana
investigacdo apoiam a existéncia de biomarcadores que ajudam a compreender

melhor a relagéo temporal e espacial durante a implantagdo embrionéria.

Marcadores morfoloégicos de recetividade endometrial

Noyes et al. (1950), através da analise das caracteristicas histolégicas de
bi6psias endometriais realizadas durante ciclos espontaneos, instituiram os critérios
histolégicos de datacao endometrial, que foram aceites como padréo na avaliacdo da
recetividade endometrial **, Embora esses critérios classicos ainda sejam utilizados
para a andlise cronologica das alteragcbes endometriais, tém sido identificadas
deficiéncias. A datacdo € mais especifica na fase litea inicial e na tardia, mas n&o no
periodo da "janela de implantacdo”, com demonstracdo de poucos parametros
histologicos e grande variabilidade intra e inter-observadores, principalmente nas
mulheres inférteis nessa fase do ciclo 9%,

A microscopia eletrénica permitiu a avaliacdo de projecdes da membrana das
células epiteliais endometriais denominadas “pindpodes”, estruturas dependentes da
progesterona e cujo aparecimento coincide com o inicio da fase recetiva do
endométrio *Y. Durante algum tempo pensou-se que teriam um papel importante na
recetividade endometrial ja que, estudos in vitro, demonstraram que a adesao do
blastocisto ocorria preferencialmente nas células endometriais que exibiam pinépodes
(1115 No entanto, estudos mais recentes vieram demonstrar que estas estruturas est&o
presentes durante a totalidade da fase litea e que, por isso, 0 seu papel como

biomarcadores de recetividade endometrial é considerado controverso .

Marcadores moleculares de recetividade endometrial

CAM

A familia de moléculas de adeséo celular é composta por quatro membros: as

integrinas, as caderinas, as seletinas e as imunoglobulinas ™.

As integrinas sao glicoproteinas transmembranares, cuja expressdo no
endométrio foi descrita pela primeira vez em 1992 e, a partir dai, tém sido

[19]

intensivamente  estudadas S&do formadas pela associagdo de duas

subunidade a e B através de uma ligagdo nao covalente M*°. As integrinas participam
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na adesdo célula-matriz extracelular e adesdo célula-a-célula em muitos processos
fisiologicos, incluindo o desenvolvimento embrionario, hemostase, trombose,
cicatrizacdo de feridas, mecanismos de defesas imunes e n&o imunes e transformacao
oncogénica ¥, Uma grande variedade de integrinas tem sido identificada no epitélio
endometrial glandular e luminal, a maioria delas sao expressas durante a totalidade do
ciclo menstrual, no entanto, outras apresentam um padrdo de expressao limitado no
ciclo. Foi descrito um aumento no endométrio das integrinas a1 1, a4 1 e aVB3 na
fase lutea média (20°-24° dia do ciclo menstrual), sendo que, apenas a subunidade 33

1319 Além

mostrou um aumento na sua expressdo depois do 19° dia e ndo antes !
disso, a integrina aVB3 tendo sido detetada por estudos imunohistoquimicos na
superficie epitelial do endométrio luminal que interage primeiramente com o
trofoblasto, tendo sido proposta como um potencial recetor da adesdo embrionaria. O
padrdo de expressdo das integrinas durante o ciclo é sugestivo de uma regulagéo
hormonal em que altos niveis de estrogénio durante a fase proliferativa inibem a
expressao das integrinas, enquanto que o aumento de progesterona na fase ldtea
aumenta a sua expressdo "*'1. A expressdo anormal da integrina aVB3 tem sido
associada a situacdes de infertilidade inexplicavel, endometriose, deficiéncia da fase

