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Resumo

A implantacdo embrionéria inclui uma sequéncia de eventos complexos, com a participacdo
de muitas moléculas mediadoras da interacdo entre o embrido e o endométrio materno. O
presente estudo avaliou a expressdo de a-inibina e betaglicano na fase secretora do
endométrio de mulheres em propedéutica de infertilidade submetidas a fertilizagdo in vitro
(FIV), e arelacdo desses marcadores com a taxa de implantagcdo embrionaria. O estudo caso-
controle incluiu 52 mulheres submetidas a FIV com transferéncia embrionéria, divididas em
dois grupos: casos com falha de implantacdo (n=33) e controles com gestacdo clinica
confirmada (n=19). A expressdo génica endometrial de a-inibina e betaglicano foi avaliada
na fase secretora do ciclo menstrual anterior a FIV por PCR em tempo real, através do
protocolo do Power SYBR® Green Master Mix. Os resultados indicaram um aumento
significativo da expressdo génica de a-inibina e betaglicano no endométrio das mulheres
com falha de implantacdo. As areas sob as curvas ROC para predizer falha de implantacao
foram, respectivamente, 0,692 e 0,678 para a-inibina e betaglicano. Os resultados do
presente estudo sugerem que a expressdo aumentada de mRNA de a-inibina e betaglicano
na fase secretora do endométrio pode estar associada a ocorréncia de falha de implantacéo

em mulheres submetidas a FIV.

Palavras-chave e termos: a inibina, betaglicano, FIV, implantacdo embrionéaria
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Abstract

Embryo implantation involves a complex sequence of events, and a large amount of molecules
have been postulated to be involved in the interaction of embryo and endometrium. This study
evaluated the endometrial expression of a-inhibin and betaglycan in the mid-secretory phase
of women scheduled to IVF and tested whether these markers are associated with implantation
failure. We conducted a nested case-control study including 52 women submitted to in vitro
fertilization (IVF) and embryo transfer, divided into two groups: cases with implantation
failure (n=33) and controls with confirmed clinical pregnancy (n=19). Endometrial a-inhibin
and betaglycan gene expression was evaluated in the mid-secretory phase of the natural
menstrual cycle immediately before IVF, using real time PCR. We found a higher gene
expression of a-inhibin and betaglycan in implantation failure patients compared to confirmed
clinical pregnancy patients. The areas under receiver operating characteristics curves for
prediction of implantation failure in this context were, respectively, 0.692 and 0.678 for a-
inhibin and betaglycan. The present results suggest that high expression levels of a-inhibin
and betaglycan transcripts in secretory phase endometrium may associated to a implantation

failure in IVF treatment.

Keywords: a-inhibin, betaglycan, embryo implantation, IVF
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1. INTRODUCAO

Em reproducdo humana, a implantagdo embrionéria depende da qualidade do blastocisto, de um
endomeétrio receptivo e da sincronizacdo de ambos (SINGH et al., 2011). A implantacdo do
embrido é um desafio para a reproducéo assistida e sua falha é considerada a principal causa de
infertilidade em mulheres saudéaveis (BULLETTI et al., 1996)). A implantacdo embrionéaria
envolve uma sequéncia complexa de acontecimentos e acredita-se que muitas moléculas estejam
envolvidas na interacdo do embrido com o endométrio (ACHACHE e REVEL, 2006).

1.1 O endométrio

O endométrio humano é um tecido dindmico que sofre variacdes ciclicas a cada periodo menstrual
sob 0 comando de esteroides sexuais ovarianos, com a eliminagédo de toda a camada funcional e
posterior regeneracdo a partir da sua camada basal. E influenciado por variacdo hormonal,

proliferacdo celular, diferenciacdo e apoptose (APLIN et al., 2008).

A mucosa endometrial € composta por células epiteliais cilindricas simples, glandulas tubulares
simples, vasos sanguineos e estroma. O estroma compreende o tecido de sustentacdo das glandulas
endometriais, sendo constituido por fibroblastos, alguns macréfagos e linfécitos T e poucos
linfocitos B (KELLY et al., 2001).

A fase proliferativa do ciclo menstrual € influenciada pelo estrogénio com réapida proliferacdo
celular. Apés a ovulacao, sob influéncia da progesterona produzida pelo corpo liteo, 0 endométrio
passa por uma diferenciacdo funcional para favorecer a implantacdo embrionaria, quando as
glandulas acumulam glicogénio e glicoproteinas, se expandem sobre a superficie endometrial,
tornando-se tortuosas, ocorre edema do estroma com aumento do citoplasma e enovelamento das
arteriolas espiraladas e inicia-se a secrecao de proteinas especificas como prolactina, Insulin-like
growth factor-binding protein 1 (IGFBP1), e fator tecidual (HENRIET et al., 2012).




1.2 Receptividade endometrial

Um endométrio receptivo é aquele que esta apto para a implantacdo embrionéria, 0 que permite a
ocorréncia de gravidez (LESSEY, 2011). O momento ideal para que isso ocorra é conhecido
como janela de implantacdo, periodo da fase lutea média que vai do 20° ao 24° dia do ciclo e
consiste em mudangas morfoldgicas e funcionais promovidas pelos esteroides ovarianos
(ACHACHE e REVEL, 2006). A receptividade endometrial consiste na aquisi¢cdo de moléculas
de adesdo e perda de componentes inibitorios que poderiam impedir a implantacdo embrionéria
(APLIN, 2000; ACHACHE e REVEL, 2006).

A decidualizacdo é um processo p6s ovulatério de remodelagdo endometrial essencial para a
preparacdo do endomeétrio para a implantacdo embrionaria. Envolve transformacéo nas glandulas
uterinas, remodelacdo vascular e da matriz extracelular e estimulo a producdo de citocinas e
migracdo de células imunes para o endomeétrio, principalmente mondcitos e células natural killer
(STROWITZKI et al., 2006; GELLERSEN et al., 2007; SALAMONSEN et al., 2009). Esse
processo se inicia a partir do 22° dia do ciclo menstrual e continua durante a gravidez,
transformando o endométrio em decidua(SALAMONSEN et al., 2009).

Vérias moléculas estdo envolvidas em uma cascata de sinalizagdo para melhorar a receptividade

endometrial e favorecer a implantagéo e gravidez (SINGH et al., 2011).

