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Abreviações: 
 
 Sistema Imune Inato (SII) 

Sistema Imune Adaptativo (SIA) 

Proteína ácida do soro do leite (WAP - whey acidic protein) 

Inibidores da protease secretada por leucócitos (IPSL) 

Célula “Natural Killers” (NK) 

Interleucina 8 (IL-8) 

Receptores Toll-like Receptor 4 (TLR4) 

Peptídeos Antibióticos Naturais (PAN), 

Precursor da elafina-ESI (PELESI) 

Antileucoprotease derivada da pele (SKALP) 

Lipopolissacarídeos (LPS) 

β-defensinas humanas (HBD): 

Interleucina 1β (IL-1β) 

Fator de necrose tumoral α (TNF-α) 

Fator de crescimento tumoral β2 (TGFβ2) 
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Introdução 

O Trato genital feminino devido as suas características anatômicas e funcionais encontra-se 

sujeito a constante agressão por agentes patógenos. A vagina e a ectocervix são locais que 

apresentam bactérias comensais, como o Lactobacillus acidophillus, mas também servem 

como porta de entrada para outros microrganismos responsáveis por diversas infecções 

secundárias. O endométrio e a tuba de Falópio, por sua vez, são ambientes estéreis. Quando 

os agentes infecciosos se instalam na tuba de Falópio, ocorre um processo inflamatório 

agudo, denominado de salpingite, que, quando não tratado adequadamente, evolui para um 

processo crônico, conhecido como hidrossalpinge (1) 

 

A função básica dos mecanismos de defesa do organismo é combater a infecção através do 

processo inflamatório. Este processo compreende no reconhecimento e destruição do 

agente agressor. Entretanto, existe a necessidade de mecanismos que controlem a extensão 

da destruição, uma vez que podem ocorrer lesões dos tecidos sadios (2). O Sistema Imune 

Inato e o Adaptativo são fundamentais na manutenção da homeostase e na proteção deste 

micro-ambiente, entre os fatores envolvidos nesta proteção, podemos citar as moléculas 

elafina e o inibidor da protease secretada pelos leucócitos (3). Quando ocorre um 

desequilíbrio nesse processo, em especial no trato genital feminino, podem ocorrer sequelas 

teciduais como, por exemplo, a hidrossalpinge, que por sua vez tem influência sobre a 

receptividade endometrial (4).  

 

A hidrossalpinge é uma das causas de infertilidade e, quando presente, compromete os 

resultados das fertilizações in vitro (5). Essa dissertação irá primeiramente, rever os 
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conceitos sobre o Sistema Imune Inato (SII) e a hidrossalpinge. A posteriori, estudará a 

influência da hidrossalpinge sobre a expressão da elafina no endométrio. 
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Revisão da Literatura 

Sistema Imune Inato  

 
O sistema de defesa dentro das suas atribuições está adaptado para atuar no trato genital 

feminino, o qual sofre alterações hormonais e modificações celulares, principalmente 

durante a menstruação, quando ocorre a morte celular e atividade de necrose. 

O Sistema Imune Inato é a primeira linha de defesa do corpo humano e possui uma 

capacidade de reação rápida, quando comparada ao Sistema Imune Adaptativo (SIA) (3).   

O SII, além proteger, deve permitir as funções fisiológicas que incluem a fertilização, 

implantação, gravidez e parto (6).  

O SII utiliza diferentes mecanismos de defesa na superfície epitelial, tais como, a alteração 

do pH do ambiente e a ativação dos antibióticos naturais (7). No momento em que, esta 

primeira linha de defesa é ultrapassada por patógenos, como vírus, fungos e bactérias, 

ocorre a ativação dos receptores toll-like (7;8). Esses receptores, localizados nos tecidos, 

determinam a síntese e liberação dos antibióticos naturais, tais como as defensinas, e as 

proteínas que apresentam um motivo da proteína ácida, do soro do leite (WAP - whey 

acidic protein) (9). As proteínas com motivo WAP incluem os inibidores da protease 

secretada por leucócitos (IPSL) e a elafina, que apresentam uma ação citotóxica contra os 

patógenos (8). A elafina e o IPSL são 40% homólogos e promovem ações, tanto nos tecidos 

afetados, como nos tecidos adjacentes, mobilizando células com capacidade fagocítica, 

como os neutrófilos. Os neutrófilos representam o principal sistema de defesa celular 

contras às infecções. Este sistema envolve mitoses, liberação de mediadores angiogênicos e 
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de neovascularização, recrutamento e amadurecimento dos neutrófilos, quimiotaxia dos 

linfócitos T e monócitos, células “Natural Killers” (NK) e macrófagos; também participam 

deste sistema de defesa as imunoglobulinas e ativação da cascata do complemento(10).  

Na fase aguda da infecção, ocorre o estímulo de neutrófilos secretores de elastases, entre 

outras proteases. Todos estes mecanismos, além de estarem envolvidos no processo de 

destruição dos patógenos, são simultaneamente determinantes do processo inflamatório 

(10). A reação inflamatória na zona conflagrada e nos tecidos adjacentes promove lesões 

celulares e epiteliais consequentes da ação de proteases tais como a elastase, proteinase 3, 

catepsina G, metaloproteinases e cisteina (10-13). As proteases são enzimas secretadas 

dentro do fagossoma e possuem grande poder destruidor, sendo somente liberadas no meio 

extracelular, em circunstância de necessidade extrema. A elastase liberada pelos neutrófilos 

regula positivamente a produção de interleucina 8 (IL-8), a qual é um potente 

quimioatrativo para os neutrófilos. Essa regulação positiva da IL-8 pela elastase dos 

neutrófilos ocorre devido a ligação na superfície das células, com os receptores Toll-like 

Receptor 4 (TLR4) (14). Como consequencia da liberação de elastase no meio, pode 

ocorrer uma destruição sem controle do tecido adjacente (15). Para controlar essa 

destruição a elafina, IPSL e os Peptídeos Antibióticos Naturais (PAN), com ação anti-

protease, possuem papel fundamental, agindo como fatores de proteção e controle da reação 

inflamatória (16;17). 

 

Elafina  

A elafina vem sendo pesquisada desde a década de 70 sobre uma variedade de nomes, entre 

eles, podemos citar inibidor específico de elastase, precursor da elafina-ESI (PELESI), 
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antileucoprotease derivada da pele (SKALP) e trapina2 (18-22) ou trappin-2 (23). Ela 

pertence à família de proteínas conhecida como “Trappin Gene Family” 

(TRansglutaminase ;domínio wAP, contendo ProteINa) (9). O gene da elafina codifica uma 

proteína com massa molecular de 9,9 kDa, constituída de 117 aminoácidos (9).   