1316 - Estudos

luitea e, mais recentemente, a sindrome do ovario poliquistico
demonstram que os niveis de integrina aVB3 no 21° dia do ciclo podem predizer a taxa
de sucesso da FIV ja que, niveis normais estdo associados ao dobro da taxa de
gravidez, quando comparados com baixos niveis. Considerando a literatura, a
integrina aVB3 representa um biomarcador promissor no processo de implantacéo

humana #3161,

As caderinas constituem um grupo de glicoproteinas responsaveis pelo
mecanismo de adesdo célula-a-célula calcio-dependente. Estdo divididas em
subclasses: E, P e N-caderinas, distintas na sua especificidade imunoldgica e
distribuicdo tecidual. Em relagdo a implantacdo, a subunidade E-caderina € a mais
estudada; localizada na membrana celular plasmatica, € importante para a adesao

13181 Estudos sobre a implantagdo embrionaria em ratos tém

entre as células epiteliais !
mostrado que mutagdes genéticas da E-caderina originam defeitos na pré-implantacéo
(31O papel desta proteina na implantacdo humana ndo é bem conhecido, contudo os
seus niveis tém-se mostrado aumentados na fase litea, embora ndo tenham sido
evidenciadas variacdes no ciclo menstrual por estudos imunohistoquimicos. Estudos in
vitro mostraram um aumento transitério do célcio intracelular desencadeado pela

calcitonina, suprimindo a expressao da E-caderina nos locais de contato celular. A
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progesterona induz a expressdo da calcitonina no epitélio endometrial na fase
secretora média do ciclo menstrual, provavelmente regulando a expressdo da E-
caderina. E possivel que a E-caderina tenha uma dupla funcéo: na fase inicial, &
necesséria para a adesao celular e, na altura da implantacéo, diminui para possibilitar
a invaséo do blastocisto 32,

As selectinas séo glicoproteinas e incluem a P-selectina, L-selectina e E-
selectina. O sistema de adesdo das selectinas esta bem estabelecido na interface
materno-fetal. A L-selectina tem sido encontrada no lado do embrido e, no lado
materno, a expressao dos ligandos da selectina, como MECA-79 ou HECA-452, est4
aumentada durante a "janela de implantacéo” **. Adicionalmente, a imunorreatividade
do ligando da L-selectina MECA-79 parece ser mais forte no epitélio endometrial

r ¥ A importancia fisiolégica da interacdo entre a L-

luminal que no epitélio glandula
selectina e os seus ligandos oligossacéaridos foi investigada no endométrio e nas
células trofoblasticas, sugerindo que este processo possa constituir 0 passo inicial da
implantacdo do blastocisto . No entanto, apesar dos avanc¢os na investigacao, pouco
se sabe sobre o envolvimento das selectinas na implantacdo embrionaria, sugerindo
que a sua participacdo ocorra nos estagios iniciais, sinalizando o melhor local da

implantac&o do blastocisto na parede uterina 3.

Entre os componentes da familia CAM, as imunoglobulinas sdo as mais
extensas. A ICAM-1 ou CD54 é uma glicoproteina transmembranar que pertence a
superfamilia das imunoglobulinas e é expressa na superficie de varios tipos celulares,

7

como os fibroblastos, leucécitos, células endoteliais e epiteliais. Esta molécula é
regulada pelas citocinas inflamatodrias e ndo inflamatérias. A interacdo da ICAM-1 é
essencial para a migracdo transendotelial de leucOcitos e para vérias funcdes
imunolégicas 42 Esta estabelecido gue o endométrio, sob condi¢des normais, contém
uma larga populagéo de leucdcitos, incluindo macréfagos, linfécitos T e granulécitos,
gue tem importancia em muitos mecanismos fisiolégicos como a decidualizacao,

menstruacdo ¥ e parto 4

, € que esta populacao de leucécitos expressa ICAM-1 no
endométrio. Adicionalmente foi demonstrado que, tanto nas células epiteliais como no
estroma, ha uma forte expressdo da ICAM-1, sugerindo que esta proteina possa ter
um papel na fisiopatologia do endométrio [**!. Estudos sobre a expresséo da ICAM-1 e
RPL tém demonstrado que a ICAM-1 é expressa de forma idéntica nas células
endometriais na fase lutea de pacientes com e sem perdas de gestacées inexplicadas