1.3 Ativinas e Inibinas

As Ativinas e Inibinas pertencem & superfamilia dos fatores transformadores do crescimento 3
(“transforming growth factor beta” - TGF-B), ¢ estao envolvidas no controle da proliferacdo e
diferenciacdo celular, apoptose, metabolismo, homeostase, resposta imune e funcdo enddcrina
(TSUCHIDA et al., 2009).
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As ativinas formam dimeros compostos por duas subunidades  da inibina, BA/BA (ativina A),
BB/BB (ativina B), BA/ BB (ativina AB). As inibinas sdo proteinas heterodiméricas compostas por
uma subunidade a ligada a uma subunidade B por ponte de bissulfito: afA (inibina A) e afB

inibina B (Figura 1) (CHEN et al., 2006; TSUCHIDA et al., 2009).

Inibina A Inibina B
[ ¢ o
——— BA — BB
Ativina A AtivinaAB AtivinaB

—
r— e —— Be

Figura 1: Constitui¢do das inibinas e ativinas a partir da ligacdo das subunidades o e 3.

1.3.1 Ativinas

A ativina foi originalmente isolada no ovério e identificada como proteina gonadal por sua acao
regulatdria na sintese e secrecao do hormonio foliculo estimulante hipofisario. Posteriormente foi
detectada em muitos outros 6rgdos e tecidos, e ndo somente no trato reprodutivo, como placenta,
hipofise, adrenais, figado, tireoide, cérebro e medula 6ssea (Figura 2) (LUISI et al., 2001;
MAKANJI et al., 2014).

EIXO HIPOTALAMO-HIPOFISE-OVARIO

. @) ovimio

ay =
ATIVIMN A

DESENVOLVIMENTD GOMADAL

HEMATDPDIESE’ -— [MIBINA ——

/ \ MASSA OSSEA

TESTICULD

f‘q-'f._“
DESENVOLVIMENTO DESENVOLVIMENTO
DA RETIMA ADREMNAL

Figura 2: Ativinas e inibinas nos tecidos gonadais e extra-gonadais (Adaptado de Makanji et al., 2014)

As subunidades da ativina sdo expressadas na superficie glandular e epitelial do endométrio de

mulheres ndo gravidas, estando a ativina A presente tambem no fluido uterino e sangramento
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menstrual de mulheres na menacme. Sua expressao aumenta consideravelmente na fase secretora
e se mantem constante até o final do ciclo, estando sua avalia¢do no fluido uterino, associada a
espessura endometrial (REFAAT, 2014).

A sinalizacdo da ativina ao seu alvo ocorre por interacdo com 2 receptores transmembranas
serina/treonina quinases, se ligando primeiro ao receptor tipo Il (ActRIl ou Act RIIB), permitindo
recrutamento, fosforilacdo e subsequente ativacdo do receptor tipo | (ActRIB ou ALK4), que
participa do sinal de transducdo fosforilando as proteinas sinalizadoras Smad2 e Smad3, que se
dissociam e formam complexos heterométricos com Smad 4, que translocam até o nucleo e, em
conjunto com outros co-fatores, regulam a trascri¢do de genes alvo (FIGURA 3) (Makanji et al.,
2014; Tsuchida et al.,2009). Os receptores da ativina também séo ligantes de outras moléculas da
superfamilia dos TGF-$, como miostatina, fator de crescimento e diferenciacdo 11 e nodal, que

apresentam atividades semelhantes as desempenhadas pela ativina (TSUCHIDA et al., 2009).

(Helen Lima Del Puerto, 2011)

Figura 3: Mecanismo de sinalizacdo da ativina através de sua ligacéo aos receptores serina-treonina-quinase
ActRIl e ActRI pela fosforilagdo de proteinas Smad

1.3.2 Inibinas

A inibina € uma glicoproteina dimérica que foi primeiramente descrita em 1932 por Roy
McCullagh e regula o crescimento e a diferenciagcdo de uma variedade de tipos celulares e tecidos,
incluindo as células endometriais. A inibina é um potente antagonista seletivo da ativina, uma vez
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que se liga a porcdo extracelular do receptor da ativina tipo Il (ActRIl) numa conformacdo que
bloqueia a transmisséo de sinal do receptor, prevenindo a ativacdo do ActRI pela ativina. A agédo
da Inibina é amplificada pelo betaglicano, que atua como um co-receptor (FIGURA 4) (LEWIS
et al., 2000; CHAPMAN et al., 2002; TSUCHIDA et al., 2009; MAKANJI et al., 2014).

A subunidade o da Inibina é detectada no endométrio humano normal e estd localizada
predominantemente no epitélio glandular e luminal. A expressao da subunidade a da inibina no
endomeétrio € significativamente maior na fase secretora precoce e tardia, em comparag¢do com a
fase proliferativa (MYLONAS et al., 2003; WORBS et al., 2007).

Inibina Ativina

o
\ .
iiiiimiiﬁ

Betaglicano Act RII I’

(Helen Lima Del Puerto, 2011)

Figura 4: Mecanismo de sinalizacdo da inibina através de sua ligacdo ao receptor ActRIl impedindo a ligagao da
ativina e subsequente ativagdo do receptor ActRI

1.4 Betaglicano

Também pertencente a superfamilia dos TGF-p, o betaglicano ¢ um proteoglicano de membranas
ancoradas chamado de receptor TGF-p tipo III (ActRIII), que se liga a sub-unidade a da inibina e
atua como um co-receptor (LEWIS et al., 2000; CHAPMAN et al., 2002; TSUCHIDA et al.,
2009).
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O betaglicano esta localizado nas células estromais e epiteliais e é particularmente abundante nas
bordas basais e apicais da célula (FLORIO et al., 2005).Além disso, foi encontrado em células da
decidua obtidas a partir do primeiro e do terceiro trimestre de gravidez e em células endoteliais
na gravidez inicial (CIARMELA et al.,, 2003). Ambos, inibina e betaglicano sdo fatores

endometriais com uma expressao dinamica durante o ciclo menstrual (FLORIO et al., 2010).

