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Resumo

A ativina A é um fator de crescimento produzido pelo endométrio e a
folistatina € a sua proteina ligante que neutraliza a biodisponibilidade da ativina A. A
produgcdo endometrial de ativina A aumenta durante a fase secretora do ciclo
menstrual. A proposta do presente estudo foi avaliar se a ativina A e a folistatina séo
mensuraveis no soro do sangue menstrual, e se essas duas proteinas estdo
alteradas em mulheres com sangramento uterino disfuncional. Avaliamos 15
mulheres (grupo 1) com ciclos menstruais regulares, que inseriram dispositivo intra-
uterino (DIU) para contracepgao, e comparamos com 12 mulheres com sangramento
uterino disfuncional (grupo 2) na unidade Floramar | de atendimento basico da
Prefeitura de Belo Horizonte. Ativina A e a folistatina foram medidas no sangue
menstrual e periférico usando ensaio-imunoenzimatico (ELISA). As concentragbes
de ativina A foram quatro vezes maiores no soro menstrual que no soro periférico
nas mulheres com ciclos normais (média + desvio padréao 4,24 + 0,19 vs 1,00 £ 0,15
ng/ml), e foram significantemente menores em mulheres com sangramento uterino
disfuncional (2,70 + 0,42 ng/ml e 0,23 + 0,03 ng/ml no sangue menstrual e periférico,
respectivamente; p<0,001). As concentragdes de folistatina foram oito vezes mais
altas no soro do sangue menstrual que no periférico das mulheres com ciclos
normais (3,94 + 0,49 vs 0,49 + 0,05 ng/ml; p<0,001). Os niveis de folistatina foram
significantemente, mais baixos no soro menstrual das mulheres com sangramento
uterino disfuncional (1,24 + 0,22 ng/ml) comparado com os controles (p<0,01), mas
nao no soro periférico (0,62 + 0,09 ng/ml). Nao houve nenhuma correlagao entre as
concentragbes dessas proteinas no sangue menstrual e suas respectivas
concentragdes no soro periférico. Concluindo, ambas ativina A e folistatina s&o
mensuraveis no sangue menstrual, e as concentragdes delas sao relativamente mais
baixas nas mulheres com sangramento uterino disfuncional. Devido o facil acesso do
sangue menstrual que o periférico comparado a bidpsia de endométrio, a avaliagéo
quantitativa de ativina A e folistatina no soro menstrual pode ser um importante

marcador da fungdo endometrial.



Abstract

Activin A and follistatin are growth factors produced by several organs and are
both measurable in systemic circulation. Human endometrium also expresses activin
A and follistatin. The purpose of the present study was to evaluate whether activin A
and follistatin are measurable in the menstrual blood, and whether their concentration
change in women with dysfunctional uterine bleeding (DUB). Normal cycling women
requesting intrauterine contraception (n=15) and a group of women with DUB (n=12)
were studied on day 2 of menstrual bleeding. Activin A and follistatin were measured
in both menstrual and peripheral sera by using specific ELISA. Activin A
concentration in menstrual serum was fourfold higher than in peripheral serum of
healthy women (mean £ SE 4.24 £ 0.18 vs. 1.00 + 0.15 ng/ml) and was significantly
lower in women with DUB (2.70 £ 0.42 ng/ml and 0.23 £ 0.02 ng/ml in menstrual and
peripheral serum, respectively; p<0.05). Follistatin concentration in menstrual serum
was eightfold higher than in peripheral serum of healthy women (3.94 + 0.49 vs. 0.49
1+ 0.04 ng/ml), while was significantly lower in the menstrual serum of women with
DUB (1.24 + 0.22 ng/ml). There was no correlation between concentrations in
menstrual serum and peripheral serum. In conclusion, both activin A and follistatin
are measurable in high concentration in human menstrual blood and are relatively
lower in women with DUB. The quantitative assessment of activin A and follistatin in

menstrual serum might be a putative clinical marker of endometrial function.
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1. Introducdo



1.1. Ativinas, inibinas e folistatinas

As ativinas sao uma familia de proteinas formadas por homodimeros das
subunidades B da inibina (ativina A: BA-BA, ativina B: BB-BB) e heterodimeros
subunidades B da inibina (ativina AB: BA-BB) ligadas por pontes de dissulfeto
(Figura 1). Inicialmente, elas foram isoladas das génadas como estimuladoras
do horménio foliculo estimulante (FSH) (Vale et al.,1986) e sdo membros da
superfamilia de fatores de crescimento transformadores 3 (TGFB) (de Kretser &
Robertson 1989;Lin et al.,2003; Muttukrishna et al.,2004). Recentemente,
identificaram-se trés outras subunidades [ chamadas BC (Hoétten et al., 1995),
BD (Oda et al., 1995) e BE (Fang et al., 1996), cujo papel permanece
desconhecido.

A ativina A participa da diferenciagdo celular, remodelagem celular e
processo inflamatério (Munz et al., 1999; Hubner et al., 1999), embriogénese
(Smith et al., 1990; He et al., 1999), esteroidogénese (Ni et al., 2000), apoptose
celular (Luisi et al., 2001) e eritropoiese (Mather et al., 1992; Findlay, 1993;
Woodruff, 1998). Também pode inibir a proliferagdo celular em muitos tecidos
humanos, incluindo linhas celulares de cancer de mama (KalKhoven et al.,
1995) e células do endotélio vascular (McCarthy & Bicknell 1993; Kozian et
al.,1997). E também produzida no cérebro, hipdfise, placenta, gdnadas, medula
ossea e endométrio (Florio et al., 2003).

Existem dois tipos de receptores de ativina (Figura 2), denominados
receptor tipo | (ActRlI) e tipo Il (ActRII). A ligagédo da ativina se faz com o ActRII,
provocando o recrutamento e ativagao do ActRI. O ActRI ativado fosforila uma

molécula sinalizadora da familia Smad (Smad 2 ou Smad 3), que entdo



interage com a Smad 4 e este complexo se transloca para o nucleo, onde
promove expressao génica (Attisano et al.,2001; Bernard et al.,2001;Jones et
al.,2002; Lin et al.,2003). A familia Smad & um conjunto de moléculas
responsaveis pela sinalizagdo intracelular. Existem trés classes destas
moléculas de transducdo: as R-Smad, que sao as moléculas ativadas pela
subunidade RI do receptor, as Common Smad, ou mediadores comuns que
formam um complexo heteromérico com as R-smad e translocam para o nucleo
para ativar as respostas génicas especificas, e as Inhibitory Smad que séo
potentes inibidores do sinal de ativina (Attisano et al., 2001; Tsuchida K et al.,

2001; Gray et al. 2001; Bernard et al. 2001).
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TRENDS in Endocrinology & Metabaliam

Figura 1 — Subunidades protéicas formadoras de inibinas e ativinas.

Adaptado de Jones RL et al. Trends Endocrinol Metab 2002;13:144-150.