(13481 Contudo, a libertagdo endometrial da SICAM-1 mostrou-se mais baixa nos
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doentes com RPL. Embora ainda ndo se tenha demonstrado que a ICAM-1 seja
indispenséavel nos estadios iniciais da interacdo do blastocisto com o endomeétrio,
suspeita-se que possa participar indiretamente nesse processo por interagir com o

sistema imunitario™”.,
Mucinas

As mucinas sdo glicoproteinas de alto peso molecular que podem ser
encontradas numa grande variedade de tecidos, incluindo as células epiteliais
endometriais ", No endométrio humano, apenas a MUC1 e, em menor extensio, a
MUCS6 tém sido encontradas ™. A superficie apical da maioria das células epiteliais
encontra-se revestida por um espesso glicocalice, composto essencialmente por
mucinas, que protegem a superficie celular de processos patoldgicos . No
endométrio, a MUCL1 estende-se para além do glicocélice e é, provavelmente, a
primeira molécula que o blastocisto encontra no seu trajeto **!. Pensa-se que a MUC-
1 exerca uma acado repelente sobre o blastocisto até que ele encontre o local

adequado para a implantagdo ****

. A distribuicdo e regulacdo da MUC-1 variam ao
longo do ciclo menstrual e entre as espécies. Em algumas espécies animais, como no
rato e no porco, o aumento dos niveis de progesterona na fase l(tea estd associado a
uma diminuicdo da expressdo da MUC-1, facilitando a interagdo entre o embrido e o
endométrio. Surpreendentemente, na espécie humana, descobriu-se que ha um
aumento de MUC-1 no periodo de pré-implantagéo, sugerindo que tem um papel
crucial em direcionar o embrido temporal e espacialmente para o local adequado e que
€ necessario um mecanismo local de remoc¢éo da barreira de MUC-1 para ocorrer a
implantacéo . Foi ainda demonstrado em estudos in vitro que, & superficie dos
pinbpodes uterinos onde ocorre a implantagdo embrionaria, ndo ha expresséo de
MUC-1, mantendo-se a restante barreira inalterada durante uma longa extenséo a
partir do local de implantacdo, sugerindo que fatores expressos a superficie do
blastocisto ou secretados por ele, desencadeiam a perda local de MUC-1 ™
Adicionalmente, tem-se verificado que, mulheres com RPL demonstram uma menor
expressao de MUC-1 na fase litea média, em comparacdo com mulheres férteis,
apoiando a hipétese de que o efeito repelente da MUC-1 possa ter importancia em

13171 No entanto, novos

direcionar o blastocisto para o melhor local de implantacéo !
estudos serdo necessarios para definir com maior precisdo o seu papel na
implantacdo embrionaria e a sua relevancia como biomarcador de recetividade

endometrial #3171,
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Citocinas

As citocinas constituem um grupo de proteinas que regulam uma grande
variedade de fungbes celulares, com a proliferacédo celular e sua diferenciacédo. Para
além de terem um papel importante na reparacéo do endométrio relacionada com os
ciclos menstruais, também estdo implicadas no processo reprodutivo, nomeadamente

na ovulacdo e implantacéo 3.
LIF

Trata-se de uma glicoproteina pertencente a familia das IL-6, que também
inclui a OSM, o CNTF e a CT-1 ™3, O LIF atua em diferentes células e tecidos através
da ligagdo ao seu recetor de membrana LIF-R, e a uma segunda molécula
transmembranar, a gp130. A expressdo do mRNA do LIF tem sido demonstrada em
bi6psias endometriais de mulheres férteis, durante o 18° e 28° dia do ciclo menstrual,

