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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 

A hidrossalpinge é a evolução da salpingite tratada inadequadamente (1;2). Trata-

se de um processo inflamatório crônico, que ocorre nas tubas de Falópio. Esta inflamação 

crônica determina mudanças estruturais e funcionais desse órgão que comprometem 

seriamente a fertilidade e a resposta à fertilização assistida (3). Nos casos da 

hidrossalpinge, o sistema de defesa está ativado. Esse sistema combate a infecção por meio 

do reconhecimento e da destruição do agente agressor através do processo inflamatório (4). 

As proteases dentre outras enzimas são um dos principais agentes nesse processo de 

destruição. Durante o processo inflamatório, existem vias reguladoras que servem para 

limitar a inflamação nos tecidos adjacentes sadios. As proteínas da família das trapinas 2, 

entre elas a elafina, são potentes antagonistas da ação destruidora das proteases, limitando e 

prevenindo a destruição incontrolada durante o processo inflamatório. Esse alarme 

antiprotease é localmente expresso por células epiteliais, tais como macrófagos e células T 

(5). A ação da elafina se faz através da ativação das células B ativadas (NF kB – nuclear 

fator kappa light chain enhancer of activated B cells), por meios de ativação das citocinas 

ou de mecanismos de recrutamento celular. 

Apesar de haver estudos referentes às vias reguladoras da limitação da inflamação 

nos diferentes tecidos, os mecanismos de ação das antiproteases, como a elafina, na tuba 

uterina ainda permanecem pouco conhecidos. Desvendar esses caminhos poderá oferecer 

novas estratégias terapêuticas para controlar as reações teciduais exageradas durante a 

reação inflamatória. Portanto, essa tese revisará a literatura sobre a participação da elafina 

como parte do sistema imunológico no processo inflamatório e, a seguir, fará uma análise 

da expressão dessa proteína e do seu RNA mensageiro nas tubas uterinas de mulheres com 

ou sem hidrossalpinge. 



 3 
 

Revisão da Literatura 

Sistema Imune Inato  

O Sistema Imune Inato (SII) utiliza diferentes mecanismos de defesa na superfície 

epitelial, tais como, a alteração do pH do ambiente e a ativação dos antibióticos naturais 

(6). No momento em que essa primeira linha de defesa é ultrapassada por patógenos, como 

vírus, fungos e bactérias, ocorre a ativação dos receptores toll-like (6;7). Esses receptores, 

localizados nos tecidos, determinam a síntese e liberação dos antibióticos naturais, tais 

como as defensinas e as proteínas que apresentam um padrão da proteína ácida do soro do 

leite dos mamíferos (WAP - whey acidic protein) (8). Essa proteína tem domínios 

característicos ricos em resíduos de cisteína, chamados de 4-DSC (4-disulphide core - 4 

centros dissulfetos). Outras proteínas, presentes principalmente na superfície das mucosas, 

também possuem essas características WAP DSC-4-domínios. Embora inicialmente 

descrita como antiproteases capazes de inibir proteases hospedeiras, em particular a elastase 

de neutrófilos, catepsina G e proteinase-3, e consequentemente à limitação da lesão tecidual 

durante a inflamação, tornou-se evidente que essas moléculas tinham uma variedade de 

outras funções como a atividade antimicrobiana direta, a opsonização de bactérias, a 

indução das respostas imunes adaptativas, a promoção da reparação de tecidos, entre outras 

atividades (7;9). 

A elafina e o inibidor da protease secretada por leucócitos (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. Esse sistema 

envolve mitoses, liberação de mediadores angiogênicos e de neovascularização, 

recrutamento e amadurecimento dos neutrófilos, quimiotaxia dos linfócitos T e monócitos, 
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células “Natural Killers” (NK) e macrófagos; também participam deste sistema de defesa 

as imunoglobulinas e ativação da cascata do complemento. Na fase aguda da infecção, os 

neutrófilos secretam elastases entre outras proteases. Todos esses 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 das 

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 dos neutrófilos. Essa regulação 

positiva da IL-8 pela elastase dos neutrófilos ocorre devido a ligação com o Toll-like 

Receptor 4 (TLR4) na superfície das células (14). A liberação da elastase no local do 

processo inflamatório pode provocar uma destruição sem controle do tecido adjacente (15). 