Ja foram identificados dois subtipos de receptores tipoll (ActRIIA e
ActRIIB) e dois subtipos de receptores tipo | (ActRIA ou ALK2-activin receptor-
like kinase 2-e ActRIB ou ALK4). Entretanto, o ActRIA esta mais associado a

sinalizagcdo das BMPs (bone morphogenectic proteins) do hormdnio



antimulleriano, indicando que o ActRIB é o principal receptor tipo | envolvido

no mecanismo de ag&o da ativina (Jones et al.,2002).
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Figura 2 — Mecanismo de sinalizagao celular das ativinas

A folistatina € um peptideo produzido por varias células hipofisarias,
incluindo os gonadotropos, bem como pelas células da granulosa (Lin et
al.,2003; Bilezikjian et al.,2004). No endométrio, € produzida pelas células
epiteliais glandulares e pelas células estromais decidualizadas (Jones et
al.,2002; Jones et al.,2006). A folistatina liga-se com alta afinidade a ativina
(Shimonaka et al.,1991) e neutraliza a bioatividade desta glicoproteina (Philips
& de Kretser 1998 ). A folistatina produzida de forma coordenada com a ativina

liga-se com a mesma afinidade aos receptores ActRIlI (Schneyer et al.,1994;



Tsuchida et al .,2001; Jones et al., 2002) inibindo as a¢des da ativina. Existem
varias isoformas da folistatina (Lin et al.,2003), mas as mais estudadas séo a
forma longa (FS-315), que é encontrada em complexo com a ativina circulante,
e a forma curta (FS-288), que se liga aos proteoglicanos das membranas
celulares. Esta ultima parece ter um papel no clareamento de excesso de
ativina, por internalizagdo e degradagao do complexo folistatina-ativina (Jones
et al., 2002). Foram descritas outras moléculas semelhantes com a mesma
fungcdo, como o gene relacionado a folistatina (FLRG), atualmente chamado
follistatin-like 3 (FSTL3), e osteonectina (Schneyer et al ., 2003;Wang et al
2003).

A biodisponibildade da ativina é também, regulada pela inibina. Essa
glicoproteina tem baixa afinidade com o ActRIl. Recentemente, foi descoberto
que a inibina liga-se com alta afinidade ao receptor betaglicano TGFf
lll,facilitando a interagdo com o receptor tipo |l da ativina, inibindo as agdes da

ativina (Gray et al.,2001; Jones et al.,2002).

1.2. Ativina A e folistatina no endométrio

O endométrio humano expressa ativina A (Otani et al.,1998; Leung et
al.,1998; Jones et al., 2000; Reis et al., 2001) e seus receptores (Jones et al.,
2002), e a intensidade de sua imunorreatividade aumenta progressivamente da
fase proliferativa para a fase secretora (Leung et al.,1998; Jones et al., 2000;
Florio et al., 2003; Mylomas et al.,2004). Sob o comando da progesterona,
durante a fase secretora, as células estromais do endométrio se diferenciam
para células deciduais. A adicdo de ativina A em cultura de células

endometriais humanas induziu decidualizagao das células estromais (Jones et



al., 2002 a), e a ativina A é necessaria na decidualizagdo estromal endometrial
via monosfosfato ciclico adenosina (Tierney E.P&Giudice.,2004). A co-
localizacdo da folistatina com as subunidades de ativina e receptores em
células estromais decidualizadas evidencia papel importante da ativina A na
funcao endometrial (Luisi et al.,2001).

Um ponto critico da decidualizagdo é a remodelagem da matriz
extracelular ( Jones et al.,2006). As metaloproteinases da matriz (MMPs) s&o
enzimas que degradam os componentes da matriz extracelular, permitindo
expansao e remodelagem tecidual. A ativina A aumenta a produgao de MMPs

(Jones et al., 2006), o que explicaria, em parte, seu efeito pro-decidualizagéo.

Alteragdes na expressdo e secrecdao de ativina A ocorrem na
endometriose, hiperplasia e adenocarcinoma endometrial (Florio et al., 1998;
Reis et al., 2001; Petraglia et al., 1998; Otani et al., 2001) e, possivelmente, no

sangramento uterino disfuncional.

A ativina A e a folistatina sdo possiveis mediadores da angiogénese
endometrial (Kozian et al., 1997; Maeshima et al., 2004). A angiogénese é
definida como a formacdo de novos vasos capilares a partir de vasos
sanguineos pré-existentes (Folkman, 1985; Gargett & Rogers 2001). Em
tecidos saudaveis a angiogénese é rara, ocorrendo no foliculo ovariano, corpo
luteo e endométrio (Findlay, 1986). No trato genital feminino, defeitos da
angiogénese estdo envolvidos na fisiopatologia da insuficiéncia Iutea,
endometriose, perdas gestacionais, pré-eclampsia e cancer (Gordon et al.,
1995). A angiogénese normal € controlada pelo balan¢o de seus promotores e
inibidores. A ativina A, seus receptores e a folistatina estdo co-localizadas nas

células do endotélio dos vasos endometriais, que sdo fontes de ativina A



(Jones et al., 2000; Jones et al., 2002). A ativina A inibe, enquanto a folistatina
estimula a resposta angiogénica in vivo (McCarthy & Bicknell., 1993; Kozian et
al., 1997) e em cultura de células do endotélio (Kozian et al.,1997).

O fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), originalmente
identificado como fator de permeabilidade vascular (Leung et al., 1999), € um
dos fatores mais importantes de regulagdo da angiogénese, tanto fisioldgica
quanto patoldgica (Ferrara et al., 2001). Maeshima et al (2004) observaram que
a ativina A aumentou a producgao in vitro de VEGF, e a folistatina bloqueou a
tubulogénese das células endoteliais induzidas por VEGF. A ativina A
amplificou a agcao de VEGF na formacao de capilares. Na auséncia do receptor
de ativina ActRIl, produzida pela transfeccdo de um receptor truncado em
células endoteliais da aorta bovina, a capacidade do VEGF de induzir novos

capilares in vitro foi abolida (Maeshima et al., 2004).

1.3. Menstruagdo normal - mecanismos locais de descamacgao e
remodelagem

A cada ciclo menstrual normal o endométrio sofre intensa
remodelagem, proliferacdo e ruptura. Apos a ovulagao, alteragdes funcionais e
morfolégicas sdo evidentes no epitélio funcional, glandular, vascular e nas
células estromais. Durante a fase secretora média e tardia, as células
estromais se diferenciam para as células deciduais — um processo conhecido
como decidualizacdo. As células deciduais produzem varios fatores de
crescimento, citocinas e hormdnios peptideos que as tornam funcionalmente
distintas. A decidualizagdo € um evento essencial para implantacdo do

blastocisto e estabelecimento da gravidez, bem como para a invasao



trofoblastica (Fazleabas & Strakova , 2002). A progesterona controla este
processo, € a queda dos seus niveis, na auséncia de gravidez, estimula a
ruptura e perda da decidua, com consequente sangramento uterino.