13,15

com um pico ao 20° dia ™!, Foi ainda demonstrado que a concentracdo de LIF em

e 11315

lavados uterinos € maxima durante essa fas 1. A associacéo de infertilidade com

alguns genotipos nos quais hd menor producdo ou baixa atividade de LIF também

reforcam o seu papel na implantacdo ™

A importancia do LIF na implantacdo
embrionaria humana tem sido também estabelecida com base em niveis anormais de
LIF em mulheres inférteis, especialmente em mulheres com RIF. Tem sido
demonstrado que em mulheres com infertilidade inexplicavel, a secre¢cdo de LIF
apenas aumenta ligeiramente da fase proliferativa para a fase secretora e em
mulheres com RIF, esse aumento é ainda menor; e 0 mesmo acontece quando se
analisam os lavados uterinos de mulheres inférteis . Um r-hLIF tem sido investigado
em ensaios clinicos e pré-clinicos no sentido de melhorar a recetividade endometrial
em mulheres com RIF, o que podera vir ajudar a esclarecer a sua importancia na

implantacéo 3.

Outros possiveis biomarcadores de recetividade endometrial

Calcitonina

A calcitonina é uma hormona secretada pelas células parafoliculares da tiroide,
importante para a homeostasia do calcio e que se encontra presente em varios

1 Estudos

tecidos, como figado, pulmdes, intestino, sistema nervoso central e Utero [
demonstraram que a expressdo de mRNA calcitonina aumenta durante a fase

secretora média do ciclo menstrual, com maxima expressao entre os dias 19 e 21,
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coincidindo com a janela de implantacdo. Adicionalmente foi demonstrado que a
expressado do gene da calcitonina no endométrio humano é induzida pela progesterona
e que ndo foi detetada imunorreatividade para o mRNA calcitonina durante a fase
proliferativa e ovulatéria, sugerindo que a sintese desta hormona esta aumentada

1 Foi também realizado um estudo em

apenas durante o periodo de implantag&o !
ratos que consistiu na administracdo de um antagonista da sintese de mMRNA
calcitonina, onde foi observado um decréscimo de 50-80% da taxa de implantagé&o.
Portanto, ha evidéncias de que a calcitonina possa ser um dos marcadores da
recetividade uterina, ainda que o mecanismo pelo qual ela promove as interacdes

materno-embrionarias ainda n&o seja totalmente conhecido ™.

Genes HOX

Os genes HOX séo fatores de transcricdo nuclear que tém sido apontados
como sendo importantes para o processo de implantacéo ', Os genes HOXA-10 e
HOXA-11 sdo expressos nas glandulas endometriais e estroma e acredita-se que
possam regular o crescimento e desenvolvimento do endométrio humano. A sua
expressao varia em resposta as hormonas esteroides durante o ciclo menstrual, com
um aumento significativo na fase secretora média, coincidindo com a janela de

implantagdo ™,

Estudos realizados em ratos tém demonstrado que mutantes
homozigoticos para qualquer um dos genes HOXA-10 e HOXA-11 sao inférteis devido
a causas endometriais e que a resposta das células estromais a progesterona fica
comprometida se houver deficiéncia do gene HOXA-10 ®Y. Estudos realizados em
mulheres com endometriose demonstraram que a expressdo dos genes HOX se
encontra alterada no endométrio e que o aumento insuficiente dos niveis de mRNA de
HOXA-10 e HOXA-11 durante a janela de implantacdo pode ser um dos mecanismos
responsaveis pela infertilidade. Todas estas observagfes sugerem que a expressao de
cada um destes genes € necessaria para uma recetividade adequada e que uma
terapéutica que envolva a manipulagdo dos genes HOX pode vir a melhorar a

recetividade endometrial e implantacdo .
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AVANCOS RECENTES NA COMPREENSAO DE NOVOS MARCADORES DE
RECETIVIDADE ENDOMETRIAL

Com a sequenciagdo do genoma humano tém-se desenvolvido novas
tecnologias que estdo a revolucionar a biomedicina e o diagnéstico médico. Nesta
linha, as chamadas ciéncias “Omicas” tém ocasionado uma mudanca na perspetiva de
andlise ao realizar um estudo conjunto das moléculas **. De maneira que o sufixo
“‘oma” significa “conjunto de* e a adigdo deste sufixo a diferentes estudos em Biologia
constitui novas abordagens em que se estd a focar a ciéncia atualmente. A genémica
estuda o genoma, ou seja, todo o conjunto de ADN presente nas células; a
transcriptomica estuda o conjunto de genes expressos, 0 transcriptoma; a protedmica

estuda o conjunto de proteinas e a lipidémica estuda o conjunto de lipidos 3.