A elafina está presente, principalmente nas mucosas e tecidos, dos seres humanos, tanto em 

adultos (24), como de fetos (25;26). A Elafina é um lipopolissacarídeo com ação 

antimicrobiana (27;28), e também atua sobre o controle da função das proteases: elastase e 

protease-3 (9).   

 

A elafina apresenta dois domínios funcionais (Figura 1), um terminal carboxílico (C-

terminal) com função de inibir a atividade da protease, que se dobra numa estrutura com 

um centro, com quatro ligações dissulfídicas ou também conhecido como domínio WAP, e 

um terminal amino (N-terminal) flexível, composto de múltiplas repetições de seis 

peptídeos glicina, glutamina, aspartato, prolina e valina (GQDPVK) contendo uma 

sequencia característica de valina, lisina, glicina e glutamina (VKGQ) referido como 

“cementoin” ou “trappin”, que promove substrato para enzima transglutaminase. Este 

segundo domínio permite a enzima interagir no ambiente extracelular e no interior dos 

polímeros determinando a sua segunda ação: bactericida natural (9;29). 

 

 

Ricardo Savaris � 5/2/11 1:13 PM
Deleted: Figura 1
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Figura 1. Interação entre a elastase e o domínio inibitório da trapina-2 (SKALP/elafina). 
(a) desenho da estrutura básica do domínio da trapina-2 humana (SKALP/elafina). O 
domínio indicado (Treonina 11 – T11; Glutamina 57 – Q57) correspondem aos resíduos 
71±117 do precursor da trapina-2. Os locais de interação com a elastase são Alanina 24 
(A24), metionina 25 (M25) e leucina 26 (L26) (b) elastase (c) estrutura elastase/trapina-2 
(Retirado de Schalkwijk J et al. Biochem J 1999; 340 ( Pt 3):569-577)(9).  

 

Esta proteína possui uma importância significativa na interação entre o SII e o SIA. A ação 

antiprotease tem como objetivo evitar a lise celular excessiva e consequentemente 

destruição tecidual descontrolada, desencadeada pelas proteases durante o processo 

inflamatório (29;30). 
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Em seres humanos, foram identificados cinco tipos diferentes de trapinas, entretanto 

existem poucos dados sobre a real atividade destas proteínas (29). 

 

A elafina é encontrada nos neutrófilos endometriais (localizada com a elastase neutrofílica) 

e a sua expressão no endométrio é maior no final do período secretor e durante período 

menstrual, sendo que, nas outras fases do ciclo menstrual, a sua expressão é ocasional (31).  

 

Enquanto o IPSL é capaz de inibir a elastase, catepsina G, tripsina, triptase entre outras, a 

elafina possui uma ação mais restrita e específica contra a elastase e a protease 3, 

justificando o nome inicial recebido de inibidor específico da elastase (8). 
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A  Tabela 1 apresenta algumas das funções da elafina, além da atividade antiprotease 

 Tabela 1. Funções conhecidas da elafina 

Atividade Referência  

1. Antibactericida (32-35) 

2. Anti-inflamatória 

• Inibição do recrutamento do infiltrado inflamatório 

• Inibição da ativação do NF-k B 

 

(36;37) 

(38) 

3. Preparo da Imunidade Inata 

• Quimiotaxia dos neutrófilos 

• Inibição da regulação negativa mediada por neutrófilos das 

atividades induzidas pelo C5a em outros neutrófilos. 

• Aumento da resposta aos lipopolissacarídeos (LPS) in vivo e 

in vitro 

 

(39;40) 

(41) 

 

(39;40,42) 

 

4. Remodelação tecidual e diferenciação celular 

• Envolvimento no desenvolvimento da glândula salivar 

 

(26) 

 

Elafina em outros órgãos 

 

A elafina é expressa em diferentes tecidos, em especial nas mucosas, quase sempre 

relacionada à ação antiinflamatória. Ela está associada aos processos inflamatórios crônicos 

pulmonares (43) e cutâneos, como a psoríase(44). Além disso, ela também é expressa nas 

glândulas submandibulares (26) e em processos inflamatórios crônicos do trato 

gastrointestinal, como na Doença de Crohn (45). 

Ricardo Savaris � 5/2/11 1:13 PM
Deleted: Tabela 1
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Estéril 

Não estéril 

 

 Em indivíduos transplantados, a elafina está envolvida com os eventos de rejeição (37). 

 

O Sistema Imune Inato no trato genital feminino 

Do ponto de vista de defesa contra os patógenos, a cérvix uterina é um divisor entre dois 

ambientes (Figura 2). Um estéril composto pelo endométrio, miométrio e tubas uterinas, 

essas últimas em contato direto com o peritônio e um não estéril, que possui contatos com 

os mais diferentes agentes patogênicos comensais ou adquiridos. Este último compreende a 

vagina, cérvix e junção escamo-colunar externa. (6) 

 
 
Tuba de 
Falópio  
 
 
Útero 
 
 
 
 
 
 
Muco 
cervical 
 
 
Cérvix 
 
 
Vagina 
 
 
Figura 2. Expressão de IPSL, elafina e defensina no trato genial feminino de mulheres não 
grávidas. Adaptado da referência (6) 

 

Ricardo Savaris � 5/2/11 1:13 PM
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No sistema reprodutor feminino foram relatados diferentes peptídeos com ação 

antimicrobiana. Além da elafina e do IPSL, encontramos as α-defensinas localizadas nos 

neutrófilos, as defensinas humanas nos epitélios e as β-defensinas humanas (HBD): HBD1, 

HBD2, HBD3, HBD4 e HD5 encontradas nas superfícies epiteliais. A distribuição da 

expressão das β-defensinas 1-4 (HBD 1-4), do IPSL e da elafina, durante o ciclo menstrual, 

estão representados na Figura 3 (46).  

 

Figura 3. Representação do pico de expressão das β-defensinas HBD 1-4, IPSL e da 
elafina no endométrio durante o ciclo menstrual. (Retirado da referência (46) doi: 
10.1186/1477-7827-1-116) 

Ricardo Savaris � 5/2/11 1:13 PM
Deleted: Figura 3
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Diversos estudos têm avaliado a expressão da elafina no trato genital feminino, um resumo 

da sua localização e forma de expressão estão apresentados na Tabela 2. 