Para controlar essa destruição, a elafina, o IPSL e os Peptídeos Antibióticos Naturais 

(PAN), com ação anti-protease, possuem papel fundamental, agindo como fatores de 

proteção e de controle da reação inflamatória (16;17). 

Elafina  

A elafina inicialmente foi considerada um agente anti-protease (18) e referida na 

literatura com uma variedade de nomes, entre eles, podemos citar inibidor específico de 

elastase, precursor da elafina-ESI (PELESI), antileucoprotease derivada da pele (SKALP) e 

trapina2 (19-23) ou trappin-2 (24).  

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

(Transglutaminase ;domínio wap, contendo Proteina) (8). O gene da elafina se encontra no 
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cromossomo 20q13.12  onde contem 3 exons e 2 introns (18) e codifica uma proteína com 

massa molecular de 9,9 kDa, constituída de 117 aminoácidos (8). A sua ação principal é o 

controle da função das proteases: elastase e protease-3 (25). Outros estudos relataram as 

propriedades desse lipopolissacarídeo que, durante o processo inflamatório, possui uma 

ação antimicrobiana, a qual promove a morte dos microorganismos agressores (26;27), e, 

no momento da reparação tecidual, estimula a apoptose e a proliferação celular (28;29). 

A elafina está presente nas mucosas e nos tecidos dos seres humanos, tanto de 

adultos (30), como de fetos (31;32), atuando como antiprotease de alarme (18).   

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 dissulfetos, 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 

sequência característica de valina, lisina, glicina e glutamina (VKGQ) referida como 

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

segundo domínio permite que a enzima interaja no ambiente extracelular e no interior dos 

polímeros, determinando a sua segunda ação como bactericida natural (8;28). 
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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.(8)].  

 

Essa proteína está relacionada na interação entre o Sistema Imune Inato e o 

Sistema Imune Adaptativo (SIA). A ação antiprotease tem como objetivo evitar a lise 

celular excessiva e consequentemente destruição tecidual descontrolada, desencadeada 

pelas proteases durante o processo inflamatório (21;28). 

Em seres humanos, foram identificados cinco tipos diferentes de trapinas, 

entretanto existem poucos dados sobre a real atividade destas proteínas (28). 

A elafina é encontrada nos neutrófilos (localizada junto 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 (33). Existe um aumento na expressão de elafina em uma linhagem de células 
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epiteliais da tuba uterina (OE-E6/E7) infectadas pela Chlamydia tracomatis e nas tubas 

com gravidez ectópica (34). 

Enquanto o inibidor da protease secretada por leucócito é capaz de inibir a 

elastase, a catepsina G, a tripsina, a 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 (35). 
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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 (36-38) 

2. Anti-inflamatória 

• Inibição do recrutamento do infiltrado inflamatório 

• Inibição da ativação do NF-k B 

 

(39;40) 

(41) 

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 

 

(42;43) 

(44) 

 

(42;43) 

4. Remodelação tecidual e diferenciação celular 

• Envolvimento no desenvolvimento da glândula salivar 

 

(32) 

 

Elafina em outros órgãos 

A elafina é expressa  pelos neutrófilos nos diferentes tecidos, e também nas 

mucosas, quase sempre relacionada à ação anti-inflamatória. Esses tecidos estão sujeitos a 

processos inflamatórios agudos e crônicos, tais como as inflamações pulmonares crônicas 

(45) e ou cutâneas, como a psoríase (46). Além disso, ela também é expressa nas glândulas 

submandibulares (32) e em processos inflamatórios crônicos do trato gastrointestinal, como 

na Doença de Crohn (47). 
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Em modelos animais de coelhos com transplante de coração, a elafina atenua a 

arteriopatia coronariana e a necrose induzida pela rejeição (40). 