Estudos gendmicos e transcriptomicos

Antes da era gendmica, as investigagcdes estavam limitadas a determinar as
alteracdes moleculares subjacentes aos processos bioldgicos, estudando um gene de
cada vez. Com o desenvolvimento da tecnologia de microarray DNA, houve um
progresso crescente no conhecimento dos perfis de expressdo genética ¥, O
transcriptoma reflete os genes que séo ativamente expressos num determinado tempo
e num determinado tecido %,

A transcriptomica tem sido utilizada na medicina reprodutiva para o estudo do

| [22-:26

endométrio e avaliagdo da recetividade endometria I e tem sido investigada em

22 inicialmente foram estudados perfis genémicos em

muitas perspetivas diferentes |
diferentes fases do ciclo menstrual e, mais especificamente, durante a decidualizacao;
depois, o transcriptoma endometrial em pacientes com falha recorrente de implantagcéo
foi analisado e comparado com o de mulheres férteis; foram ainda comparadas
mulheres saudaveis com mulheres com patologia endometrial, como cancro
endometrial e endometriose; finalmente foram estudadas as modificagbes no padrao
de expressdo de genes durante ciclos de substituicdo hormonal e ciclos de

estimulagio ovérica controlada %!

. Estes estudos tém demonstrado que existem
diferentes padrdes de expressdo de genes consoante a fase do ciclo menstrual e
conduziram a definicdo de assinatura gendmica da recetividade endometrial humana,
gue pode ser usada como uma estratégia para superar os problemas de subjetividade
causados pelas variacfes inter e intraciclicas na datacdo da recetividade endometrial
pelos critérios de Noyes 2227,

Com base na tecnologia de microarray €, atualmente, possivel classificar um

endométrio como recetivo ou néo, em fungéo do seu perfil de expresséao de genes 2%,
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Um importante avanco foi conseguido, recentemente, com o desenvolvimento do ERA,
uma matriz personalizada baseada na assinatura transcriptomica da recetividade
endometrial humana. Essa matriz é constituida por 238 genes regulados de forma
diferente consoante a fase endometrial e 134 dos genes representam uma assinatura

21 Trata-se de uma

transcriptomica especifica do periodo recetivo do endométrio
ferramenta promissora na avaliacdo da recetividade endometrial, com uma
sensibilidade de 0.99758 e especificidade de 0.8857 %! e cuja precisao,
reprodutibilidade e consisténcia foram testadas num ensaio clinico prospetivo
comparativo, onde foi demonstrado ter maior precisdo que a datacao histolégica, maior
reprodutibilidade na datacdo endometrial e na avaliagdo da recetividade endometrial
[28].

A aplicacdo clinica do teste ERA tem sido testada num ensaio clinico
multicéntrico, prospetivo e intervencionista em que um grupo de pacientes com RIF e
um grupo controlo foram submetidos ao diagndstico da recetividade endometrial
através de biépsias obtidas no dia LH+7 num ciclo natural ou no dia P+5 num ciclo de
tratamento de substituicdo hormonal ., A contribuicdo mais importante do teste ERA
foi o diagnoéstico objetivo da janela de implantagdo, levando assim a criagdo do
conceito de pET B4 O teste informa se o endométrio esta recetivo ou ndo, se estiver
recetivo faz-se a transferéncia de embrido, caso contrario, um segundo teste ERA
devera ser feito para confirmar a janela de implantagdo que pode ter sido deslocada
por fatores gendomicos intrinsecos a cada doente, como foi verificado no estudo
mencionado. A aplicagdo da transferéncia personalizada de embrides baseada no
teste ERA em doentes com RIF demonstrou um aumento na taxa de implantacdo e
taxa de gravidez para valores semelhantes aos pacientes do grupo controlo 222954,