Considerando as varias funcdes fisioldgicas das ativinas e inibinas no endométrio e na decidua,
justifica-se a investigacdo da participacdo dessas moléculas com as taxas de implantacdo em

mulheres em propedéutica de infertilidade submetidas a FIV.
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2. OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Avaliar a expressao de mRNA de a-inibina e betaglicano em amostras de endometrio de mulheres
submetidas a fertilizacdo in vitro (FIV), afim de investigar a relacdo desses marcadores com a

taxa de implantagéo.

2.2 Objetivos especificos

e Investigar se a expressdo génica de a-inibina e betaglicano no endométrio secretor de
pacientes em propedéutica de infertilidade no ciclo menstrual imediatamente anterior a

FIV é diferente em pacientes gravidas e nao gravidas.

e Avaliar se idade, tempo de infertilidade, espessura endometrial e nivel sérico de horménio
anti-mulleriano (AMH) avaliados nas pacientes em propedéutica de infertilidade

submetidas a FIV poderiam interferir com os resultados obtidos nas taxas de implantacao.

e Avaliar a sensibilidade e especificidade da expressdo génica de a-inibina e betaglicano na

predicdo de receptividade endometrial.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Pacientes

No presente estudo, de caso-controle, foram avaliadas 52 pacientes encaminhadas para a
fertilizacdo in vitro convencional (FIV), ou injecdo intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI)
no Laboratério de Reproducdo Humana do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Minas Gerais, Belo Horizonte, Brasil (REZENDE et al., 2014). O consentimento informado foi
obtido de todos os participantes antes da incluséo no estudo, que foi aprovado pelo Comité local
de Investigacdo Humana (Referéncia: 666/07). Os casos de falha de implantacdo (n=33) e
controles com a gravidez clinica confirmada (n=19) foram pareados por idade e tinham
caracteristicas clinicas semelhantes, como mostrado na Tabela 1

Tabela 1: Caracteristicas dos grupos de pacientes
Falha de Implantacéo Gravidez Clinica

(n=33) (n=19) P
Idade (anos) 34,0 (31,5-37,0) 33,0 (28,0-39,0) 0,523
Duracéo da infertilidade (anos) 7,0 (4,0-10,0) 5,0 (3,0-9,0) 0,211
FSH de 3° dia (mlIU/ml) 7,1(4,8-8,3) 7,4 (6,1-8,2) 0,506
AMH de 3° dia (ng/ml) 0,85 (0,48-2,49) 1,86 (0,74-3,37) 0,151
Contagem de Foliculos Antrais 8 (6-11) 9 (6-11) 0,485
Espessura Endometrial (mm) 4,0 (4,0-5,0) 4,0 (4,0-5,0) 0,433
Dose de gonadotrofinas utilizadas (UI) 1800 (1650-1950) 1950 (1800-1950) 0,184
Numero de odcitos 6 (4-10) 7 (4-11) 0,647
Taxa de Fertilizagéo (%) 67 (47-82) 55 (50-75) 0,164
Numero de embriBes obtidos 3 (2-6) 4 (2-6) 0,923
Numero de embrides transferidos 3(2-3) 3(2-3) 0,673

Os dados estéo expressos em mediana e intervalo interquartil. Os valores de P séo para o teste de Mann-Whitney

Para ser admitida no programa de fertilizacdo in vitro, a paciente deveria ter diagnostico de
infertilidade primaria ou secundaria com indicacdo de tratamento por FIV, apresentar idade
inferior a 40 anos no momento da inclusdo no programa e indice de massa corporal (IMC) inferior

a 30 no momento do inicio do tratamento.

A porcentagem de mulheres com endometriose ou infertilidade sem causa aparente foi semelhante
nos casos (5/33=15%) e controles (2/19=10%), enquanto o restante dos participantes tinham fator
masculino (67% dos casos e 78% dos controles) ou obstrucao das trompas (18% dos casos e 11%

dos controles, qui-quadrado = 4,7 p =0,45) como causa da infertilidade
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3.2 Coleta de tecido endometrial

Todas as pacientes foram submetidas a biopsia de tecido endometrial com o auxilio de uma canula
descartavel de pequeno calibre (Pipelle®). As amostras foram coletadas entre o 18° e 20° dia do
ciclo menstrual no més anterior ao tratamento e foram imediatamente armazenadas em tubo de 2
mL estéril livre de RNAse e DNAse a -80°C para posterior extracdo de RNA total e avaliagdo da

expressao génica de a-Inibina, betaglicano e o o normalizador S26.

Figura 5: Utilizacdo da Pipelle® para coleta de amostras endometriais
(Fonte: http://mcneilsurgical.com.au/catalogue/index.php?main_page=product_info&cPath=19&products_id=2549)

3.3 Expressao dos genes alvos

O RNA total foi isolado das amostras de bidpsias endometriais, com o objetivo de avaliar a
expressao dos genes alvos a-inibina, betaglicano e o normalizador S26. Para a extracdo do RNA
total o tecido foi macerado em 1 mL de Trizol® (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA) e posteriormente foi seguido o protocolo para o reagente Trizol®, sem modificacdes, como
descrito brevemente a seguir. Foram adicionados 200 uL de cloroférmio gelado a cada tubo com
o tecido macerado em 1 ml de Trizol, e os tubos foram invertidos vigorosamente por 45 segundos,
e ap6s 2 minutos a temperatura ambiente os tubos foram centrifugados a 12.000 g a 4°C por 15

minutos.

Apos a centrifugacdo o sobrenadante translucido da primeira fase foi transferido para um novo
tubo, evitando-se a transferéncia de contaminantes. Ao sobrenadante transferido para o novo tubo
0 RNA total foi precipitado com 800 pL de Isopropanol gelado, e os tubos foram mantidos a -
60°C, por 1 hora. Apos o periodo de precipitacdo os tubos foram centrifugados a 12.000 g a 4°C

por 15 minutos, e o sobrenadante descartado, e o pellet de RNA lavado com etanol 75%. Apds a
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lavagem com etanol 75%, os tubos foram centrifugados por a 12.000 g a 4°C por 15 minutos, o
sobrenadante descartado e o pellet de RNA seco a temperatura ambiente por 40 minutos. Em

seguida o0 RNA foi suspenso em 50 pL de agua para biologia molecular, livre de DNAse e RNAse.