A primeira alteragdo morfolégica da queda dos niveis de progesterona é
o0 adelgacamento tecidual devido a vasoconstricdo das arteriolas espiraladas
pelas prostaglandinas (PG) PGF2a e pela endotelina 1 (Marsh et al.,1995). A
esquemia tecidual que se segue libera citocinas, tais como fator de necrose
tumoral (TNF)-a e outras moléculas sinalizadoras (Tabibzadeh.,1996).

Intensa destruicdo da matriz extracelular pode ser observada durante a
menstruagao (Salamonsen & Wooley., 1999). Nao esta claro se a ativagao das
citocinas pro-inflamatdria e liberacdo de certas MMPs em resposta a queda de
progesterona antecede ou acompanha a vasosconstricdo (Sallamonsen &
Woolley., 1999), mas esta claro que varias MMPs estdo aumentadas pela
queda dos niveis de progesterona (Salamonsen et al.,1997). As MMPs
expressas no endomeétrio humano estao associadas com a ruptura endometrial
durante a menstruacio, e este processo € independente da vasoconstricdo das
arteriolas espiraladas (Salamonsen et al., 1996; Plaisier et al.,2006)).
Alteragdes na producdo das MMPs podem contribuir para anormalidades da

ruptura endometrial e do sangramento uterino (Salamonsen et al., 2000).

Os lisossomas liberam enzimas proteoliticas apos a queda dos niveis de

progesterona, que contribuem para a ruptura tecidual (Wang et al., 2000).

Os macrofagos, polimorfonucleares e linfécitos granulados estédo
aumentados no endométrio durante a menstruacédo. Esses leucdcitos liberam
moléculas que alteram a permeabilidade vascular e a integridade tecidual,

incluindo as MMPs (Lathbury & Salamonsen., 1999). A presenca de células
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deciduais, fluxo de leucécitos e edema tecidual no tecido que descama do
endométrio levanta a hipdtese de que a menstruagdo seja um processo
inflamatdrio (Finn.,1996). A interleucina-8, que é quimiostatica para leucdcitos,
€ liberada junto aos vasos sanguineos do endométrio, podendo influenciar a
migragao de leucécitos para facilitar a ruptura ,remodelagem e reparo tecidual

(Avrici et al., 1998).

O balancgo entre os fatores de coagulagao para geragao de trombos e os
de fibrindlise para impedir a organizagao destes € importante mecanismo para
um sangramento normal. Na fase secretora predominam os fatores

hemostaticos e na menstruacgao os fibrinoliticos.

Os estudos mais recentes ndo mais corroboram a teoria classica da
hipoxia tecidual como essencial para a ruptura endometrial (Gannon et al.,
1997). Os eventos vasculares desempenham papel chave dos mecanismos
que iniciam e terminam a menstruagdo. Os mecanismos de coagulagao,
vasoconstricao e reepitelizagao contribuem para a hemostasia no endométrio
menstrual, mas os eventos vasculares fazem o papel principal (Ferenczy.,

2003; Salamonsen., 2003).

Os fatores angiogénicos sdo muito importantes para o processo de
reparo epitelial, e o VEGF é um dos mais estudados. No endométrio, a
angiogénese ocorre para reparar o leito vascular durante a menstruagéao,
durante o rapido crescimento endometrial na fase proliferativa e durante a fase
secretora, quando as arteriolas espiraladas mostram grande crescimento
(Gargett & Rogers, 2001). Mas o VEGF é também encontrado em secregdes de

outros tecidos ndo angiogénicos, tais como a saliva, leite e sémen. Nem a
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producao total de VEGF glandular e nem a produgao estromal correlaciona-se

com a proliferacéo endotelial (Gargett et al., 1999).

O VEGF que se correlaciona com a angiogénese endometrial é aquele
encontrado margeando e aderido aos neutréfilos, predominantemente na fase

proliferativa (Gargett & Rogers., 2001).

1.4. Sangramento uterino disfuncional

O sangramento uterino disfuncional ou enddcrino € diagndstico de
exclusao, isto é, ndo decorrente de doenga pélvica e/ou uterina benigna ou
maligna, nem de problemas extragenitais, como disturbios da coagulagao,
doencas sistémicas, endocrinopatias extra-ovarianas, uso de medicamentos
que interferem com a agao hormonal ou com os mecanismos de coagulagao,
ou relacionado a gravidez. E disturbio freqiiente, que pode ocorrer em qualquer
época do periodo reprodutivo da mulher, mas concentra-se principalmente em
seus extremos, isto €, logo apds a menarca e no periodo perimenopausa.

A menorragia é a manifestacdo clinica mais comum de sangramento
uterino disfuncional. E definida como perda menstrual que excede 80ml por
ciclo, e geralmente esta associada com anemia ferropriva e microcitica. A
menorragia € causa comum de histerectomias (Kucuk & Okuman, 2005)
afetando 10-30% das mulheres, e pode ocorrer na perimenopausa em 50%
delas (Ballinger et al., 1987). A percepgdo do sangramento menstrual varia
consideravelmente entre as mulheres. Portanto, o que pode ser normal para
uma mulher pode ser anormal para outra.

A quantificagdo exata da menorragia em cada paciente, através do

método hematina alcalina é dificil, cara, e necessita de um tempo prolongado



12

de avaliagédo (Halberg & Nilson, 1964), e menos de 50% destas pacientes terao
menorragia confirmada (Fraser et al.,1984). Muitas vezes, estas mulheres
apresentam depressao subclinica e tolerancia reduzida ao fluxo menstrual
(Greenberg., 1983).

A histéria menstrual detalhada sobre a quantidade de absorventes
diarios, tipo de absorventes (diurnos ou noturnos), a frequéncia de trocas (cada
30 min a 2hs), assim como o nivel de hemoglobina e a presenga de coagulos
s&o a avaliagdo clinica mais pratica (Warner et al., 2004).

O sangramento uterino disfuncional pode ser ovulatério e ndo ovulatério.
O sangramento uterino disfuncional estd presente na metade das mulheres
com sangramento uterino anormal (Ewenstein., 1996), sendo anovulatério em

aproximadamente 80% dos casos (Cameron.,1989; Fraser., 1989).

1.4.1. Sangramento disfuncional ovulatério

No sangramento uterino ovulatério, 90% da perda menstrual ocorre nos
trés primeiros dias do ciclo (Haynes et al.,1979). Nado ha nenhum disturbio no
eixo hipotalamo-hipofise-ovario. Nestes casos os niveis de gonadotrofinas e
horménios esterdides nao sao diferentes daqueles vistos no ciclo menstrual
normal (Eldred & Thomas., 1994). O sangramento uterino disfuncional
ovulatorio estda associado a diminuicdo da vasosconstricdo endometrial e
formagdo do coagulo hemostatico, portanto, ha defeito no controle do volume
de sangue que é perdido na menstruagao.