Embora os ensaios clinicos com o teste ERA tenham incidido em pacientes
com RIF, estdo em vista novos ensaios em pacientes com endometriose e
hidrossalpinge. Adicionalmente, ja estda em curso um ensaio clinico randomizado e
prospetivo para avaliar a eficdcia do teste ERA no tratamento de infertilidade, ao
orientar a transferéncia personalizada de embrides em pacientes submetidos a

procriacdo medicamente assistida %,

Estudos proteémicos

A tecnologia de microarray € provavelmente a técnica aplicada em maior
extensao na area da reproducdo humana. Contudo, estd associada a obstaculos
praticos relacionados com a sua natureza invasiva, ja que depende da realizacdo de
biopsia endometrial, o que dificulta o seu uso como meio de diagndstico para

avaliacéo da recetividade endometrial em tempo real 4.
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Como alternativa, o fluido uterino, tem sido considerado, ha ja algum tempo,
uma fonte de informacdo molecular que reflete a fisiologia endometrial B4, O
endométrio humano passa por duas fases bem definidas em cada ciclo: a proliferativa
e a secretora, que exibem achados morfolégicos e fisioldgicos distintos. E durante a
fase secretora média que ocorre a janela de implantacdo e, por conseguinte, as
secrecdes endometriais libertadas no limen uterino interagem diretamente com o
blastocisto. O fluido uterino € um histotrofo rico em proteinas que contém, entre outros
componentes, secrecdes das glandulas endometriais e produtos de degradacdo das
proteinas secretadas e do glicocdlice, representando um microambiente para a fase
final do desenvolvimento do blastocisto e implantacdo. Uma vez que muitas das
moléculas endometriais com importancia na implantacdo séo produzidas e secretadas
pelas glandulas P¥ acredita-se que a anélise proteémica do fluido uterino pode

fornecer biomarcadores da recetividade endometrial 2

. A protedbmica comecou por
definir a composicgéo proteica global do fluido uterino na fase secretora e examinou as
diferencas entre as fases proliferativa e secretora inicial e proliferativa e secretora
média e as diferencas entre as fases secretoras, em mulheres férteis e inférteis.

Alguns autores tém defendido que a protedmica fornece uma informagéo
fisiolégica mais relevante do que a genomica ja que alteracdes na expressao de genes
podem n&o refletir, necessariamente, alteracdes nas proteinas codificadas %32,

Ainda qua a grande maioria das proteinas presentes no fluido uterino tenha
origem sérica, existe um grande numero de proteinas originadas no endométrio que
podem ser alvo de estudo. A analise do fluido endometrial de mulheres saudaveis, na
fase secretora, recorrendo a trés métodos diferentes, permitiu identificar um enorme
namero de proteinas, das quais, cinquenta e seis eram comuns a todas as amostras
estudadas. Varios estudos tém demonstrado uma variabilidade intra e interpessoal da
composicao proteica do fluido endometrial ao longo do ciclo de mulheres saudaveis.
Um estudo que comparou o contetdo do fluido endometrial entre a fase secretora
média (dias 19-23) e a fase proliferativa média de mulheres férteis identificou sete
proteinas que sdo mais abundantes na fase secretora média. Um outro estudo
comparou a composicdo proteica do fluido endometrial entre mulheres férteis e
inférteis e detetou alteragcdes nas concentragfes de dezoito proteinas, sendo que, seis
delas eram menos abundantes nas mulheres inférteis e doze eram mais abundantes
[20].

Estes dados suportam a ideia de qua a protedémica pode fornecer, no futuro,
um método ndo-invasivo e fiavel de avaliar a recetividade uterina. E necessario, no
entanto, realizar mais estudos, de forma a conseguir compreender o papel das
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proteinas na determinacdo da recetividade endometrial, tendo como objetivo final a
definicho de um perfil proteico especifico do endométrio recetivo para os ciclos

normais e sujeitos a estimulagéo .