Ao término do protocolo o RNA foi quantificado no NanoDrop (Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, Delawa-re, USA), utilizando-se uma aliquota de 2 pL. Com o objetivo de eliminar
uma possivel contaminacdo por DNA gendémico, as amostras de RNA foram tratadas com DNAse
I (1 pg de RNA total para 1 unidade da enzima DNAse 1) (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA), e em seguida requantificadas no NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, Wilmington,

Delawa-re, USA), para em seguida ser realizada a transcrigédo reversa.

3.4 Oligonucleotideos especificos

Os primers designados para a transcricdo reversa, reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em
tempo real foram estudados e selecionados com base na andlise da sequéncia descrita no

GeneBank, obtida no Blast (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/blast/blast.cgi).

As sequéncias foram posteriormente analisadas no site da empresa Integrated DNA Technologies
(IDT) (http://www.idtdna.com), que permitiu a elaboracdo dos primers para as regides-alvo de
cada gene, de acordo com as nossas especificacoes para as condi¢des de cada primer. Os primers
foram sintetizados pela Invitrogen, recebidos liofilizados e, em seguida, dissolvidos em H20
DEPC, livre de RNAse e DNAse (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), para
concentrac¢do final de 100 pmol/uL (concentragdo para estoque).

Foram preparadas aliquotas de 1 pmol/uL (concentragdo de uso para a PCR em tempo real), no
dia da realizacdo da PCR em tempo real. Para o aliquotamento dos primers foram empregadas
ponteiras com barreira e todo o manuseio foi realizado utilizando-se luvas, gorro e méascara. A

localizacdo e sequéncia dos oligonucleotideos sintetizados estdo apresentadas na tabela 2.
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Tabela 2: Oligonucleotideos iniciadores utilizados para a reagcdo de PCR em tempo real para a amplificacéo
especifica do cDNA do betaglicano e da a-inibina

Primer Amplicon GenBank
Primers Sequéncia de Nucledtidos (nt) Acession
tamanho  tamanho number
S26HS 5'- CATTGACCTCACCTTTCACCTGCT -3' 24nt
(Sense) 96 pb NM_001029.3
S26HS 5- TCGAATATGATGCGGTTCTGCTCG -3° 24nt
(anti-sense)
FWTGFB-R3.Hum  5- GGGAAGATCAAGTGTTCCCTCCAA -3’ 24 nt 84 pb NM_003243.3
(sense)
RevTGFB-R3.Hum  5- TGGGTTGAAGGTACTCAGCAAGGT -3’ 24 nt
(anti-sense)
FwAlfaINIB.Hum 5'- ACTGCCACAGAGTAGCACTGAACA - 24 nt 87 pb NM_002191.2
(sense) 3’

RevAlfalNIB.Hum 5'- AGTGGAAGATGAAACTGGGAGGGT-3’ 24 nt
(anti-sense)

A sintese do cDNA foi feita a partir de 1000 ng (1 ug) de RNA total em 30 pl de volume da reagédo
final (33,3 ng RNA/uL), utilizando-se o kit SuperScript®Ill cDNA Synthesis System (Invitrogen
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), utilizando Oligo dT e random hexamers, e seguindo o
protocolo sem modificagdes. As amostras de cDNA resultantes da RT foram submetidas a PCR
em tempo real realizada no equipamento de sistema de PCR em tempo real ABI PRISM® 7500
Sequence Detection System, utilizando-se o kit Power SYBR Green® PCR Master Mix Kit
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). As amostras foram aplicadas em placas de
96 pocos (ABI PRISM® 96-Well Optical Reaction Plate with Barcode, Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA), em duplicata, no volume final de reagdo de 20 puL. Em cada
pogo foram pipetados 82,5 ng de cDNA total (2,5 uL) de amostra e adicionados posteriormente
17,5 uL do mix contendo 10 pL do Power SYBR Green® PCR Master Mix Kit, 1,5 uL de primer
mix (senso e antissenso) (Tabela 2) (1,5 pmol/cada) e o volume final completado com H20O livre
de RNAse e DNAse (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). A placa foi selada com
adesivo optico (ABI PRISM® Optical Adhesive Covers, Invitrogen Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA), e em seguida, a placa era encaixada no equipamento de PCR em tempo real para dar-
se inicio a leitura. Durante todo o processo, luvas, méscara e ponteiras com barreira foram

utilizadas.

As reacoes de PCR em tempo real ocorreram no seguinte ciclo termal: [estagio 1] um ciclo de
52°C/2 min.; [estagio 2] um ciclo a 95°C/10 min.; [estagio 3] 40 ciclos de 95°C/0,15 min. e 50°C/1
min. Ao término da ciclagem, foi realizada a curva de melting a 60°C por um minuto, para a
construcdo da curva de dissociacdo, que tem por objetivo determinar a especificidade dos

fragmentos amplificados.
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3.5 Hiperestimulagao ovariana controlada

Foi utilizado o protocolo longo e a hiperestimulagdo ovariana controlada (HOC) conforme

protocolo do servico de reproducdo humana do HC-UFMG.

O bloqueio hipofiséario foi feito com analogo do horménio liberador de gonadotrofinas (GnRHa).
O uso de acetato de nafarelina por via intranasal 400 mcg por dia foi iniciado no 21° dia do ciclo
anterior, sendo mantido até o dia da administracdo da Gonadotrofina Coriénica Humana (hCG).
A hiperestimulacdo ovariana foi feita com FSH recombinante (Gonal F ®), 75Ul/ampola, via
subcutanea (SC), e/ou FSH altamente purificado associado a hormonio luteinizante altamente
purificado (Menopur ®) 75 Ul/ampola via subcutanea, na dose de quatro ampolas/dia, do primeiro

ao terceiro dias do ciclo, passando para duas ampolas/dia a partir do quarto dia.

A monitorizacdo da HOC foi feita pelo ultrassom transvaginal (USTV). Antes do inicio da
gonadotrofina, foi realizado um USTV para confirmar o blogueio hipofisario obtido como o uso
do GnRHa baseado na espessura endometrial menor do que 4 mm e auséncia de crescimento
folicular. Confirmado o blogueio hipofisario, a HOC foi induzida seguida de monitorizacédo
ultrassonografica seriada a cada dois dias a partir do quinto dia de terapia com FSH e depois
diariamente apds o diametro médio folicular atingir 14mm. O ciclo foi cancelado quando havia
menos de trés foliculos em crescimento. Quando pelo menos um foliculo dominante atingia um

didametro de 18 mm, 250 mcg de hCG recombinante foi administrado

3.6 Aspiragcao de foliculos, fertilizagdo in vitro, transferéncia

embriondria e acompanhamento da paciente

A aspiracdo dos foliculos foi feita utilizando uma agulha de aspiracdo folicular de calibre 17
conectada a uma sonda de ultrassom transvaginal com uma presséo negativa de 100 mm Hg cerca
de 36 horas apds a injecdo do hCG. O liquido folicular foi coletado em tubos de ensaio estéreis, e
os odcitos imediatamente identificados com o auxilio de uma lupa em capela de fluxo laminar

para manter o ambiente estéril. O nimero de odcitos coletados foi registrado.