 

Tabela 2. Expressão da elafina nos tecidos do trato genital feminino segundo dados 
apresentados na literatura. 

Local da Expressão Forma de expressão da elafina Referências 

Trompa de Falópio  

• não grávida/gravidez 

ectópica 

 

RNAm e Proteínas 

 

(47) 

 

Endométrio não grávida RNAm elevada no ciclo menstrual (46) 

Endométrio em gestação 

ectópica 

RNAm elevado (48) 

Cervix Proteína (49) 

Vagina Proteína 

RNAm 

(24) 

(50) 

Amnion RNAm e Proteína (46;51) 

Córion RNAm e Proteína (46) 

Placenta RNAm e Proteína (46) 

Decídua RNAm e Proteína (46) 

Muco cervical    Sem dados publicados  

Secreção vaginal  Sem dados publicados  

RNAm: RNA mensageiro 

 

Ricardo Savaris � 5/2/11 1:13 PM
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Expressão da elafina no ciclo menstrual 

 

O ciclo menstrual da mulher possui uma duração média de 28 dias é dividido em três fases, 

a fase folicular ou proliferativa (predomínio da secreção de estrogênio), a fase lútea ou 

secretora (predomínio da secreção da progesterona pelo corpo lúteo) e na menstruação. Não 

ocorrendo a fertilização do óvulo, os níveis de progesterona caem, determinando alterações 

típicas de necrose nas células endometriais, pela falta de vascularização. A menstruação por 

sua vez é responsável pela eliminação das células mortas do endométrio através do 

sangramento vaginal (52).  

 

A expressão da elafina durante o ciclo menstrual inicia no final da fase secretora e atinge o 

seu ápice no período menstrual (31), conforme demonstrado na Figura 3. 

 

King et al. em 2003, demonstraram que o tratamento com progesterona em células T47D 

do epitélio mamário, não aumenta a expressão da elafina; entretanto, o IPSL é regulado 

positivamente, tanto no RNAm quanto na expressão da proteína. Essa ação é sinérgica com 

a adição da Interleucina 1-β e Fator de necrose tumoral α (53). A expressão da elafina, no 

final do período secretor e durante a menstruação, ocorre nos neutrófilos endometriais que 

são abundantes no período menstrual. Esses achados sugerem que a elafina participe no 

controle do processo inflamatório, onde o tecido endometrial necrótico e o sangue 

favorecem a proliferação bacteriana (31). 

 

Ricardo Savaris � 5/2/11 1:13 PM
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Regulação da expressão da elafina 
 

Os mediadores inflamatórios interleucina 1β (IL-1β) e fator de necrose tumoral α (TNF-α) 

regulam positivamente a expressão da elafina (31;54). Apesar da estrutura sólida da elafina, 

sabe-se que certas metaloproteinases bacterianas, tais como as secretadas por Pseudomonas 

aeruginosa, apresentam a capacidade de inativação da fração antiprotease da elafina. Estas 

metaloproteinases, quando presentes in vitro, determinam uma expressão maior da elastase 

(55-57). Níveis excessivos de elastase secretada por neutrófilos, também determinam a 

quebra da fração carboxílica da elafina, com consequente perda da capacidade de inibição 

da elastase (58). Além disso, o IPSL e a elafina tem a sua expressão diminuída na cérvice e 

na vagina, na presença de vaginose bacteriana (49). 

 

Por outro lado, as defensinas parecem possuir os mesmos caminhos e mecanismos de 

ativação e de secreção como a elafina. Embora façam parte de um outro grupo de 

moléculas, as defensinas desencadeiam uma maior expressão da elafina (59). 

 

A relação da elafina e os inibidores da protease secretada por leucócitos com os 
métodos anticoncepcionais 
 

A superfície do endométrio não consegue agir sozinha, na proteção contra a infecção. 

Como já comentamos, os peptídeos antimicrobianos são expressos em vários locais do trato 

genital feminino (Figura 2). O uso de acetato de medroxiprogesterona em depósito inibe a 

expressão endometrial do IPSL (60), enquanto que as pílulas anticoncepcionais e o sistema 

intra-uterino de levonorgestrel não (61). Fleming et al. sugerem que a expressão das 

Ricardo Savaris � 5/2/11 1:13 PM
Deleted: Figura 2
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proteínas antimicrobianas deva ser avaliada nos diferentes métodos contraceptivos, sendo 

que os novos métodos deveriam regular positivamente a expressão dessas proteínas (61).  

 Hidrossalpinge 

A hidrossalpinge é definida como o acúmulo de fluidos dentro da tuba de Falópio. Essa 

doença descreve um processo inflamatório crônico nas tubas, geralmente causado pela 

ascensão de organismos infecciosos, oriundos do trato genital inferior. A prevalência da 

hidrossalpinge varia entre 10-13% quando diagnosticada pelo ultra-som (62;63), chegando 

a 30% quando diagnosticado por laparoscopia (64). Sob a visão microscópica óptica, 

observa-se na hidrossalpinge uma atrofia das fibras musculares que envolvem a tuba, sendo 

intercalada por áreas de fibrose e edema, no lúmen da tuba ocorre a perda dos cílios e o 

acúmulo de fluídos ricos em células inflamatórias (65). A ocorrência da hidrossalpinge está 

relacionada aos processos inflamatórios decorrentes de Doenças Inflamatórias Pélvicas, 

sendo o principal agente a Clamydia Trachomatis (66). 

 
A hidrossalpinge é uma importante causa de infertilidade do tipo tubário. Ela também está 

vinculada à gênese da gravidez ectópica (67;68) e, principalmente,  está associada aos 

insucessos, tanto das fertilizações in vitro, como na transferência dos embriões (5). Os 

fatores tóxicos, presentes no endométrio de mulheres com hidrossalpinge, criam um 

ambiente inadequado e provocam a morte dos jovens embriões (69). Esses baixos índices 

de gravidez pós-fertilização in vitro ocorrem, provavelmente, devido a uma receptividade 

endometrial comprometida (70). A totalidade dos mecanismos de interferência da 

fertilidade e do desenvolvimento dos embriões transplantados ainda não são bem 

conhecidos na hidrossalpinge, mas se acredita em uma associação de fatores mecânicos e 
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embriotóxicos (10;71). Os fatores mecânicos ocorrem pelo contra fluxo de secreções, que 

determinam uma dificuldade na instalação dos embriões no endométrio (72), este fluxo de 

secreções na cavidade endometrial é compatível com o observado nas descargas cervicais, 

comuns nestes casos (73). 