Muitos sistemas moleculares foram estudados nas mulheres com
sangramento uterino disfuncional ovulatorio assim como foram descritas

algumas anormalidades funcionais. As endotelinas, provavelmente agem nos
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receptores na interface endométrio-miométrio controlando o tempo normal de
menstruagdo (Cameron et al., 1992). Os niveis reduzidos de endotelinas
podem aumentar a perda de sangue. Marsh et al (1996) demonstraram baixa
imunorreatividade para as endotelinas no epitélio glandular e luminal nas
mulheres com menorragia do que o grupo controle.

Os vasos sanguineos de mulheres com sangramento uterino
disfuncional ovulatério foram avaliados pela histeroscopia (Hickey et al., 1996),
e estes vasos aparentemente eram similares aqueles das mulheres com ciclo
menstrual normal (Hickey et al., 1996,1998).

As prostaglandinas tém potente efeito vasoativo, e evidéncias fortes
sugerem papel importante dessas substancias na prevengdao da perda
menstrual excessiva (Baird et al., 1996). A liberagcdo de prostaglandina
endometrial € muito influenciada pelos niveis de esterdides circulantes (Smith &
Kelly.,1987). A prostaglandina F2a induz vasoconstricdo e a prostaglandina E2
e a prostaciclina (PGI2) induzem vasodilatagdo. A PGI2 também €& a mais
potente substéncia conhecida com efeito anti-agregante plaquetario e anti-
trombogénico. O aumento da prostaglandina total com desproporcional
aumento para PGE2 foi demonstrada em mulheres com sangramento uterino
ovulatério (Smith et al., 1981 a). Ha aumento de receptores para PGE2 e PGI2
predispondo assim a vasodilatagdo em mulheres com menorragia (Adelantado
et al., 1988). Além disso, ha aumento de sintese de PGI2 pelo miométrio e
endométrio (Smith et al., 1981 b). Os medicamentos antiprostaglandinas séo
efetivos no tratamento de sangramento ovulatério provavelmente por reduzir a
sintese endometrial de todas as prostaglandinas, mas também por inibir a

ligagdo de PGE2 em seus receptores.
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Os niveis dos receptores de estrogénio e progesterona podem estar
aumentados na fase secretora tardia nas mulheres com sangramento uterino
disfuncional ovulatério (Gleeson et al., 1993), e esses podem ser o0s
responsaveis pelos efeitos do aumento de estrogénio. Entretanto, outros
estudos ndo foram capazes de demonstrar diferencas de expressdo destes
receptores em mulheres com menorragia (Critchley et al., 1994).

Os mecanismos hemostaticos sdo muito importantes para limitar o
volume de perda menstrual. O aumento da PGI2 previne a agregagao
plaquetaria, e pode ser um importante fator que contribui para a fisiopatologia
do sangramento ovulatério (Smith et al., 1981 b). Os altos niveis de PGI2
também aumentam o ativador de plasminogénio tecidual, e assim eleva a
atividade fibrinolitica local (Gleeson et al., 1993) assim como a atividade
heparinica endometrial. A combinacdo de fibrindlise e atividade heparinica
aumentada limita a formagdo de trombos prejudicando a hemostasia. A
degranulacdo de mastoécitos durante a menstruagéo libera muitas substancias
incluindo heparina, que reduz a formagéo de fibrina e histamina, provocando
contragdes e espacgos entre as células do endotélio vascular, que juntos levam
a transudagédo e perda de hemacias. Em mulheres com sangramento uterino
ovulatério observa-se aumento da atividade enzimatica de lisossomos (Wang et
al., 2000). Esses fenbmenos podem contribuir para anormalidades do processo

ruptura e remodelagem endometrial.
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1.4.2.Sangramento uterino anovulatério

E reconhecido como sangramento irregular, prolongado e
frequentemente excesso causado por um disturbio da funcdo do eixo

hipotalamo-hipofise-ovario.

O quadro mais comum é visto na sindrome dos ovarios policisticos e nos
extremos da vida reprodutiva, isto €, nos anos perimenarca e perimenopausa.
Nesses estagios da vida, os ciclos anovulatérios sao frequentes, levando a
grande irregularidade menstrual e variabilidade da intensidade da perda

menstrual.

Os mecanismos exatos que provocam o0 sangramento anovulatério sao
incertos. Entretanto, o hiperestimulo estrogénico pode levar a excessiva
proliferacdo e hiperplasia endometrial com dilatacdo das veias e supressao das
arteriolas espiraladas. Os vasos, freqientemente demonstrados na superficie
do endométrio hiperplasico estdo tortuosos, largos e com parede fina. Esses
vasos tém fragilidade vascular aumentada podendo contribuir para o aumento
da perda de sangue. Portanto, o sangramento uterino disfuncional anovulatério
pode estar associado com disturbio da angiogénese, fragilidade dos vasos e
alteracdo no processo hemostatico (Ferenczy, 2003). A n&do oposigao
estrogénica tem efeito direto no suprimento sanguineo uterino pela redugao do
tbnus vascular e efeito indireto por meio da inibigdo de liberacdo das
vasopressinas (Akerlund et al., 1975) levando a vasodilatagdo e aumento do
sangramento uterino. O hiperestimulo estrogénico aumenta a expressao de
VEGF contribuindo para disturbio da angiogénese (Smith, 1998). Além disso, a
exposicao prolongada do endoméao estrogénio sintetiza menos PG e mais alta

propor¢ao de PGE do que PGF (Smith et al., 1982).
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A nao oposicao estrogénica também estimula a expressao estromal do

VEGF, que pode contribuir para disturbio da angiogénese (Smith et al., 1998).

Além disso, o endométrio exposto a prolongada acao estrogénica sintetiza
menos prostaglandinas com maior proporgao de prostaglandina E2, e menor de
prostaglandina F (Smith et al., 1982). Outro mecanismo que tem sido postulado
para o sangramento uterino anovulatério seria 0 aumento da produgéao de 6xido
nitrico, um fator relaxante derivado do endotélio, em resposta a ndo oposicao

estrogénica (Chwalisz & Garfield, 2000).

Um novo membro da superfamilia TGF B chamado de fator associado
ao sangramento endometrial (ebaf) ou TGF B4, é expresso transitoriamente no
endométrio de menstruagdo normal, e muito mais quando ha sangramento

anormal (Kothapalli et al.,2000).