Estudos lipidémicos

Tal como o nome indica, tém por base a determinacdo qualitativa e quantitativa
das moléculas lipidicas isoladas a partir de tecidos, células ou fluidos biolégicos. Neste
caso especifico, visa aplicar estas técnicas na identificacdo de moléculas lipidicas que
possam ser usadas com facilidade e fiabilidade como biomarcadores, na previsdo do
sucesso da implantagéo do embrido no endométrio, na fertilizacdo assistida 3+,

A determinagdo do perfil lipidébmico do fluido endometrial, obtido num ciclo
menstrual normal, revelou a presenca de nove moléculas lipidicas distintas, das quais
se destacam as prostaglandinas PGF1a, PGE, e PGE,a. Destas, a PGE; e a PGEa
apresentam valores significativamente superiores durante a “janela de implantagao”,
relativamente as restantes fases do ciclo menstrual. Para além disso, constatou-se
que este facto é valido, ndo s6 para ciclos normais, mas também em situacdes de
doacéo de 6vulos e de fertilizag&o in vitro B+%,

A importancia das prostaglandinas no processo da implantacdo embrionaria é
conhecida e estd demonstrada quer em modelos animais, quer em humanos e sabe-
se também que, deficiéncias na sua sintese ao nivel do endométrio estdo diretamente
relacionadas com repetidos insucessos de implantacdo em situacdes de fertilizacdo in
vitro. Estudos recentes demonstraram que as sintetases das prostaglandinas,
necessarias para a sintese de PGE, e PGE,a, estdo localizadas no epitélio
endometrial e sdo reguladas hormonalmente durante a “janela de implantagao” por
recetores localizados no embrido. Além disso, a inibicdo das PGE, e PGE,a ou dos
recetores resulta na diminuicdo da adesdo embrionaria que pode ser revertida pela
reposicdo das moléculas ou pelo uso de agonistas dos recetores. Por fim, ficou
também demonstrado que é possivel quantificar e datar as alteracbes que as
concentracdes de PGE, e PGE,a sofrem durante os ciclos 343,

Tendo em conta estes dados, estas novas técnicas lipidomicas vieram
demonstrar que o perfil das prostaglandinas PGE, e PGE,a pode ser usado para
detetar com preciséo a “janela de implantagcdo”, com a vantagem de isso poder ser

feito no préprio ciclo em que o embrido vai ser implantado e de forma nao-invasiva
[34,35]
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mMiRNA

Recentemente, o0 miRNA tem sido apontado como um novo grupo de moléculas
reguladoras com um papel importante no processo de implantacdo e desenvolvimento
embrionario, tendo sido referido, inclusivamente, como um potencial marcador de
recetividade endometrial %,

Sabe-se, atualmente, que a regulacdo de numerosos processos fisiologicos
depende ndo sé dos mecanismos de transcricdo classicos, mas também de outros
fenémenos reguladores como 0s mecanismos epigenéticos, incluindo miRNAs 81,

Os miRNAs sao pequenos fragmentos de RNA, constituidos por cerca de 18-25
nucleotideos que ndo codificam proteinas, mas que atuam como reguladores poés-
transcricionais de muitos genes-alvo, sendo capazes de regular varios genes ao
mesmo tempo e podendo, cada gene, ser regulado por diferentes miRNAs 4853,

O miRNA intervém em varios processos biolégicos basicos como diferenciacao
celular, proliferacdo e apoptose, que por sua vez, estdo envolvidos na embriogénese,
implantacéo e desenvolvimento embrionario & 5%,

Varios miRNAs ja foram identificados em diferentes 6rgaos do trato reprodutor
feminino e a sua expresséo relaciona-se com o seu funcionamento normal. Da mesma
forma, a expressdo anémala de algum miRNA esta associada ao desenvolvimento de
patologias distintas, como alteracdo da recetividade endometrial, hemorragia uterina
anémala, endometriose, entre outras 8%,

Neste contexto, a investigagcdo do miRNA como elemento que pode modificar a
funcdo dos genes no trato reprodutor tem-se revelado um método promissor na
compreensdo da implantagdo, quer em condi¢Bes fisioldégicas, quer em condigBes
fisiopatoldgicas. Além disso, por serem estaveis e detetaveis na corrente sanguinea ou
noutros fluidos bioldgicos, possibilitam o seu uso como biomarcadores de patologias
especificas 1*® 2.