Foi considerada como resposta ovariana inadequada a coleta de quatro ou menos 06citos ou, ainda,

o cancelamento do tratamento por crescimento folicular ausente ou insuficiente ap6s o estimulo
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ovariano. Uma resposta normal foi a coleta de quatro a dezesseis odcitos. Pacientes foram
consideradas como tendo uma resposta exagerada se apresentassem mais de dezesseis 00citos

coletados ou quando o ciclo fosse cancelado por alto risco de hiperestimulo ovariano.

O sémen foi preparado utilizando a técnica swim-up e a inseminacdo dos odcitos coletados foi
realizada por fertilizacéo in vitro simples (FIV) ou injecéo intracitoplasmatica de espermatozoide
(ICSI) conforme indicacdo médica. A fertilizacdo do odcito foi avaliada em um periodo de 18-
20 horas ap0s a inseminacdo pela confirmacdo da presenca e da localizacéo de dois pro-nuicleos.
Até quatro embries foram selecionados para a transferéncia e os restantes foram deixados em

cultivo até o estagio de blastocisto e subsequentemente criopreservados.

Os embrides obtidos foram entdo transferidos entre o segundo e quinto dia apds a fertilizacéo,
segundo protocolo do servigco. Foi administrado progesterona por via vaginal na dose de
600mg/dia para suporte de fase lutea desde o dia da transferéncia de embrides até a confirmacéo
da gravidez com B-hCG sérico duas semanas apés a transferéncia. Se B-hCG positivo, a terapia
seria prorrogada por até 8 semanas de gestacdo. A gravidez clinica foi definida pela presenca de
batimentos cardiacos embrionarios presentes a ultrassonografia transvaginal em torno da sexta

semana de gestacdo. Todas as gestantes foram acompanhadas até o parto.

3.7 Analise estatistica

Os dados clinicos estdo expressos em mediana e o intervalo interquartil e as medianas de grupo
foram comparadas pelo teste de Mann-Whitney ndo-paramétrico. Os resultados da PCR foram
obtidos como Ct (Cycle threshold) e normalizadas para ACt, que é o Ct do gene alvo menos o Ct
do gene de referéncia, S26. A expressdo génica relativa (média + SD) foi calculada usando a
formula 224¢t, onde AACt é o ACt do grupo caso menos o ACt do grupo controle (LIVAK e
SCHMITTGEN, 2001). Comparacdes entre os grupos foram realizadas utilizando os valores
médios de ACt e teste de Mann-Whitney. O calculo do tamanho da amostra indicou que 25 casos
e 15 controles permitiriam detectar diferencas de expressdo do mRNA, pelo menos 2 vezes entre

os dois grupos com poder estatistico de 90% e intervalo de confianca de 95%.

Coeficientes de correlacdo parcial foram calculados para testar a correlacdo entre a taxa de

implantagdo e a expressdo endometrial de a-inibina e betaglicano. A curva ROC (Receiver
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operating characteristic), foi calculada para a predicdo de falha de implantacdo com seus
respectivos intervalos de confianga de 95%. Todas as analises estatisticas foram realizadas usando

SPSS versdo 22, e 0 p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
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4. RESULTADOS

A expressdo génica relativa de a-inibina em amostras do endométrio de pacientes com
subsequente falha de implantacéo foi significativamente maior do que em mulheres que tiveram
gravidez clinica (fold increase = 2,14 + 0,32, p <0,05, Figura 6). A expressdo génica do
betaglicano também foi aumentada nas amostras endometriais de mulheres que tiveram falha de
implantacdo, em comparacdo as que engravidaram (fold increase = 1,44 + 0,16, p <0,05, Figura
7).
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Figura 6: Grafico da expressdo génica de a-Inibina em amostras endometriais obtidas na fase lutea média do ciclo
menstrual anterior ao ciclo de fertiliza¢&o in vitro com transferéncia embrionaria. Os dados sdo expressos como fold
change (+ SD) da expressdo géniccia nos casos (falha de implantagéo, n = 33) em relacéo aos controles (gravidez
clinica, n =19). * p <0,05 (Mann-Whitney U-Test)
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Figura 7: Grafico da expressao génica de betaglicano em amostras endometriais obtidas na fase litea média do

ciclo menstrual anterior ao ciclo de fertilizacdo in vitro com transferéncia embrionaria. Os dados sdo expressos

como fold change (+ SD) da expressdo génica nos casos (falha de implantacdo, n = 33) em relacdo aos controles
(gravidez clinica, n = 19). * p <0,05 (Mann-Whitney U Test)
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A andlise de correlacdo parcial ajustada por idade, tempo de infertilidade, espessura endometrial
e niveis de AMH sérico mostrou uma associacdo independente entre a taxa de implantacdo e a

expressao endometrial de a-inibina (r = -0,391, p = 0,004) e betaglicano (r = - 0,248, p = 0,048).

Como demonstrado no grafico da Figura 8, ambos os niveis de expressdo génica de o-inibina e
betaglicano foram moderadamente acurados como marcadores de predicdo da receptividade
endometrial. A area sob a curva ROC era de 0,692 para a-inibina (0,551- 0,833 com intervalo de

confianca de 95%) e 0,678 para o betaglicano (0,526-0,830 com intervalo de confiancga de 95%).
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Figura 8: Grafico da Curva ROC para predicdo de falha de implantagdo baseada na expressao endometrial de a-

inibina e betaglicano.
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5. DISCUSSAO

Os estagios do processo de implantagdo do embrido: aposi¢cdo, adesdo e invasdo envolvem a
sincronizacao entre um endométrio receptivo e um blastocisto saudavel. Uma sequéncia complexa
de eventos de sinalizacdo, com aquisicdo de moléculas de ligagdo em conjunto com a perda de
componentes inibitdrios sdo cruciais para o estabelecimento da gravidez (ACHACHE e REVEL,
2006).