1.5. Ativina A e folistatina no sangramento uterino disfuncional

A ativina A e a folistatina estdo co-localizadas nas células do endotélio
dos vasos endometriais, que sao fontes de ativina A (Jones et al., 2000; Jones
et al 2002). A ativina A inibe, enquanto a folistatina estimula a resposta
angiogénica ambos in vivo (McCarthy & Bicknell, 1993; Kozian et al., 1997) e
em cultura de células do endotélio (Kozian et al., 1997).Ao contrario, Maeshima
et al (2004) mostraram que in vitro ativina A estimula e a folistatina inibe a
tubulogénese. Portanto, a ativina A e a folistatina participam do processo de
angiogénese, e o desequilibrio deste sistema pode levar ao sangramento
uterino disfuncional. Assim, alteragbes nos niveis destas glicoproteinas
poderiam estar presentes no sangue menstrual de mulheres com sangramento

uterino disfuncional associado com anovulagéo.
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2. Objetivos
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Os objetivos do presente estudo foram:

1. Avaliar se a ativina A e a folistatina sdo mensuraveis no soro do sangue
menstrual.
2. Determinar se as concentracbes de ativina A e folistatina no sangue

menstrual estdo alteradas em mulheres com sangramento uterino

disfuncional.
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3. Metodologia
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3.1 Sujeitos da Pesquisa

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Minas Gerais (protocolo 466/04) e todas as pacientes
deram seu consentimento informado por escrito. As pacientes foram recrutadas
na Unidade de Atendimento Basico | do Floramar da Prefeitura de Belo
Horizonte (PBH), com permissdo do Comité de Etica em Pesquisa da PBH.

Foram incluidos dois grupos de participantes, como especificado na tabela 1.

Tabela 1 — Caracteristicas dos grupos de estudo

Controle (n = 15) Sangramento Uterino

Disfuncional (n = 12)

Idade (anos) 329+2.2 41,1+£21*
IMC (kg/m?) 25,8+1,0 24,0+ 1,1

Duracédo da menstruacao 40+£0,3 9,5+0,6"

(dias)

Volume uterino (cm?) 99,6 £ 10,6 101,8 £9,2

Os dados sao expressos como média + erro padrao. * p<0,05 (teste t de

Student)

O grupo controle, composto de 17 mulheres com ciclos menstruais
regulares, que solicitaram a insergédo de dispositivo intrauterino com finalidade
de anticoncepgdo. As idades variaram de 19 a 44 anos (média de 33 anos).
Todas as mulheres deste grupo relataram ciclos menstruais com intervalo (26 a

31 dias) e duragédo (2 a 5 dias) dentro dos limites da normalidade. Exame
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ginecoldgico, Papanicolau e ultra-sonografia endovaginal foram feitos antes da
inclusdo no estudo, e todos os foram normais. Nenhuma das mulheres havia

usado medicamentos hormonais nos ultimos trés meses.

O segundo grupo incluiu 12 mulheres com sangramento irregular,
volumoso e/ou com coagulos que, apdés a exclusdao de outras causas que
pudessem levar ao sangramento uterino anormal, foram diagnosticadas como
sangramento uterino de causa disfuncional. A avaliagdo do volume de sangue
foi baseada na escala analogica de perda sanguinea (Higham et al., 1990). O
padrdo de sangramento observado em todas as pacientes foi compativel com
sangramento uterino disfuncional anovulatério, embora n&o tenha sido possivel
comprovar a anovulagéo por métodos objetivos.

As integrantes desse grupo tinham idades variando entre 31 e 49 anos
(média de 41 anos) e foram recrutadas contemporaneamente ao grupo
controle, na mesma unidade de cuidados primarios. Estas pacientes nao
estavam gravidas e nao apresentavam qualquer evidéncia clinica ou ultra-
sonografica de doenga pélvica ou uterina, e tinham o colo uterino normal ao
exame especular e Papanicolau. A contagem de plaquetas, TSH e prolactina
estavam dentro dos valores de referéncia. Os indices hematimétricos foram
avaliados e constatou-se anemia microcitica hipocrémica em 6 das 12
pacientes (50%). Mulheres com doengas hepaticas ou renais ndo foram
incluidas. Além disso, nenhuma das pacientes havia usado medicamento
hormonal nos ultimos trés meses.

Os critérios de inclusdo e exclusdao do estudo estdo resumidos no

quadro que se segue.
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CRITERIOS DE INCLUSAO

GRUPO | OU CONTROLE:

Mulheres entre 18 e 50 anos de idade

Ciclos menstruais regulares

Candidatas a insercédo de DIU com finalidade de contracepc¢ao

Nao estar em uso nem haver usado medicamento hormonal nos trés meses que
antecederam a pesquisa

GRUPO Il OU GRUPO COM SANGRAMENTO UTERINO DISFUNCIONAL.:

Idade entre 18 e 50 anos de idade

Mulheres com sangramento uterino volumoso, confirmado pela escala analdgica
de perda sanguinea;

Nao estar em uso nem haver usado medicamento hormonal nos trés meses que
antecederam a pesquisa

CRITERIOS DE EXCLUSAO:

Miomas uterinos

Endometriose

Adenomiose

Cistos ovarianos

Tumor de Ovario

Usuaria de contracepg¢ao hormonal ou em uso de horménios
Hipotireoidismo ou hipertireoidismo
Hiperprolactinemias

Hepatopatias

Nefropatias

Coagulopatias

3.2 Coleta de amostras

As amostras de sangue menstrual foram coletadas na regido externa da

cérvix uterina por aspiragdo delicada com seringa de 1 ml, sem agulha. Ao

mesmo tempo, amostras de sangue periférico foram coletadas da veia da

regido antecubital a direita. O soro foi separado por centrifugagao a 3.000 rpm

durante 10 minutos e estocado a —-20°C até o momento das dosagens

hormonais.
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3.3. Dosagem de Ativina A

As concentragdes de ativina A foram medidas por meio de ensaio
imunoenzimatico (ELISA) de duplo anticorpo, adquirido do Diagnostic System
Laboratories —DSL (Webster, TX), conforme descrito por Knight et al. (1996),
com pequenas modificagdes (Figura 3).

Inicialmente, as amostras de soro foram pré-tratadas com aquecimento a
100°C na presenca de dodecil sulfato de sédio (SDS). Cem microlitros das
amostras pré-tratadas e igual volume dos padrdes de ativina A foram pipetados
na placa de ELISA revestida com o anticorpo primario (IgG anti-ativina A). Em
seguida, um outro anticorpo monoclonal anti-ativina A conjugado com enzima
(25 pl) foi adicionado e incubado por duas horas a temperatura ambiente em
agitacéo orbital a 600 rpm.

A placa de ensaio foi rigorosamente aspirada, lavada por 5 vezes com
detergente n&o-ibnico diluido em salina tamponada (solugdo de lavagem,
integrante do kit) e invertida sobre material absorvente até a secagem
completa. O cromogeno tetrametilbenzidina (TMD) (100 pl) foi adicionado e
incubado a temperatura durante 10-15 min sob agitacdo constante a 600 rpm.
A reacéo foi interrompida pela adi¢do de acido sulfurico 0,2 M (100 pl) assim
que o pogo de referéncia (padrao zero) comecgou a apresentar cor visivel. A
placa foi submetida a leitura de absorbancia a 450 nm em um leitor de ELISA
modelo EL-340 (Bio-Tek Instruments, Winooski, VT, USA).