A IL-8 e o TNF-α possuem uma ação deletéria sobre o desenvolvimento e a implantação do 

embrião (74). O fluido da hidrossalpinge é rico em citocinas, como interleucina 8 (IL-8), 

IL-12. IL-1α, TNFα e Fator de crescimento tumoral β2 (TGFβ2) (74). Além disso, a 

interleucina 2 (IL-2), produzidas por linfócitos T-helper tipo 1, e sabidamente prejudiciais à 

gravidez, foram encontradas em níveis elevados nos endométrios de mulheres com 

hidrossalpinge, quando comparadas com grupo controle (75).  

  

Até o momento, apesar de estudos imuno-histoquímicos confirmarem a presença de 

inibidores das proteases, em diferentes regiões do trato genital feminino, não existem 

estudos que demonstrem a expressão da elafina, no endométrio de mulheres com 

hidrossalpinge (PUBMED sob os termos hydrosalpinx AND elafin Pubmed 1966-2011). 

Sendo assim, um estudo nessa área é inédito na literatura e poderá agregar mais 

informações sobre as alterações endometriais na presença de hidrossalpinge. 
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Objetivos 

1. Determinar a expressão da elafina no endométrio de mulheres com e sem 

hidrossalpinge. 

2. Quantificar o número de neutrófilos no endométrio de mulheres com e sem 

hidrossalpinge. 
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Artigo Original redigido em Inglês 

 The Influence of hidrosalpinx on endometrial elafin expression 

Abstract:  

 

Objective: To determine the expression of elafin, an elastase inhibitor, on the endometrium 

of women with and without hydrosalpinx. 

Design: Case-control study. 

Setting: University laboratory research 

Patients: Ten normal fertile women (controls) and nine women with hydrosalpinx (cases) 

diagnosed either by hysterosalpingography or by laparoscopy. 

Interventions: Immunohistochemical analysis of elafin on endometrial biopsies obtained 

during menses, using NIH ImageJ software. 

Main outcome measure(s): Intensity of 3,3'-Diaminobenzidine (DAB) staining on luminal, 

glandular, stromal and neutrophil endometrium of controls and cases. Pixel intensity varies 

from 0(dark) to 255(white). Statistical analysis for DAB intensity was done using 

generalized estimating equations (GEE). 

Results: There were no statistical differences between groups when DAB intensity was 

measured in glands, stroma and neutrophils. The median number of neutrophils was 

significantly higher in the hydrosalpinx group, compared to controls [7(0-255) vs. 28(1-

228); median (range), P<0.0001 – Mann-Whitney test). Elafin expression is reduced in the 

lumen of endometrium from hydrosalpinx cases [3.9(3.5-4.2)], compared to controls 

[2.7(2.2-3.2)] [mean (95% CI), P=0.0001 – GEE, lower levels=higher DAB intensity].  
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Conclusions: The endometrium of women with hydrosalpinx has an increased number of 

neutrophils and lower expression of elafin. These findings suggest that elastase activity is 

increased in endometrium of women with hydrosalpinx. 

 

Key Words: Elafin, hydrosalpinx, endometrium  
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Introduction 

 

The innate immune system (IIS) is an important component of defense against pathogens. 

Infections of the female reproductive organs can evolve into salpingitis, and eventually lead 

to infertility (1). A number of mediators and effectors of the IIS are recruited to help 

resolve the inflammatory process. Activated neutrophils release protease 3 and elastase, 

which are responsible for destruction of tissue and pathogens, respectively. An over-

exuberant, or prolonged, response can result in tissue damage due to proteases (2). 

However, the host response also includes the production of a number of important anti-

proteases, such as the antimicrobials secretory leukocyte protease inhibitor (SLPI) and 

elafin, in order to prevent increased tissue damage to the host (3,4). Elafin (skin-derived 

antileukoproteinase; elastase-specific inhibitor) is a natural antimicrobial molecule and it is 

a member of the antileukoproteinase (Trappin) family, also called Trappin-2 (5). Elafin is 

expressed in human endometrial neutrophils during menstruation. Its function is likely to be 

involved in the innate mucosal defenses that prevent uterine infection, and the 

antiproteolytic mechanisms that regulate menstruation and aid tissue repair (6). 

Metalloproteinases (MMP) are key molecules involved in the tissue degradation that occurs 

at menstruation. Neutrophil elastase activates MMP-2, 3 and 9, and degrades tissue 

inhibitors of the MMPs (TIMP-1 and TIMP-2) (7). Elafin inhibits neutrophil elastase and 

proteinase 3 (4). Therefore, it is likely that elafin reduces MMP activity. In addition, elafin 

mRNA expression is increased by proinflammatory cytokines, such as IL-1β and tumor 

necrosis factor-α (TNF-α) (6), which have been commonly found in hydrosalpinx fluid 
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(8,9). Levels of SLPI/elafin in vaginal fluid are decreased in women with sexually 

transmitted disease and bacterial vaginosis (10,11).  

 

Hydrosalpinx, a chronic inflammatory process of the Fallopian tubes resulting from pelvic 

inflammatory disease, has been shown to have profound repercussions in endometrial 

receptivity and embryo implantation (12). To date, there are no studies reporting the 

expression of elafin in the endometrium of women with hydrosalpinx. The aim of this study 

is to compare the expression and localization of elafin in the endometrium of women with 

or without hydrosalpinx. 

 

Patients attending the infertility clinic of Hospital de Clínicas de Porto Alegre (HCPA) 

during 2008-2009 with a diagnosis of hydrosalpinx were invited to participate in the study. 

Hydrosalpinx was diagnosed by hysterosalpingography and/or laparoscopy. Controls were 

obtained from fertile patients undergoing laparoscopy for tubal ligation. Patients with a 

diagnosis of endometriosis and those who had used hormones in the last 2 months were 

excluded. 