Véarios estudos em ratos tém demonstrado que os MIRNA intervém na
recetividade endometrial e implantacdo embrionaria através da regulacdo da
expresséo de genes 3. Em humanos, alguns miRNA diferentes tém sido isolados, nos
dltimos anos, na fase secretora média do endométrio, enquanto que outros tém
demonstrado uma sub-expressdo na fase proliferativa, sugerindo que o mMIRNA,
provavelmente regula os genes envolvidos na implantagdo embrionaria, apesar do seu

mecanismo exato ainda ndo estar totalmente esclarecido 1Y,
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CONCLUSAO

O endométrio humano é um tecido complexo e dinAmico que sofre alteracdes
fisioldgicas ciclicas. O embrido € incapaz de aderir ao endométrio durante a maior
parte do ciclo menstrual em humanos, exceto durante um breve periodo regulado por
hormonas esteroides e fatores genéticos, em que o tecido endometrial adquire um
estado funcional e transitorio que permite a adesdo do blastocisto.

Durante mais de 60 anos, a avaliacdo histolégica do endométrio foi
considerada padrdo na avaliacdo das alteracdes endometriais. No entanto, a sua
especificidade e relevancia funcional como preditiva da recetividade endometrial tem
sido questionada em varios estudos.

Os pindpodes -projecdes ectoplasméticas a superficie das células epiteliais
endometriais- chegaram a ser considerados bons marcadores morfolégicos da
recetividade endometrial. Contudo, tem sido demonstrado que permanecem presentes
para além do periodo recetivo ndo devendo, por isso, ser usados como marcadores.

Os biomarcadores moleculares revelaram-se alternativas promissoras aos
classicos critérios de Noyes. Entre eles, as integrinas, mucinas, calcitonina, ciclo-
oxigenase 2 e homeobox A10, sdo os exemplos mais notaveis. No entanto, dada a
variabilidade consideravel no seu padrdo de expressdo mesmo em mulheres férteis,
nenhum deles tem tido traduc@o na pratica clinica como biomarcador de recetividade
endometrial.

O desenvolvimento nas tecnologias de microarray tem permitido investigar a
transcriptomica do endométrio humano em diferentes fases do ciclo menstrual,
incluindo o periodo recetivo, e classificar o estado molecular do endométrio de acordo
com a sua assinatura transcriptomica, independentemente dos critérios histoldgicos.

A evolugao das tecnologias “6micas” tem aberto caminho para a identificagéo
de potenciais marcadores de recetividade endometrial, apesar de a sua validagdo
continuar a ser uma preocupacao relevante.

Ha evidéncias de que o miRNA endometrial atue como regulador da expresséao
de genes envolvidos no processo de implantacdo e desenvolvimento embrionario,
sendo importante, no futuro, esclarecer essas possiveis alteragcdes na expressao de
miRNA e, consequentemente, no controlo da expressdo genética, no sentido de
encontrar o melhor momento de recetividade endometrial.

Pode concluir-se que a implantacdo embrionaria humana é ainda um processo
com muitos fatores e interagbes desconhecidas e que a investigacdo futura deve
insistir no seu esclarecimento e na integracdo de dados de estudos gendmicos,

proteémicos, lipidémicos e do miRNA para a determinacdo de biomarcadores com
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significado clinico. O maior e melhor conhecimento sobre a recetividade endometrial,
permitira detetar porque falha a implantac@o, possibilitando o desenvolvimento de

tratamentos de infertilidade mais direcionados e individualizados no futuro.
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