As amostras de bidpsia endometrial podem ser usadas para identificar um grande numero de
moléculas mediadoras importantes para predizer o sucesso de implantagdo embrionéria, incluindo

moléculas de ades&o, horménios, citocinas, fatores de crescimento e outros (SIMON et al., 2000).

Os membros da superfamilia de TGF-p sdo expressos no endomeétrio e tém um papel importante
no processo de implantagédo (JONES et al., 2006). Uma revisdo de Singh (SINGH et al., 2011)
indica que os membros da superfamilia de TGF- B desempenham um papel importante na
implantacdo em ratos e humanos, e a desregulacdo de sua expressao e acdo podem levar a falha
absoluta ou parcial da implantacdo embrionaria. No presente estudo, conduzido para determinar
o envolvimento da expressdo génica de a-inibina e betaglicano na implantacdo embrionaria em
pacientes apds ciclos de FIV, encontramos uma expressao génica mais elevada de o-inibina e
betaglicano no endométrio no més anterior a estimulacdo ovariana, o que poderia estar envolvido

na falha de implantacéo.

Os presentes resultados para a-inibina e betaglicano sdo baseados em uma expressdo génica
quantitativa realizada por PCR em Tempo Real. Em 2007, Diedrich et al. (2007) propuseram que
a expressao génica seria um melhor indicador para datacdo endometrial do que a histologia, como
Evans et al. (2012), que observou a expressdéo do mRNA com uma estreita correlacdo com
marcadores enddcrinos, determinando as fases ndo receptivas e potencialmente receptivas do

endométrio.

Ainda é incerto o motivo pelo qual as pacientes com falha de implantagdo expressariam mais a-
inibina e betaglicano do que o grupo controle. Estas alteracfes moleculares podem ser causa ou
consequéncia da falha na diferenciacdo endometrial. Podemos postular que a presenca de tais
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moléculas poderiam promover um bloqueio dos efeitos positivos da ativina A na decidualizacéo,

tornando o endométrio menos receptivo a implantacdo embrionaria.

Embora o desenvolvimento do endométrio em ciclos naturais poderia envolver um padrdo
diferente na expressédo génica em comparagédo aos ciclos com estimulagdo ovariana controlada
(STROWITZKI et al., 2006), a avaliacdo de biomarcadores endometriais pode ser Util para prever
uma menor chance de alcancar a gravidez, justificando o insucesso do tratamento e aconselhando
pacientes com falha de implantacdo, ja que muitas vezes nos deparamos com situacdes
aparentemente favoraveis a ocorréncia de gravidez como endométrio trilaminar ao ultrassom e
blastocisto de boa qualidade para transferéncia apés um ciclo de FIV, sem desfecho de gravidez

apos sucessivas tentativas.

O uso dos marcadores na pratica clinica ainda é limitado devido ao custo elevado e a necessidade
de outros estudos com nimeros maiores de pacientes, mas os resultados atuais podem abrir um
novo caminho na busca de ferramentas farmacoldgicas para neutralizar os efeitos da a-inibina e
do betaglicano no endométrio, aumentando a biodisponibilidade de receptores de ativina, e

melhorando assim, a decidualizagdo endometrial e a receptividade para implantacdo embrionéria.
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6. CONCLUSAO

O dados apresentados indicam uma correlacdo entre uma maior expressdao de a-inibina e
betaglicano com auséncia de gravidez ap06s o processo de fertilizacdo in vitro. A sua avaliagdo
poderia ser Gtil para prever uma menor chance de alcancar a gravidez, correlacionando a maior

expressdo dessas moléculas com a falha de implantacdo embrionéria.
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Anexo 1: Modelo de termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prezada Senhora,

Gostaria de convida-la a participar de um estudo cientifico que ira avaliar dois novos exames cuja finalidade é ajudar
a prever melhor as chances de sucesso em terapias de reproducdo assistida.

I.INFORMACOES SOBRE A PESQUISA

Esta pesquisa visa ao estudo de novas opgdes de teste para avaliar a receptividade do endométrio, com o objetivo de
tentar predizer melhor as chances de sucesso do tratamento em mulheres submetidas a terapias de reprodugo assistida
(fertilizag&o in vitro — FIV ou ICSI). Nesta pesquisa, durante a realizagdo do exame denominado histerossonografia,
sera coletado fluido e tecido endometrial. As coletas serdo realizadas entre o 18° e o 20° dias do ciclo menstrual O
resultado desses testes ndo exercerd nenhuma influéncia no prosseguimento do tratamento.

Il. SIGILO DOS DADOS

Todos os seus dados serdo confidenciais, sua identidade ndo sera revelada publicamente em hipotese alguma e
somente os pesquisadores envolvidos neste projeto terdo acesso a estas informacdes que serdo utilizadas somente
para fins de pesquisa.

I11. BENEFICIOS DA PESQUISA

Este estudo trara informagdes importantes que poderéo ter aplicacdo direta na terapéutica. O melhor conhecimento
da receptividade endometrial permitird um melhor planejamento do tratamento e maiores informacges para a paciente
em relacdo as suas chances de sucesso na obtencéo de uma gravidez.

IV. RISCOS

O estudo ndo acrescenta nenhum risco as pacientes, uma vez que ndo exerce nenhuma influéncia ou modificagéo no
tratamento. A Unica intervencdo realizada sera a coleta de fluido e tecido endometrial durante a realizacdo da
histerossonografia.

V.RESSARCIMENTO DAS DESPESAS

N&o esta prevista qualquer forma de remuneracdo para as voluntéarias. Todas as despesas especificas relacionadas
com o estudo sdo de responsabilidade do Laboratério de Reproducdo Humana da Universidade Federal de Minas
Gerais. O estudo ndo acarretard nenhuma despesa extra as voluntarias, sendo que a coleta das amostras sanglineas e
endometriais serd programada para dias em que a paciente ja teria a necessidade de se locomover até o Laboratério
de Reprodu¢do Humana.