 

Human endometrium was obtained with plastic 4mm cannulas (EasyGrip–IPAS–Chapel 

Hill, NC, USA) during one of the first three days of the menstrual period, at an outpatient 

clinic. Samples were fixed in 10% buffered formalin for paraffin section.  Sections 3 µm 

thick were obtained from each paraffin block for Hematolyxin and Eosin (HE) staining and 

for immunohistochemistry (IHC). For IHC, paraffin sections were deparaffinized, and 

rehydrated. After a 2x5 min rinse in Phosphate Buffered Saline (PBS), the slides were 

incubated in citrate buffer at pH 6 and heated in microwaves for 21 minutes at maximum 
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power. After resting for 15 min, each slide was washed with distilled water twice, followed 

by a 5 min PBS rinse. Endogenous peroxidase was blocked with 5% H2O2 in distilled water 

2x15 min. After blocking nonspecific sites with powdered skim milk 5% in PBS for 20 

min, the slides were rinsed with distilled water 2x5 min, followed by 5 min rinse in PBS. 

The slides were then incubated with primary antibody against elafin (Elafin/SKALP 

Human Mab clone TRAB2F Hycult biotechnology, Uden, The Netherlands) diluted in PBS 

1:10, for 1 hour at 22˚C in a humid chamber. After a 2x5 min rinse with PBS, the slides 

were incubated with a secondary antibody (LSAB2, DAKO A/S, Glostrup, Denmark) for 

30 min at 22˚C in the same chamber. Detection of the primary antibody was performed 

using the Strepto ABC, LSAB2 system (DAKO) according to the manufacturer’s 

instructions, using diaminobenzidine (DAB) as a chromogen. Diagnosis of chronic 

endometritis was established by the presence of more than one plasma cell in the stroma in 

HE slides (13). The negative controls were obtained by carrying out immunostaining 

without the primary antibody. Known positive specimens were used as positive external 

controls. Stained sections were analyzed with an Olympus BX51 microscope (Olympus 

Optical Co., Tokyo, Japan) connected to a digital color camera/Q-Color 5 (Olympus). The 

entire specimen on the slide was evaluated by using multiple digital pictures, one 

microscopic field=one picture. Images were obtained with a 20X objective UPLanFI 

(resolution: 0.45µm) at a size of 2560 x 1920 pixels (resolution: 1mm = 2950 pixels), under 

standard lighting conditions. Each slide was coded and blindly analyzed with image 

analysis software (ImageJ v1.43j; National Institutes of Health, Bethesda, MD). The 

analytical procedure was written as built in “plugin” from color deconvolution (14). For 

DAB analysis, the Hematoxylin and DAB built-in vector (HDAB) was used.  After 

selecting the desired area to be analyzed, the region of interest (ROI manager) was 
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measured by the software, yielding the area in pixels and the mean intensity of the DAB 

immunostaining from the ROI. The mean DAB intensity varied from 0 (dark brown) to 255 

(white). The final balanced DAB intensity was calculated according to the following 

formula: (a x i)/A, where a=area derived from the ROI in one picture from a sample, 

A=total area in the group, i= mean DAB intensity.  

 

The study was approved by the ethics committee of HCPA. Sample size was calculated 

based on the following parameters: an alpha=0.05, power=0.8, an estimate variance of 

elafin between 0.5~1, and a difference to be found of 1 point in a scale ranging from 0-255. 

These figures yielded a sample size between 4 and 16 cases in each group.  

 

The generalized estimating equations (GEE) method was used to compare the expression of 

elafin across the different parts of the endometrium. GEE statistical analysis was performed 

with PASW Statistics 18 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA). Non-parametric and 

parametric data were analyzed with Mann-Whitney U test and Student t test, respectively, 

using GraphPad InStat version 3.0a for Macintosh, GraphPad Software, San Diego, 

California, USA. 

 

Nineteen samples were obtained (9 hydrosalpinges; 10 controls). Characteristics of the 

sample and the mean area per field (in pixels) of stroma, glands, lumen and neutrophils in 

both groups, and their respective DAB intensity are depicted in Table 1. One case with 

hydrosalpinx had pelvic pain, the reminder were asymptomatic. The unilaterality or 

bilaterality of hydrosalpinx did not affect elafin expression (data not shown). Elafin 

expression in neutrophils, glands and stroma was not significantly different between 



 35 
 

groups. Similar findings were reported by King et al, who demonstrated that human 

endometrium is a rich source of elafin during menstruation (6). King et al did not evaluate 

in detail the expression of elafin across the different compartments of the endometrium, i.e. 

glands, stroma, lumen, neutrophils. In our study, hydrosalpinx cases had a significantly 

higher area of neutrophils, compared to normal controls (Table 1). This was confirmed by 

the median number of neutrophils/field in controls [7(0-255)], compared to cases [28(1-

228)], which was statistically significant [numbers are median (range); P<0.0001, Mann-

Whitney]. The lumen from endometrium of hydrosalpinx subjects had a significantly 

reduced expression of elafin, compared to controls (P=0.0001, GEE). While the former is 

not a new finding (15), the latter is.  

 

Neutrophils infiltrate the endometrium around menstruation and they are related to the 

tissue degradation and repair process (6). The increased number of neutrophils may be 

related to the inflammatory process derived from the hydrosalpinx, and this finding may 

explain the detrimental influence of hydrosalpinges on fertility (16). The lower expression 

of elafin in lumen from hydrosalpinx subjects could be derived from higher neutrophil and 

protease activity in luminal endometrium. Another explanation for this reduction could be 

related to an imbalance of elastase activity and its inhibitor, i.e. elafin (17), but we 

acknowledge that actual elastase activity should be measured to support this hypothesis. 

 

In acute inflammation, there is an increase of elafin expression (18, 19); however, 

neutrophil elastase in excess, derived from high influx of neutrophils, cleaves elafin (20), 

and this cleavage may alter its immunomodulatory property. The reduced expression of 

elafin in the presence of hydrosalpinx may explain the increased risk of recurrent infection 
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in those subjects who were previously treated for pelvic inflammatory disease (21). 

Therefore, it is reasonable to suggest that our findings in luminal endometrium are due to 

elafin consumption, since no statistical difference between groups was identified in elafin 

expression in neutrophils (Table 1).  

 

One strength of the study is the use of the software ImageJ to measure DAB intensity. This 

method reduces subjectivity, inter- and intra-variability of the results. Furthermore, the 

whole histological sample on each slide was analyzed, and all neutrophils of the samples 

were analyzed by the software, yielding a more robust result. Multiple pictures were 

obtained from the same sample, forming them into a cluster, thus GEE analysis is adequate, 

because the observations were dependent on the cluster (22). 