O Sistema Imune Inato no trato genital feminino e a Elafina 

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. Esse último 

compreende a vagina, a cérvix e a junção escamo-colunar externa (48). 

 
Figura 2. Expressão de IPSL, elafina e defensina no trato genial feminino de mulheres não 
grávidas. Adaptado de Horne et al. (48). 

 

No sistema reprodutor feminino, foram relatados diferentes peptídeos com ação 

antimicrobiana. Além da elafina e do inibidor da protease secretada pelos leucócitos, 

encontramos as α-defensinas, localizadas nos neutrófilos, as defensinas humanas, 

encontradas nos epitélios e as β-defensinas humanas (HBD): HBD1, HBD2, HBD3, HBD4 
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e HD5, encontradas nas superfícies epiteliais. A distribuição da expressão das β-defensinas 

1-4 (HBD 1-4), dos inibidores das proteases secretadas pelos leucócitos e da elafina, 

durante o ciclo menstrual, estão representados na Figura 3 (33).  

 

Figura 3. Representação do pico de expressão das β-defensinas HBD 1-4, Inibidor da Protease 
Secretada pelos Leucócitos (SLPI) e da elafina no endométrio durante o ciclo menstrual. 
Proliferative= Fase proliferativa do ciclo menstrual; Secretory= Fase secretora do ciclo menstrual; 
Early=inicial; Mid=meio; Late= final; Day=dia; Ovulation= dia da ovulação [Retirado de King et 
al. (33)]. 
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Diversos estudos têm avaliado a expressão da elafina no trato genital feminino, um 

resumo da sua localização e a sua forma de expressão estão apresentadas 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 

 

(34) 

 

Endométrio não grávida RNAm elevada no ciclo menstrual (33) 

Endométrio em gestação 

ectópica 

RNAm elevado (49) 

Endométrio na presença de 

hidrossalpinge 

Proteína (50) 

Cervix Proteína (51) 

Vagina Proteína 

RNAm 

(30)  

(52;53) 

Amnion RNAm e Proteína (54;55) 

Córion RNAm e Proteína (54) 

Placenta RNAm e Proteína (54) 

Decídua RNAm e Proteína (33;49) 

Muco cervical  Proteína (51;56) 

Secreção vaginal Proteína (57;58) 

RNAm: RNA mensageiro 
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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 (59).  

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

atinge o seu ápice no período menstrual (60), 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 (61). 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 participa no controle do processo inflamatório, onde o tecido endometrial necrótico 

e o sangue favorecem a proliferação bacteriana (33). 

Regulação da expressão da elafina 

Os mediadores inflamatórios que fazem parte da primeira linha de defesa como a 

interleucina 1β (IL-1β) e fator de necrose tumoral α (TNF-α) regulam positivamente a 

expressão da elafina (33;62). Dependendo do grau e do período de tempo, o estímulo 

inflamatório determina mudanças nos níveis de expressão da elafina , provocando alteração 
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na expressão de citocinas que irá refletir diretamente na intensidade da resposta imune (63). 

Portanto, o perfil inflamatório do tecido determina claramente a expressão da elafina, que 

por sua vez influenciará o curso da inflamação e da infecção (18). 

Os tecidos com elevados níveis de neutrófilos secretores de elastase, como na pele 

de pacientes com psoríase, possuem uma maior expressão de elafina (64). Nos processos 

inflamatórios agudos como na Síndrome de Angústia Respiratória existe uma expressão 

maior de elafina (65).  