VI.DEMAIS ESCLARECIMENTOS

Vocé dispde de total liberdade para esclarecer qualquer divida que possa surgir durante a pesquisa. Vocé podera
recusar-se a participar deste estudo e/ou abandona-lo a qualquer momento, sem precisar se justificar. A aceitacdo ou
ndo da participagdo neste estudo ndo influenciara no seu tratamento. Nao serd realizado qualquer tipo de manipulacao,
experimento ou intervencdo direta com o paciente, exceto a coleta de fluido e tecido endometrial.

TERMO DE CONSENTIMENTO

PSSR ,voluntariamente concordo que seja coletada amostra
de fluido endometrial durante a realizacdo da histerossonografia, para fins de pesquisa cientifica no Laborat6rio de
Reprodugdo Humana da Universidade Federal de Minas Gerais. Estou ciente do exposto acima e ainda de que esta
pesquisa ndo trard qualquer prejuizo a minha salde ou ao tratamento.

Belo Horizonte,............... . de 20..............

Assinatura da voluntaria:

Telefones para contato:
Prof. Fernando M. Reis: (31) 3409 -9485
Comité de Etica em Pesquisa (COEP) da UFMG: (31) 3499-4592
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CONSENTIMENTO PARA TECNICAS DE REPRODUCAO ASSISTIDA (FIV)

Vimos, atraves deste termo, declarar que:

Consentimos livremente em participar do Programa de Fertilizag&o Assistida. Este programa
visa a obtencdo de uma gestacdo, como parte integrante do tratamento de esterilidade
conjugal ao qual estamos nos submetendo.

Tivemos a oportunidade de esclarecer todas as nossas duvidas relativas ao referido
programa, aos tratamentos alternativos, aos possiveis desconfortos, efeitos colaterais e riscos
inerentes ao programa. Estamos cientes da possibilidade de ocorrerem outras complicacdes
além daquelas descritas neste documento. Reconhecendo que, embora sejam empenhados
todos os esforcos a fim de evitar ou minimizar os efeitos colaterais e complicacOes, estes
podem ser imprevisiveis tanto em natureza como em gravidade.

Estamos cientes que ndo seremos penalizados se nos recusarmos a participar do referido
programa e de que seremos informados em detalhes e com antecedéncia sobre a ovulagéo e
mudancas referentes ao programa que venham influenciar nossa decisdo de prosseguir com
0 programa ou nao.

Estamos cientes de que 0 programa podera ser suspenso, a critério médico, quando houver
algum fato significativo que possa aumentar o desconforto, efeitos colaterais e/ou riscos, ou
ainda no caso de ndo haver boas chances de sucesso (gestacdo) com a progressdo do
programa.

Estamos, ainda, cientes de que qualquer informacdo obtida durante a realizacdo deste
programa que se refira diretamente a nds é verdadeira; e permanecera confidencial, como
previsto em lei. Concordamos que os dados obtidos durante o programa possam ser objeto
de publicacdo em literatura médica, sob condigdo de que nossa identidade seja resguardada.

Tendo lido com atencdo e compreendido todas as informacgdes contidas neste documento,
recebido informagGes adicionais e esclarecimentos completos, concordamos em participar
do Programa de Fertilizacdo Assistida. Reconhecemos ter sido informados em detalhes sobre
nossos direitos e responsabilidades e, ndo havendo ddvidas, datamos e assinamos como
segue:

CASAL:

MEDICOS:

Belo Horizonte, de de




CONSENTIMENTO PARA TECNICAS DE REPRODUCAO ASSISTIDA (ICSI)

Vimos, atraves deste termo, declarar que:

Consentimos livremente em participar do Programa de Fertilizag&o Assistida. Este programa
visa a obtencdo de uma gestacdo, como parte integrante do tratamento de esterilidade
conjugal ao qual estamos nos submetendo.

Tivemos a oportunidade de esclarecer todas as nossas duvidas relativas ao referido
programa, aos tratamentos alternativos, aos possiveis desconfortos, efeitos colaterais e riscos
inerentes ao programa. Estamos cientes da possibilidade de ocorrerem outras complicacdes
além daquelas descritas neste documento. Reconhecendo que, embora sejam empenhados
todos os esforcos a fim de evitar ou minimizar os efeitos colaterais e complicacOes, estes
podem ser imprevisiveis tanto em natureza como em gravidade.

Estamos cientes que ndo seremos penalizados se nos recusarmos a participar do referido
programa e de que seremos informados em detalhes e com antecedéncia sobre a ovulagéo e
mudancas referentes ao programa que venham influenciar nossa decisdo de prosseguir com
0 programa ou nao.

Estamos cientes de que 0 programa podera ser suspenso, a critério médico, quando houver
algum fato significativo que possa aumentar o desconforto, efeitos colaterais e/ou riscos, ou
ainda no caso de ndo haver boas chances de sucesso (gestacdo) com a progressdo do
programa.

Estamos, ainda, cientes de que qualquer informacdo obtida durante a realizacdo deste
programa que se refira diretamente a nds é verdadeira; e permanecera confidencial, como
previsto em lei. Concordamos que os dados obtidos durante o programa possam ser objeto
de publicacdo em literatura médica, sob condigdo de que nossa identidade seja resguardada.

Pra tanto autoriza o casal a realizacdo da Injecdo Intracitoplasmaética de Espermatozoides
(ICSI), que consiste na injecdo de um Unico espermatozéide no interior de um évulo.
Estamos cientes que esta € a melhor opc¢do de uma gestacao no NOSSO €aso.