 

In conclusion, we were able to demonstrate that the epithelial lining of the endometrium of 

women with hydrosalpinx has a reduced expression of elafin and a higher concentration of 

neutrophils compared to fertile controls. Future studies may verify whether the use of 

human recombinant elafin could be used as an adjuvant therapy to prevent sequelae from 

mild pelvic inflammatory disease.  
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Table 1.  Characteristics of the sample and Results 

Characteristics Controls Hydrosalpinx P 

Clinical aspects    

Age (mean years±SD) 34±5.9 33±4 0.6a 

Ethinicity (n) 

Caucasian/Afro-Brazilian 

 

7/3 

 

9/0 

 

0.2b 

Uni/bilateral Hydrosalpinx(n) 0/0 6/3  

Chronic endometritis yes/no 8/2 8/1 1b 

Area (pixels/field) c    

Stroma 1.7x106± 1.1 x106 

[740,374,090 - 223] 

1.8x106± 1.2x106  

[357,225,324 - 196] 
0.3a 

Glands 4.4x105± 3.8 x105 

[173,974,801 - 201] 

4.3x105± 3.7 x105 

[83,848,010 - 192] 
0.7a 

Lumen 1.8x105± 1.15 x105 

[23,298,873 - 73] 

2x105±9.9x104 

[10,082,576 - 50] 
0.2a 

Neutrophils 7844±12899 

[1,614,095 - 204] 

13226.9±14126.1 

[2,566,023 - 194] 
0.00008d 

Elafin expression     

Stroma 0.6 [0.4 – 0.9] 1 [0.7 – 1.3] 0.1 e 

Glands 0.6 [0.4 – 0.9] 1 [0.7 – 1.3] 0.1 e 

Lumen 2.7 [2.2 – 3.2] 3.9 [3.5 – 4.2] 0.0001 e 

Neutrophils  1.1 [0.3 – 2] 0.7 [0.3 – 1.1] 0.3 e 

a Student t-test  
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b Fisher’s exact test 

c numbers are mean±SD and [total area in the group - n of fields] 

d Mann-Whitney U-test 

e Generalized Estimating Equations – numbers are mean [lower and upper 95% Wald 
confidence interval] 
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Figure Legends 

Table 1. Total and mean area in pixels of different components of endometrium of normal 

fertile controls (n=9) and cases of hydrosalpinx (n=10). 
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Artigo Original redigido em Português 

A influência da hidrossalpinge na expressão da elafina  
endometrial 
 
Resumo 

Objetivo: determinar a expressão da elafina, um inibidor da elastase, sobre o endométrio de 

mulheres com e sem hidrossalpinge.  

Design: estudo caso-controle.  

Local: Laboratório universitário de pesquisa 

Pacientes: Dez mulheres normais em idade fértil (controles) e nove mulheres com 

hidrossalpinge (casos) diagnosticados por histerossalpingografia ou por laparoscopia.  

Intervenções: análise de imuno-histoquímica da elafina em biópsias endometriais obtidas 

durante a menstruação, usando o software ImageJ do NIH.  

Principal medida do(s) desfecho(s): Intensidade da coloração do 3,3 '-diaminobenzidina 

(DAB) nos neutrófilos e na porção luminal, glandular, do estroma do endométrio dos 

controles e casos. A intensidade do pixel variava de 0(escuro) a 255 (branco). A análise 

estatística para a intensidade do DAB foi feito por meio do teste equações de estimação 

generalizadas (GEE).  

Resultados: Não houve diferença estatística entre os grupos quando a intensidade do DAB 

foi medida em glândulas estroma e neutrófilos. A mediana do número de neutrófilos foi 

significativamente maior no grupo de hidrossalpinge, comparadas com controles [7 (0-255) 

vs 28 (1-228) e mediana (intervalo), P <0,0001 - teste de Mann-Whitney). A expressão da 

Elafina está reduzida no lúmen do endométrio em casos de hidrossalpinge [3,9 (3,5-4,2)], 
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quando comparadas com controles [2,7 (2,2-3,2)] [média (IC 95%), P = 0,0001 - GEE, 

níveis mais baixos = maior intensidade do DAB].  

Conclusões: O endométrio de mulheres com hidrossalpinge tem um aumento do número de 

neutrófilos e menor expressão da elafina. Estes achados sugerem que a atividade da elastase 

esteja aumentada no endométrio de mulheres com hidrossalpinge.  

 

Palavras-chave: Elafina, hidrossalpinge, endométrio 

 

Introdução 

 

O sistema imunológico inato é um componente importante da defesa contra patógenos que 

atacam o trato reprodutivo feminino, o qual é a principal entrada para doenças sexualmente 

transmissíveis e outras infecções. As infecções e a inflamação dos órgãos reprodutivos 

femininos podem evoluir para endometrite ou salpingite e, por fim, levar à infertilidade (1). 

Um número de mediadores e efetores do SII são recrutados para ajudar a resolver o 

processo inflamatório. Os neutrófilos ativados liberam protease 3 e elastase, os quais são 

responsáveis pela destruição de tecido e de agentes patogênicos, respectivamente. Uma 

resposta excessiva ou prolongada pode resultar em danos nos tecidos devido a proteases 

(2). No entanto, a resposta do hospedeiro também inclui a produção de uma série de 

importantes anti-proteases, como o inibidor da protease de leucócitos secretores de 

antimicrobianos (SLPI - antimicrobials secretory leukocyte protease inhibitor) e a elafina, a 

fim de evitar maior dano tecidual ao hospedeiro (3,4). A elafina (skin-derived 

antileukoProteínase; elastase-specific inhibitor) é uma molécula antimicrobiana natural e 

faz parte da família das antileuco Proteínases (Trappin), também chamada Trappin-2 (5). A 
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sua função está relacionada à defesa inata da mucosa, que previne a infecção uterina, e o 

mecanismo anti-proteolítico que regula a menstruação e o reparo tecidual (6). As 

metaloproteinases (MMP) são as moléculas chaves na degradação tecidual que ocorre na 

menstruação. A elastase secretada pelos neutrófilos ativa a MMP 2,3 e 9 e degradam os 

inibidores teciduais das MMPs (TIMP-1 e TIMP-2) (7). A elafina inibe a elastase dos 

neutrófilos e a proteínase 3 (4). Portanto é provável que a elafina reduz a atividade das 

MMPs. Além disso, a expressão do mRNA é aumentada pelas citocinas pró-inflamação, 

tais como a IL-1β e Fator de Necrose Tumoral-α (TNF-α) (6), os quais tem sidos 

comumente encontradas no fluído das hidrossalpinges (8, 9). Os níveis de SLPI/elafina na 

secreção vaginal estão diminuídos nas mulheres com doença sexualmente transmissíveis e 

com vaginose bacteriana (10,11).  