Os processos infecciosos crônicos determinam uma diminuição na expressão de 

elafina nos tecidos, como por exemplo, na cérvix e na vagina de pacientes com vaginose 

bacteriana (51). A proteína E6 do papiloma vírus também diminui a expressão de elafina, 

indicando que esse mecanismo faz parte auxiliar nos instrumentos de sobrevivência do 

vírus (66).  

As células de linhagem tumoral aumentam a expressão de elastase como parte do 

mecanismo de invasão e emissão de metástases, e simultaneamente reduzem a expressão de 

elafina (67). A elafina possui uma expressão aumentada junto às células tumorais de 

esôfago mais bem diferenciadas, quando comparada as pouco diferenciadas (68). 

 Certas metaloproteinases bacterianas, tais como as secretadas por Pseudomonas 

aeruginosa, apresentam a capacidade da fração antiprotease da elafina. Essas 

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

(69;70). 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 (71).  
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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 (72). 

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. O uso de acetato de medroxiprogesterona em depósito inibe a expressão 

endometrial do IPSL (73), enquanto que as pílulas anticoncepcionais e o sistema intra-

uterino de levonorgestrel não a inibem (74). Fleming et al. sugerem que a expressão das 

proteínas antimicrobianas deva ser avaliada nos diferentes métodos contraceptivos, sendo 

que os novos métodos deveriam regular positivamente a expressão dessas proteínas (74).  

 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 ultrassom (75;76), chegando a 30% quando diagnosticado 

por laparoscopia (77). Sob a 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, ocorrendo a perda dos cílios e o acúmulo de fluídos ricos em células inflamatórias (2). A 

ocorrência da hidrossalpinge está relacionada aos processos inflamatórios decorrentes de Doenças 

Inflamatórias Pélvicas, sendo o principal agente a Clamydia trachomatis (1). 

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

também está vinculada à gênese da gravidez ectópica (78;79) e, principalmente, está 

associada aos insucessos, tanto das fertilizações in vitro, como na transferência dos 
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embriões (80). Os fatores tóxicos, presentes no endométrio de mulheres com 

hidrossalpinge, criam um ambiente inadequado e provocam a morte dos jovens embriões 

(81). Esses baixos índices de gravidez pós-fertilização in vitro ocorrem, provavelmente, 

devido a uma receptividade endometrial comprometida (82). Os mecanismos que 

interferem na fertilidade e no desenvolvimento dos embriões transplantados ainda não é 

bem conhecido na hidrossalpinge, mas se acredita que haja uma associação de fatores 

mecânicos e embriotóxicos (83). Os fatores mecânicos ocorrem pelo contra fluxo de 

secreções que determinam uma dificuldade na implantação dos embriões no endométrio 

(84). Esse fluxo de secreções na cavidade endometrial é compatível com o observado nas 

descargas cervicais, comuns nestes casos (85). 

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

implantação do embrião (86). O fluido da hidrossalpinge é rico em citocinas, como 

interleucina 2(IL-2), 8 (IL-8), IL-12. IL-1α, TNFα e Fator de crescimento tumoral β2 

(TGFβ2) (86-88). 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 (88).  

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

de inibidores das proteases, em diferentes regiões do trato genital feminino, são poucos os  

estudos existentes sobre a expressão da elafina  na tuba uterina. Só existe um trabalho 

publicado por King et al. que utilizaram um modelo in vitro com uma linhagem de células 

de oviduto infectadas agudamente com C. Trachomatis (34). Sendo assim, um estudo nessa 

área é inédito na literatura e poderá agregar mais informações sobre os mecanismos 

inflamatórios determinantes das modificações estruturais do tecido das tubas uterinas na 

presença de hidrossalpinge. 
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Objetivos 

1. Determinar a expressão proteica da elafina, através da técnica de imuno-

histoquímica, nas tubas uterinas de mulheres com e sem hidrossalpinge. 

2. Quantificar a expressão do RNAm da elafina, através da técnica da reação em 

cadeia da polimerase em tempo real nas tubas uterinas de mulheres com e sem 

hidrossalpinge. 
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Abstract 

Elafin is a natural antimicrobial molecule and a member of the antileukoproteinase 

(Trappin) family. It is normally expressed in the mucosae of fallopian tubes. 