Todas as medidas foram feitas em um unico ensaio, em duplicata, sem
que o examinador pudesse reconhecer a que grupo pertenciam as amostras.

Este ensaio ndo tem nenhuma reag¢ao cruzada com outras ativinas, inibinas ou
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folistatina. O limite de deteccgéo para ativina A € 0,1 ng/ml e o coeficiente de

variagao intra-ensaio é de aproximadamente 5%.

Placa de Elisa revestida

. com Anticorpo primario - Amostra de soro pré-
Placa de Elisa IgG anti-ativina A tratada na placa de Elisa,

e g

L) hotd &' s

Adic&o de anticorpo adicdio de Cromogeno  Reacdo interrompida com
monoclonal anti-ativina A tetrgmetil benzidina,  acido sulfurico e leitura no
conjugada com enzima. espectrofotdmetro.

_ Incubacdo 10 a 15 min.
Incubagdo 02 hs..

Figura 3 — Dosagem de Ativina A pelo método ELISA

3.4 Dosagem de Folistatina

As concentragdes de folistatina foram medidas por meio de ensaio
imunoenzimatico (ELISA) de duplo anticorpo, adquirido do Diagnostic System
Laboratories —DSL (Webster, TX), como descrito previamente (Evans et al.,
1998; D'Antona et al., 2000), com pequenas modificagdes.

Inicialmente, as amostras de soro foram aquecidas a 100°C na presenca
de SDS. Cinquenta microlitros das amostras pré-tratadas e igual volume dos
padroes de folistatina humana recombinante foram pipetados na placa de
ELISA revestida com o anticorpo primario (IgG anti-folistatina). Apdés o

acréscimo do tampao do ensaio, a placa foi pré-incubada a temperatura
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ambiente por 1 hora sob agitagdo constante. A placa de ensaio foi
rigorosamente aspirada, lavada com detergente nao-i6nico diluido em salina
tamponada (solugdo de lavagem, integrante do kit) e invertida sobre material
absorvente para secagem. O segundo anticorpo monoclonal anti-folistatina,
conjugado com enzima (25 pl), foi adicionado e incubado por 30 minutos a
temperatura ambiente em agitacdo orbital a 600 rpm, seguido por nova
lavagem e secagem da placa.

A reacdo com TMB e a leitura da absorbéancia foram feitas como descrito
para o ensaio da ativina A. Todas as medidas foram feitas em um unico ensaio,
em duplicata, sem que o examinador pudesse reconhecer a que grupo
pertenciam as amostras. O ensaio tem um limite de detecgao de 20 pg/ml e o

coeficiente de variagao intra-ensaio € de aproximadamente 9%.

3.5 Analise estatistica

Depois da confirmacédo da distribuicdo normal, dados foram expressos
como média +- do erro padrao e testado por ndo pareado (entre grupos) ou
pareado (entre as pacientes) teste t.

O coeficiente de Person foi calculado para testar a correlagdo linear
entre concentragcbes do mesmo horménio em diferentes sitios (sangue
perférico e menstrual) e entre ativina A ou folistatina. A significancia estatistica

foi p<0.05.
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Resultados
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4.1. Identificagao de ativina A e folistatina no sangue menstrual de
mulheres com ciclos regulares (grupo controle)

As amostras de sangue menstrual do grupo controle apresentaram
concentragbes mensuraveis de ativina A (amplitude = 3,13 ng/ml a 5,00 ng/ml)
e de folistatina (1,99 ng/ml a 6,51 ng/ml).

Como mostra a Figura 4, as concentragdes de ativina A foram quatro
vezes mais altas no soro do sangue menstrual (média + erro padréo = 4,24 +
0,19 ng/ml) do que no soro do sangue periférico (1,00 + 0,16 ng/ml, p<0,001,
teste t pareado). As concentragdes de folistatina foram cerca de oito vezes
maiores no sangue menstrual (3,94 + 0,49 ng/ml) do que no sangue periférico

(0,49 + 0,05 ng/ml, p<0,001, teste t pareado) (Figura 5).

4.2. Alteracdes associadas ao sangramento uterino disfuncional

A concentragdo média de ativina A foi significamente mais baixa em
mulheres com sangramento uterino disfuncional comparadas ao grupo controle,
seja no sangue menstrual (2,70 + 0,42 ng/ml, p<0,01 vs. controle, teste t), seja
no sangue periférico (0,23 £+ 0.03 ng/ml, p<0,001 vs. controle, teste t, Figura 4).

Os niveis de folistatina foram significantemente mais baixos no soro do
sangue menstrual de mulheres com sangramento uterino disfuncional (1,24 +
0,22 ng/ml) comparado com os controles (p<0,01). No soro periférico, todavia,
as concentragdes de folistatina no grupo com sangramento uterino disfuncional
(0,62 £ 0.09 ng/ml) foram semelhantes as do grupo controle (Figura 5).

No soro periférico, a razdo ativina A / folistatina foi significantemente
mais baixa no grupo de mulheres com sangramento uterino disfuncional

comparado com o grupo controle (p<0,01, Figura 6). Contudo, no soro
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menstrual de pacientes com sangramento uterino disfuncional, a folistatina foi
muito mais reduzida do que a ativina A, comparado com o grupo controle.
Consequentemente, a razao ativina A / folistatina foi mais alta (p< 0.05) em

pacientes com sangramento uterino disfuncional (Figura 6).
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Ativina A (ng/ml)
Y ¢

L

*

0 |
Controle SuUD Controle SuUD

Periférica Menstrual

Figura 4: Concentragdes de ativina A no soro menstrual e periférico dos grupos
controle e com sangramento uterino disfuncional (SUD). Os dados s&o

expressos como média + erro padrao.

*p<0.01 vs. controle (teste t ndo-pareado); + p<0.01 vs. periférica (teste t
pareado).
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Folistatina (ng/ml)

L/ I

Controle SuD Controle SuUD

Periférica Menstrual

Figura 5: Concentragbes de folistatina no soro menstrual e periférico dos
grupos controle e com sangramento uterino disfuncional (SUD). Os dados s&o
expressos como média + erro padrao.

*p<0.01 vs. controle (teste t ndo-pareado); + p<0.01 vs. periférica (teste t

pareado).

*

, |

Controle SuUD Controle SuUD

Ativina A / Folistatina

Periférica Menstrual

Figura 6: Razdo entre as concentragbes de ativina A e folistatina no soro
menstrual e periférico dos grupos controle e com sangramento uterino
disfuncional (SUD). Os dados sé&o expressos como média + erro padrao.