Tendo lido com atencdo e compreendido todas as informacdes contidas neste documento,
recebido informacdes adicionais e esclarecimentos completos, concordamos em participar
do Programa de Fertilizacdo Assistida. Reconhecemos ter sido informado em detalhes sobre
nossos direitos e responsabilidades e, ndo havendo ddvidas, dataram e assinaram como
segue:

CASAL:

MEDICOS:

Belo Horizonte, de de
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Anexo 2: Parecer de aprovac¢ao do COEP

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n®. ETIC 666/07

Interessado(a): Prof. Fernando Marcos dos Reis
Departamento de Ginecologia e Obstetricia
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 07 de margo de 2008, apos atendidas as solicitacbes de diligéncia, o
projeto de pesquisa intitulado "Fatores prognésticos em terapia de
reproducdo assistida: horménio anti-mulleriano e secregao
endometrial de urocortina" bem como o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado aoc COEP um
ano apos o inicio do projeto.

rg/a ‘N’Izalrl(a/('lgemrqu&s Amaral

Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Amtonio Cartos, 6627 — Unidade Administrativa 1 - 2° anu‘ar Sala 2005 - Cep3i270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4%92 - ¢-mail; coepdiprpg.utme.br
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Anexo 3: Parecer de aprovac¢ao do COEP para pedido de extensao

Belo Horizonte, 29 de novembro de 2012,

Ref: 666/07
Fatores prognosticos em ferapia de reproducdo assistida: hormdnio amti-miilleriano
e secregdo endometrial de urocortina

Ao Comité de Etica em Pesquisa
Universidade Federal de Minas Gerais
a'c Prof. Antonio Licio Teixeira It Vice- Presidente

Prezados Senhores,
Esta carta tem os seguintes objetivos:
1- Apresentar um breve relatorio parcial do projeto
2- Solicitar a extensio do seu prazo de conclusio, com a devida justificativa
3- Solicitar emenda a0 projeto onginal, com a devida justificativa

1. RELATORIO PARCIAL

O projeto de pesquisa intitulade Faforss progndsticos em terapia de
reproducdo assistida:  hormonio  anti-miilleriano e secregdo endometrial de
urocorting foi aprovado pelo COEP-UFMG em 07/03/2008 e foi iniciado logo apos a
aprovagioo. No periodo de junho/2008 a setembro/2010 foram selecionadas 146
participantes, das quais 11 foram excluidas do estudo com base nos critérios de
exclusio previamente estabelecidos. Cinco pacienfes foram excluidas do estudo
durante o curso do tratamento de fertilizacio assistida. por nio terem apresentado o
blogqueio hormonal esperado na primeira fase do tratamento, conforme o protocolo
assistencial de softina. O gmpo estudado melun um tofal de 135 pacientes que
iniciaram e concluiram o tratamento adequadamente. Esse fotal foi dividido em dois
grupos, para efeito de analise estatistica, de acordo com a ocomréncia ou ndo de
gravidez clinica, defimda pela presenca de batimentos cardio-fetais a ulirassonografia
transvaginal realizada em forno da sexta semana de gestacio.

Mo més anterior ao fratamenfo, as participanfes foram submetidas aos
seguintes procedimentos, como parfe do protocolo de pesquisa: a) confagem de
foliculos antrais no terceiro dia do ciclo menstrual por ultrassonografia (n=135); b)
dosagens de hormoénio anti-mulleriano no sangue periférico obtido no terceiro e no
18° dias do ciclo menstrual (n=135); dosagem de urocortina no lavado endometrial
obtido entre o 18° e 20° dias do ciclo menstrual (n=102); quantificacio da expressio
génica de urocortina e dos receptores CRH-R1 e CEH-R2 em amostras endometriais
colhidas entre o 18° & 0 20° dias do ciclo menstrual (n= 55).

Os resultados parciais foram obtidos, analisados e publicados na forma de tese
de doutorado e resumo submetido para apresentacio em congresso internacional ao
longo do ano de 2012 O primeiro arfigo completo estd em fase de redacio para ser
submetido 2 um periodico internacional Até a presente fase do projeto, os resultados
podem ser assim resumidos: a) a taxa de gravidez global foi de 21.5%. b) ndo houve
diferenca significativa da idade, dose de gonadotrofinas utilizada, contagem de
foliculos anfrais e espessura endometrial (p=0.053) entre as pacientes que ndo
engravidaram e as que engravidaram. ¢) as concenfracdes séricas de hormonio anti-
mulleriano no terceiro dia (p=0.006) e no 18" — 20° dias do ciclo (p=0.001) foram
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significativamente maiores nas pacienfes que engravidaram. Nio houve diferenca
significativa entre as duas dosagens hommonais da mesma paciente. A concentracdo de
horménio anti-mulleriano igual ou superior a 1,15 ng/ml foi preditiva da ocorréncia
de gravidez com sensibilidade de 62% e especificidade de 70%. d) a expressdo génica
de wrocortina foi 20% maior nas amostras endometriais de mulheres que
engravidaram. mas a dosagem de wrocortind no lavado endometrial ndo apresentou
diferenca significativa entre os grupos (p=0.688). &) ndo se observaram diferencas
quanto i expressdo génica dos receptores CERH-E1 e CEH-FE2 nas amostras
endometriais de mmlheres que engravidaram comparadas aquelas que ndo
engravidaram.

2. SOLICITACAOQ DE EXTENSAO DO PRAZO

Solicitamos a extensdo do prazo de conclusio do projeto até 31/12/2013 para
que sejam realizadas novas analises de expressio génica (RNA mensageiro e proteina
correspondente) nas amostras endometriais obtidas durante a fase clinica do projeto.
O novo prazo solicitado sera destinado a complementar as analises laboratoriais de
amostras obtidas na primeira fase do projeto. Nio sera necessario obfer mais nenhuma
informacio adicional sobre as pacientes e nem coletar novas amostras.

3. SOLICITACAO DE EMENDA

Nesta emenda. prefendemos complementar o estudo da urocortina e dos
receptores CRH-1 & CRH-2 com a pesquisa de um outro marcador potencial de
receptividade do endomeétrio, a ativina A Trata-se de uma proteina produzida durante
a diferenciacio do endomeétrio na fase secrefora e que tem acdo local no endomeétnio,
favorecendo sua conversio em decidua e sua capacidade de inferagir com o embrniio
durante o processo de implantacio embrionaria e a primeira fase da gravidez (revisio
completa em Florio et al., Reprod Sci. 2010;17:320-330). As analises complementares
serdo; nova extragdo de EINA dos tecidos congelados, sintese de cDINA, amplificagdo
de sequéncias alvo por PCE em tempo real, exiragio de proteinas e processamento
por ELISA e/ou Western blot. Acreditamos que a mformacio advinda desta nova
analise laboratorial. acrescida aos dados obtidos com a urocorfina, nos pemufa
concluir o projeto com dados mais consistentes e significativos que, esperamos,
venham a contribuir para o aprimoramento da assisténcia a casais inferteis.

Atenciosamente,

Prof. Fernando Marcos dos Reis
Departamento de Ginecologia e Obstetricia
Faculdade de Medicina - UFMG
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