Hydrosalpinx is a chronic inflammatory process of the fallopian tubes. The objective of 

this study is to compare the localization of elafin protein and levels of elafin messenger 

RNA (mRNA) in the mucosa of oviducts with and without hydrosalpinx. 

Immunohistochemical analysis was performed on tissue sections of hydrosalpinx (n = 

10) and normal tubes (n = 22) from paraffin-embedded blocks, obtained from patients 

who underwent salpingectomy for benign conditions. The main outcome measure was 

the intensity of staining with 3,3′-diaminobenzidine calculated by ImageJ software and 
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mRNA expression by real-time polymerase chain reaction. The mean intensity of elafin 

(mean ± standard deviation) in mucosae of the fallopian tubes was 69.68 ± 24.55 in 

controls and 32.03±18.16 in patients with hydrosalpinx (P < .0001). Elafin mRNA 

levels were reduced in hydrosalpinx, although not significantly (P = .05, n = 9 from 

each group). Therefore, tubal epithelium of women with hydrosalpinx seems to have a 

lower expression of elafin, an elastase inhibitor and a natural antimicrobial molecule, 

compared to normal tubes. 
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Introduction 

Elafin is a natural antimicrobial molecule and a member of the antileukoproteinase 

(Trappin) family, also called Trappin-2.1,2 Its expression has been reported in both the 

oral cavity3 and the female reproductive tract epithelium.4 Elafin expression in 

endometrium occurs only during menses.4 However, in mucosae of fallopian tubes, its 

expression is constant throughout the menstrual cycle.5 Inside the gravid uterus, elafin 

is released by the decidua, fetal membranes, and lungs, and it is responsible for the 

regulation of proinflammatory paracrine interactions to maintain the pregnancy and to 

limit uterine infections.6 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.7 Women with bacterial vaginosis have a 

lower level of elafin in their cervicovaginal secretions.8 Hydrosalpinx, a chronic 

inflammatory process of the fallopian tubes that is usually an end result of pelvic 

inflammatory disease, is a well-known risk factor for ectopic pregnancy, infertility, and 

low success of in vitro fertilization (IVF).9,10 

Metalloproteinases (MMPs) are key molecules related to tissue degradation, and they 

are a common finding in hydrosalpinx.11 In addition, hydrosalpinx fluid is rich in tumor 

necrosis factor α (TNFα), a proinflammatory cytokine that increases elafin messenger 

RNA (mRNA) expression.12 Furthermore, hydrosalpinx fluid stimulates the total 

gelatinolytic activity of MMP-2 and MMP-9.11 Neutrophil elastase activates MMP-2, -3, 

and -9 and degrades tissue inhibitors of the MMPs (TIMP-1 and TIMP-2).13 In 

contrast, elafin inhibits neutrophil elastase and proteinase 3,14 whereas elastase 

inhibits elafin.15 
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Our group has shown that, in the presence of hydrosalpinx, endometrial elafin 

expression is reduced most likely as a result of consumption.16 Although there are 

indirect data suggesting that elafin would be enhanced in the hydrosalpinx epithelial 

mucosa secondary to the high concentration of TNF-α in the hydrosalpinx fluid,12there 

is also indirect data suggesting that elafin expression would be diminished, because 

epithelial mucosa of the fallopian tube is degraded.11 So far, there are no studies 

reporting the immunohistochemical expression of elafin in the tubal epithelium of 

women with hydrosalpinx (PubMed search: elafin and hydrosalpinx, no limits, from 

1966 until April 2013). The closest article related to infection in oviducts was published 

by King et al. These authors measured the mRNA expression of elafin in an in vitro 

model using oviduct cell line acutely infected with Chlamydia trachamotis.5Hydrosalpinx 