*p<0.01 vs. controle (teste t ndo-pareado); + p<0.01 vs. periférica (teste t

pareado).
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4.3. Analises de correlagao

Nao houve correlagcdo entre as concentragdes de ativina A menstrual e
suas respectivas concentragdes no soro periférico, como ilustra a Figura 7.
Também ndo se observou qualquer correlacdo entre as concentracbes de

folistatina no soro menstrual e periférico (Figura 8).
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Figura 7 — Auséncia de correlag&o entre as concentragdes de ativina A no

sangue menstrual e periférico.
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Figura 8 — Auséncia de correlagéo entre as concentragdes de folistatina no

sangue menstrual e periférico.
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5. Discussdao
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O primeiro achado deste estudo foi que o sangue menstrual humano
contém altas concentracbes de ativina A e folistatina. Enquanto o pool de
ativina A e folistatina no sangue periférico provém de muitas fontes, tais como
ovario, cérebro, hipdfise, tiredide, cortex adrenal, pancreas, figado, bago e
medula 6ssea (Luisi et al 2001), as altas concentragcdes dessas proteinas no
sangue menstrual sugerem uma importante contribuigdo do endométrio. De
fato, o fluido de lavado endometrial contém altas concentragbes de ativina A
(Petraglia et al 1998). Estudos anteriores demonstraram a presenca de
folistatina em vesiculas de secrecéo ao longo da superficie apical de células do
epitélio glandular, sugerindo que a folistatina pode ser liberada pelas glandulas
endometriais para dentro do lumen uterino (Jones et al 2002 b).

O segundo aspecto que nos observamos no presente estudo foi que o
grupo com sangramento uterino disfuncional tém concentragées mais baixas de
ativina A e folistatina no sangue menstrual comparado com o grupo controle.
Essa caracteristica no grupo com sangramento uterino disfuncional poderia ser
um reflexo da auséncia ou incompleta decidualizacdo endometrial,
desorganizagdo da angiogénese, ou mesmo uma diminuicdo da capacidade
secretora glandular, entre outros mecanismos em potencial.

A decidualizagao endometrial € uma seqliéncia complexa de alteracdes
morfolégicas e funcionais que se inicia nas células estromais imediatamente
sob as arteriolas espiraladas e espalha-se progressivamente através do
endométrio se a gravidez é alcangada (Bell.,1991), caso contrario ocorre a
menstruacdo. As células estromais antes da decidualizagao sao fusiformes e
com o processo tornam-se arredondas e muito eosindfilas. Funcionalmente, as

células estromais decidualizadas sio distintas das células estromais néao
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decidualizadas, pois produzem e secretam diversas citocinas, fatores de
crescimento e proteases, que contribuem para a adequada invasdao do
trofoblasto ou fluxo menstrual normal. Esse processo, comandado pela
progesterona, é falicilitado por fatores autdcrinos e paracrinos, incluindo a
prolactina (Maslar et al.,1979), horménio liberador de corticotrofina, PGE2 e
interleucina-11 (Frank et al.,1994; Zoumakis et al.,2000; Dimitriadis et al.,2002).
A ativina A estimula a decidualizagdo endometrial in vitro (Jones et
al.,2002), ao passo que as células estromais decidualizadas produzem dimeros
de ativina A em grande quantidade (Jones et al., 2000, Petraglia et al., 1998.,
Leung et al., 1998). As varias ag¢des paracrinas da ativina A na regulagdo da
diferenciagado celular, remodelagem tecidual e processo inflamatério séo
consistentes com os eventos da decidualizagéo (Jones et al 2006).

A relagado entre progesterona e ativina A é reforcada pelo fato que
ativina A é secretada para dentro do fluido uterino em quantidades crescentes
da fase proliferativa para a fase secretora, e pela correlagdo positiva entre os
niveis de ativina A no fluido uterino e a espessura endometrial, morfologia
endometrial e o dia do ciclo menstrual (Florio et al., 2003). Embora nés nao
tenhamos medido os niveis de progesterona nos dias anteriores a amostragem
de sangue feita no presente estudo, a falta de estimulagdo da progesterona na
fase lutea parece ser um mecanismo plausivel para explicar os baixos niveis de
ativina A no soro menstrual de mulheres com sangramento uterino disfuncional,

pois o padrao de ciclos sugere que elas seriam oligo/anovulatorias.

O processo de diferenciagao endometrial, menstruagao e placentacéo
envolve remodelagem da vasculatura endometrial. A angiogénese ocorre no

endométrio durante a menstruagao, para o reparo do leito vascular; durante a
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fase proliferativa, para rapido crescimento do endométrio; e na fase secretora,
para desenvolvimento das arteriolas espiraladas e crescimento do plexo capilar
subepitelial (Gargett & Rogers, 2001). No sangramento uterino disfuncional
anovulatério, as arteriolas espiraladas estdo frequentemente diminuidas e o

numero de capilares venosos esta aumentado (Ferenczy, 2003).

A angiogénese endometrial é regulada pelo balango dos inibidores e
promotores da angiogénese. Durante o episédio de crescimento dos vasos, o
balanco esta a favor dos promotores, mas quando ha cessacdo da
angiogénese o balancgo esta a favor dos inibidores (Hanahan & Folkman, 1996).
A ativina A inibe, enquanto a folistatina estimula a resposta angiogénica em
modelos animais in vivo (McCarthy & Bicknell, 1993; Kozian et al., 1997). O
contrario, todavia, foi observado em cultura de células endoteliais da aorta de
bovino, nas quais a ativina A estimulou a formagao de capilares (Maeshima et

al., 2004).

No6s demonstramos que a folistatina esta diminuida mais intensamente
do que ativina A no sangue menstrual de mulheres com sangramento uterino
disfuncional. Sendo assim, a razdo ativina A / folistatina € mais alta neste
grupo, o que poderia tanto agravar como atenuar os disturbios da angiogénese
endometrial nessas mulheres. Os desequilibrios da angiogénese endometrial
podem gerar microvasculatura alterada, que provavelmente contribui para
maior perda sanguinea. Contudo, ndo se pode inferir de nossos dados se as
alteracdes locais da ativina A e folistatina estdo diretamente relacionadas com

a angiogénese em mulheres com sangramento uterino disfuncional.

A populagdo de leucécitos no endométrio varia durante o ciclo

menstrual, e ha maior influxo de leucdcitos na fase secretora tardia. Os



36

macrofagos e mondécitos produzem ativina A em resposta a citocinas proé-
inflamatdrias, como a interleucina-1, fator de necrose tumoral q, y interferon, e
lipopolissacaride (Yu et al.,1997; Shao et al.,1998). Outras acdes anti-
inflamatdrias tém sido propostas para ativina A, uma vez que foi demonstrada
sua capacidade de inibir as acdes bioldgicas de interleucina-6, abolindo a
indugdo da resposta inflamatéria da fase aguda (Jones et al.,2000). Assim, &
possivel que o acumulo de ativina A no sangue menstrual reflita ndo apenas a
atividade das células epiteliais e estromais do endométrio, mas também a
infiltracao leucocitaria e a resposta inflamataria local.