 

A hidrossalpinge, um processo inflamatório crônico das trompas de Falópio resultante da 

doença inflamatória pélvica, têm profundas repercussões na receptividade do endométrio e 

na implantação do embrião (12). Não existem na literatura estudos relacionando a 

expressão da elafina no endométrio de mulheres com hidrossalpinge. O objetivo deste 

estudo é comparar a expressão e a localização da elafina entre o endométrio de mulheres 

com ou sem hidrossalpinge. 

 

Material e Métodos 

 

Pacientes atendidas no ambulatório de infertilidade do Hospital de Clínicas de Porto Alegre 

durante os anos de 2008-2009, com um diagnóstico de hidrossalpinge foram convidados a 
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participar do estudo. A hidrossalpinge foi diagnosticada por meio da histerossalpingografia 

e / ou laparoscopia. Os controles foram obtidos de pacientes férteis submetidas à 

laparoscopia para realização da laqueadura tubária. 

Pacientes com diagnóstico de endometriose e aquelas que estavam usando hormônios nos 

últimos 2 meses foram excluídas.  

 

As biópsias de endométrio humano foram obtidas através de cânulas de plástico de 4 

milímetros (EasyGrip - IPAS -Chapel Hill, NC, EUA), durante um dos três primeiros dias 

do período menstrual, no ambulatório, sem anestesia. As amostras foram fixadas em 

formalina tamponada a 10% para a seção de parafina. 

 

Imuno-histoquímica 

 

Cortes com 3 µm de espessura foram obtidos de cada bloco de parafina, para coloração 

Hematoxicilina e Eosina (HE) e para imuno-histoquimica (IHC). Para IHC, os cortes em 

parafina foram desparafinizados e reidratados. Após 5 minutos em solução salina com 

tampão fosfato (PBS), as lâminas foram incubadas em solução tampão de citrato em pH 6 e 

aquecida em forno de microondas por 21 minutos em potência máxima. Depois de 

descansar por 15 minutos a 22˚C, cada lâmina foi lavada duas vezes com água destilada, 

seguido de enxágue durante 5 min em PBS. A peroxidase endógena foi bloqueada com 

H2O2 a 5% em água destilada, 2x15 min. Depois de bloquear os sítios inespecíficos com 

leite em pó desnatado a 5% em PBS por 20 min, as lâminas foram lavadas com água 

destilada, duas vezes durante 5 min; a seguir as lâminas foram  lavadas por 5 min em PBS.  

O anticorpo primário contra Elafina (Elafina / Skalp Humanos clone Mab TRAB2F Hycult 
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biotecnologia, Uden, Holanda) diluído em PBS 1:10, foi incubado por uma hora a 22˚C em 

câmara úmida. Depois de lavar as lâminas em PBS por duas vezes durante 5 minutos, o 

anticorpo secundário (LSAB2,DAKO A / S, Glostrup, Dinamarca) foi incubado por 30 

minutos a 22˚C, na mesma câmara. A detecção do anticorpo primário foi obtida através do 

Strepto ABC, sistema LSAB2 (DAKO) de acordo com as instruções do fabricante, 

utilizando-se diaminobenzidina (DAB) como cromógeno. O diagnóstico de endometrite 

crônica foi determinado com a presença de mais de uma célula plasmática no estroma em 

nas lâminas coradas com HE (13).  Os controles negativos foram obtidos com a realização 

da imunocoloração sem o anticorpo primário.  As lâminas sabidamente positivas foram 

utilizadas como controles externos. 

 

Análise da Imagem 

 

As imagens coradas foram analisadas com um microscópio Olympus BX51 (Olympus 

Optical Co., Tóquio, Japão) acoplado a uma câmera digital a cores / Q-Color 5 (Olympus). 

Múltiplas imagens digitais foram obtidas a partir da amostra total no slide, sendo que um 

campo microscópico = uma imagem. As imagens foram obtidas com uma lente objetiva de 

x20 UPLanFI (Resolução: 0,45) com um tamanho de 2560 x 1920 pixels (resolução: 1mm 

= 2950 pixels), sob condições padronizadas de iluminação. Cada lâmina foi codificada e 

analisada cegamente através do programa de análise de imagens (ImageJ v1.43j; National 

Institutes of Health, Bethesda, MD). O procedimento analítico foi escrito como construído 

em "plugin" para “color deconvolution”. A deconvolução é um macro baseado no National 

Institute of Health (NIH) gentilmente cedido por A. C. Ruifrok (14). Para análise do DAB, 

o vetor interno construído no software para hematoxilina e DAB (HDAB) foi utilizado. 
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Após selecionar a área desejada a ser analisada, a região de interesse (ROI manager) era 

medida pelo software, com isso era calculada a área em pixels e a intensidade média  da 

imunocoloração com DAB a partir da ROI. A intensidade média do DAB variava de 0 

(marron escuro) a 255 (branco). A intensidade final balanceada do DAB foi calculada de 

acordo com a seguinte fórmula: (a x i) / A, onde a = área derivada da ROI em uma imagem 

a partir de uma amostra, A = área total do grupo estudado, e “i”=intensidade média do 

DAB identificada pelo software.  

 

Comitê de Ética e análise estatística 

 

O estudo foi aprovado pelo comitê de ética do Hospital de Clínicas de Porto Alegre. O 

tamanho da amostra foi calculado com base nos seguintes parâmetros: um erro alfa de 0,05, 

um poder de 0,8; uma estimativa da variância para a elafina entre 0.5 ~ 1 e uma diferença a 

ser encontrada de 1 ponto, em uma escala que variava de 0 a 255. Esses números 

evidenciaram um tamanho de amostra entre 4 e 16 casos em cada grupo.  

 

A equação de estimativa generalizada (GEE) foi o método utilizado para comparar a 

expressão da elafina em diferentes partes do endométrio. A análise estatística da GEE foi 

realizada com o PASW Statistics 18 (SPSS Inc., Chicago, Illinois, EUA). Os dados não-

paramétricos e paramétricos foram analisados pelo teste U de Mann-Whitney e pelo teste-t 

de Student, respectivamente, utilizando GraphPad InStat versão 3.0a  para Macintosh, 

GraphPad Software, San Diego, Califórnia, EUA. 
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Resultados e Discussão 

 

Dezenove amostras foram obtidas (9 casos de hidrossalpinge e 10 controles). 