Os macrofagos também expressam MMPs, que estdo aumentadas com
a queda da progesterona (Salamonsen et al., 1997). As MMPs estéo
envolvidas com a ruptura e angiogénese endometrial (Salamonsen et al., 1999;
Stetler-Stevenson.,1999). A angiogénese ¢ facilitada por essas proteases, pois
as ceélulas do endotélio necessitam de atividade proteolitica para degradar suas
membranas basais, para migrarem e invadir a matriz extracelular. Além disso,
os macréfagos sao fonte de VEGF (Smith, 1998). A produgéo de VEGF e o
aumento pré-menstrual do numero de macréfagos levariam a uma adequada
revascularizagcdo endometrial. A ativina A estimula a produgdo endometrial de
pro-MMP-2, -3, -7, -9 e MMP-2 ativa (Jones et al. 2006). A secre¢gao de MMPs
€ inibida pela folistatina, mas de maneira mais importante pela inibina A, que
age juntamente com a progesterona para suprimir a produgdo das MMPs e
manter a integridade endometrial até que inicie a menstruagao (Jones et al.,
2006). Os baixos niveis de ativina A endometrial no grupo com sangramento
uterino disfuncional comparado com o grupo controle poderiam ser outro

mecanismo para explicar a anormalidade menstrual. A produgédo deficiente
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destas MMPs pode contribuir para ruptura anormal do endométrio e
anormalidades no sangramento menstrual (Salamonsen et al., 2000).

Também no soro periférico, observamos concentragdo mais baixa de
ativina A em mulheres com sangramento uterino disfuncional. E improvavel que
a idade mais avancada explique tal diferenca, pois esse hormonio ndo se altera
significativamente com a idade (Loria et al 1998). O ovario tem sido apontado
como o lugar primario de sintese de ativina A e folistatina. O fato de que as
mulheres com sangramento uterino disfuncional sdo predominantemente
anovulatérias (Cameron, 1989; Fraser, 1989) levanta a questdo se a
anovulacgao crénica poderia resultar em concentracdes mais baixas de ativina A
em circulagdo. As concentracdes periféricas de ativina A e a razao entre a
ativina A /folistatina estdo reduzidas em mulheres com sindrome dos ovarios
policisticos, uma condigdo caracterizada por anovulagao crbénica (Muttukrishna
et al 2000; Norman et al., 2001), similarmente ao que nés encontramos no
grupo das mulheres com sangramento uterino disfuncional. Entretanto, os
niveis de ativina A se mantém praticamente constantes através do ciclo
menstrual (Muttukrishna et al., 1996b), e mesmo depois da menopausa (Burger
et al.,, 1998), o que argumenta contra um impacto significativo da anovulagéo
sobre o pool circulante de ativina A. A variagao sérica de ativina A durante o
ciclo menstrual € muito menor do que a observada para as inibinas (Knight et
al., 1996; Muttukrishna et al., 1996b). Essas evidéncias apontam para fontes
extragonadais de ativina A; logo, é possivel que a baixa concentragéo periférica
de ativina A que encontramos nas pacientes com sangramento uterino
disfuncional, durante a fase menstrual, se deva a baixa produgdo endometrial

do horménio.



38

As concentragdes periféricas de folistatina ndo se alteraram no grupo
com sangramento uterino disfuncional comparado com o grupo controle. Este
fato, combinado com a grande diferenga observada entre os grupos quanto a
concentragao de folistatina no sangue menstrual, sugere que o endométrio néo
contribui significativamente para o pool de folistatina circulante. A concentragéo
de folistatina no fluido folicular excede a concentragao periférica em
aproximadamente 100 a 200 vezes (Erickson et al., 1995; Khoury et al., 1995;
Muttukrishna et al., 1996; Evans et al., 1998), mas os niveis séricos s&o
similares em mulheres eugonadais, mulheres com amenorréia hipotalamica e
mulheres ooforectomizadas (Khoury et al.,1995) ou submetidas a supresséo
ovariana com a administragdo de analogo de hormoénio liberador de
gonadodrofinas (Kettel et al., 1996).

O desenvolvimento de imunoensaios para a folistatina tem sido
complicado devido a certas caracteristicas da molécula, tais como a existéncia
de diferentes isoformas. A folistatina 288 é predominante no fluido folicular
humano, enquanto a principal forma sérica é a folistatina 315 (Schneyer et al.,
1996), que parece funcionar como um reservatorio de ativinas, por impedir a
sua protedlise e garantir a distribuicdo regular da ativina em varios tecidos
(Delbaere et al., 1999). Os achados deste estudo restringem-se a isoforma 315
e ndo podem ser extrapolados para a folistatina 288, cuja expressdo também ja

foi demonstrada no endométrio humano.
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6. Conclusdo
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Em concluséo, ativina A e folistatina sdo altamente concentradas no
sangue menstrual e sdo relativamente mais baixas em mulheres com

sangramento uterino anormal disfuncional.

A analise quantitativa de ativina A e folistatina no soro menstrual pode

ser um importante marcador clinico da fun¢gdo endometrial.
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SISTEMA VISUAL DE AVALIAGAO DA PERDA SANGUINEA (SVPS)

Como usar o SVPS:

Durante o periodo de sangramento uterino anormal registrar o uso dos
tampdes e/ou absorventes colocando uma marca do registro sob o dia ao lado
da caixa que representa como manchado seus absorventes cada vez vocé
troca-los.

Anotar os tamanhos dos coagulos indicando se sdo do tamanho de uma
moeda de 1centavo ou 50 centavos naqueles dias que inundam todo o
absorvente. Por exemplo, sob o dia 1 vocé pode dizer 1 de 50 centavos e 3 de
1 centavo.

Anotar todos os vazamentos fazendo o registro dos coagulos que
inundam o absorvente sob o dia critico.

Contagens:

Um absorvente levemente manchado marcara 1 ponto, um absorvente
moderadamente manchado 5 pontos, um absorvente inteiramente manchado
marcara 20 pontos.

Um tampao levemente manchado marcara 1 ponto, um tampao
moderadamente manchado 5 pontos e um tampao inteiramente manchado
marcara 10 pontos.

Um coagulo do tamanho de uma moeda de 1centavo marca 1 ponto; um
coagulo do tamanho de uma moeda de 50 centavos marca 5 pontos; e
vazamentos, também marcam 5 pontos.

Resultados:

Uma vez que vocé terminou o periodo acima de suas contagens, uma
contagem de 100 ou mais pode indicar que vocé tem sangramento uterino
anormal, e vocé deve ser avaliada pelo ginecologista. Entretanto, se sua
contagem for menos de 100 e vocé tem preocupagdes sobre a quantidade do
seu fluxo menstrual vocé deve sempre consultar seu ginecologista.
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Higham et al, (1990), Assessment of menstrual blood loss using a pictorial
chart, British Journal of Obstetrics & Gynaecology, 97, pp734-739.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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