Características das amostras e média da área por campo (pixels) do estroma, glândulas, 

lúmen e neutrófilos em ambos os grupos, e a respectiva intensidade DAB estão descritos na  

Tabela 1. Um caso de hidrossalpinge possuía dor pélvica, as demais se encontravam 

assintomáticas. A uni ou bilateralidade da hidrossalpinge não afetaram a expressão de 

elafina (dados não apresentados). A expressão de elafina nos neutrófilos, glândulas e 

estroma não foi significativamente diferente entre os dois grupos. Achados semelhantes 

foram reportados por King et al, que demonstraram ser o endométrio uma rica fonte de 

elafina durante a menstruação(6). King et al  não avaliou em detalhe a expressão da elafina 

entre os diferentes compartimentos do endométrio, i.e. glândulas, estroma, lúmen e 

neutrófilos. Na nossa amostra, os casos com hidrossalpinge apresentaram uma área 

significativa maior de neutrófilos, quando comparados com os controles (Tabela 1). Isso foi 

confirmado pela mediana do número de neutrófilos/campo nos controles [7(0-255)], 

quando comparado com casos [28(1-228)],  os quais foram estatisticamente significantes 

[números são as mediana (intervalo); P<0.0001, Mann-Whitney]. O lúmen do endométrio 

das pacientes com hidrossalpinge apresentou uma redução significativa na expressão de 

elafina, quando comparado aos controles (P=0.0001, GGE). Embora o primeiro achado não 

se trate de um achado novo (15), a segunda observação é.  

 

Os neutrófilos infiltram o endométrio durante a menstruação e estão relacionados com a 

degradação tecidual e o processo de reparação (6). O número aumentado de neutrófilos 

pode estar relacionado ao processo inflamatório proveniente da hidrossalpinge e este 
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achado pode explicar a influência deletéria das hidrossalpinges na fertilidade (16) . A baixa 

expressão de elafina no lúmen das pacientes com hidrossalpinge pode ser devida ao 

aumento da atividade dos neutrófilos e das proteases no lúmen endometrial. Outra 

explicação para essa redução pode estar relacionada ao desequilíbrio da atividade da 

elastase e do seu inibidor, i.e. elafina (17), mas reconhecemos que para confirmar essa 

hipótese a medida da atividade da elastase deveria ser medida.  

 

Nos processos inflamatórios agudos, existe um aumento da expressão de elafina (18, 19); 

entretanto, a elastase neutrofílica em excesso, derivada de um influxo aumentado de 

neutrófilos, cliva a elafina (20), e essa clivagem pode alterar a sua propriedade 

imunomoduladora. A expressão reduzida da elafina na presença da hidrossalpinge pode 

explicar o risco aumentado de infecções recorrentes nas mulheres que foram tratadas 

previamente para doença inflamatória pélvica (21). Portanto, é razoável sugerir que nossos 

achados no endométrio luminal ocorrem devido ao consumo da elafina, uma vez que não 

foi encontrada uma diferença estatisticamente significativa entres os grupos na expressão 

da elafina nos neutrófilos (Tabela 1). 

 

Um aspecto positivo do estudo foi o uso do softwear Image J para medir a intensidade do 

DAB. Este método reduz a subjetividade e a variabilidade inter e intra-observador. Além 

disso, a análise de toda a amostra histológica em cada lâmina e todos os neutrófilos das 

amostras foram realizadas pelo software, tornando os resultados mais robustos. Múltiplas 

imagens foram obtidas da mesma lâmina, formando dessa forma grupos (clusters), portanto 

a análise com GEE está adequada, pois as observações foram dependentes dos clusters (22). 
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Em conclusão, fomos capazes de demonstrar que os epitélios dos endométrios de mulheres 

com hidrossalpinge possuem uma expressão reduzida de elafina e uma concentração maior 

de neutrófilos, quando comparados com controles férteis. Estudos futuros podem verificar 

se a utilização de elafina recombinante pode ser uma opção como terapia adjuvante na 

prevenção de sequelas da doença inflamatória pélvica leve. 
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Tabela 1.  Características da amostra e  Resultados: 

Características Controles Hidrossalpinge P 

Aspectos Clínicos    

Idade (média anos±DP) 34±5.9 33±4 0.6a 

Etinias(n) 

Caucasianos/Afro-Brasileiros 

 

7/3 

 

9/0 

 

0.2b 

Uni/bilateral Hidrosalpinge (n) 0/0 6/3  

Endometrite  crônica sim/não 8/2 8/1 1b 

Área (pixels/campo) c    

Estroma 1.7x106± 1.1 x106 

[740,374,090 - 223] 

1.8x106± 1.2x106  

[357,225,324 - 196] 
0.3a 

Glândulas 4.4x105± 3.8 x105 

[173,974,801 - 201] 

4.3x105± 3.7 x105 

[83,848,010 - 192] 
0.7a 

Lúmen 1.8x105± 1.15 x105 

[23,298,873 - 73] 

2x105±9.9x104 

[10,082,576 - 50] 
0.2a 

Neutrófilos 7844±12899 

[1,614,095 - 204] 

13226.9±14126.1 

[2,566,023 - 194] 
0.00008d 

Expressão Elafina    

Estroma 0.6 [0.4 – 0.9] 1 [0.7 – 1.3] 0.1 e 

Glândulas 0.6 [0.4 – 0.9] 1 [0.7 – 1.3] 0.1 e 

Lúmen 2.7 [2.2 – 3.2] 3.9 [3.5 – 4.2] 0.0001 e 

Neutrófilos  1.1 [0.3 – 2] 0.7 [0.3 – 1.1] 0.3 e 

a Teste t de Student  
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b Teste exato de Fisher’s  

c números são média±DP e [área total no grupo - n de campos] 

d Teste U de Mann-Whitney 

e Generalized Estimating Equations – números são média[inferior e superior 95% Intervalo 
de confiança de Wald] 
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Legenda das figuras 

Tabela 1. Área total e média em pixels dos diferentes componentes do endométrio de 

controles férteis normais (n=9) e nos casos de hidrossalpinge (n=10). 
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Anexo 1. Fotos ImageJ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Exemplo da expressão da elafina no lúmen de mulheres com hidrossalpinge (A) e controles 

(B). Note a fraca expressão da elafina no lúmen no caso de hidrossalpoinge, após a 

deconvolução de cor (C), quando comparada com o controle (D). A barra representa uma 

escala de 50µm.  

A B
 

C
 

D
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