is a chronic condition, while the in vitro model, reported by King et al, represents an 

acute salpingitis model. If the expression of elafin is reduced in the mucosa of patients 

with hydrosalpinx, this information may explain why there is an increased risk for the 

development of pelvic inflammatory disease in patients who had a previous sexually 

transmitted disease.17 Understanding the mechanisms involved in hydrosalpinx 

formation may be the basis for future research investigating new treatments to restore 

or maintain the reproductive capabilities of patients. Therefore, the aim of this study 

was to compare the expression of elafin in the tubal epithelium of women with and 

without hydrosalpinx. 

Material and methods 

For this case–control study, formalin–fixed, paraffin-embedded tissues were obtained 

from the archives of the Pathology Service of Hospital de Clínicas de Porto Alegre, 

from 2010 and 2011. An experienced pathologist reviewed the slides and confirmed 

the diagnosis of hydrosalpinx and normal tubes. Normal and hydrosalpinx tubes were 
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obtained from total hysterectomy specimens for benign conditions (leiomyomas and 

dysfunctional uterine bleeding). Patients with cancer and acute salpingitis were 

excluded. 

Immunohistochemistry 

Immunohistochemical staining was performed as reported previously,16 using the 

primary antibody against elafin (HM2063-0603; Hycult Biotechnology, Udem, The 

Netherlands) diluted to a ratio 1:10. The negative external controls were obtained by 

carrying out immunostaining without the primary antibody. Tonsil tissue was 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 slide was evaluated using multiple digital pictures, 1 

microscopic field = 1 picture. Images were obtained with a 4× objective UPLanFI 

(resolution: 2.75 µm) at a size of 2560 × 1920 pixels (resolution: 1 mm = 590 pixels) 

under standard lighting conditions. 

ImageJ Analyses 

In order to reduce bias, each slide was coded and blindly analyzed with the image 

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

available at http://rsbweb.nih.gov/ij/). The whole cross-section with luminal epithelium 

was used as the desired area to be analyzed in the normal fallopian tube. In fallopian 

tubes with hydrosalpinx, all luminal epithelium presented in the slide was selected. 

After selecting the desired area to be analyzed, the selected image was submitted to 

the analytical procedure “color deconvolution” written as built-in “plugin” for ImageJ, 

using the hematoxylin and 3,3′-diaminobenzidine (DAB) built-in vector (HDAB).18 This 

built-in HDAB vector separates the digital image (Figure 1A) into 3 different panels, 

one with hematoxylin, a second panel with DAB only, and a third panel with 
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background (Figure 1B and C). Of the 3 images obtained from “color deconvolution,” 

the hematoxylin-only picture was selected and converted into a binary picture. A 

“mask” was created to identify the region of interest (ROI manager), and it was saved 

in a file. The picture with DAB intensity was selected, and the “mask” was overlaid on 

the image (Figure 1E). The DAB staining intensity and the total area were measured 

by the software, yielding the mean intensity of the DAB immunostaining from the ROI. 

When multiple pictures were taken from the same specimen, the average intensity of 

DAB was calculated. The final DAB intensity was calculated according to the formula: f 

= 255 − i, where f = final DAB intensity and i = mean DAB intensity obtained from the 

software. The final DAB intensity varied from 0 (white, no expression) to 255 (dark 

brown, highest expression). 

RNA Isolation and Real-Time Polymerase Chain Reaction Analysis 

Total RNA was extracted from formalin-fixed, paraffin-embedded fallopian tissue using 

the High Pure FFPE RNA Micro Kit (Roche, Indianapolis, Indiana) per manufacturer’s 

instructions from 10 samples of each group. RNA concentration was measured using 

NanoDrop 2000 spectrophotometer (Thermo Scientific, Wilmington, Delaware). 

Reverse transcription was performed using the Omniscript RT Kit (Qiagen, Valencia, 

California) per manufacturer’s instructions. Quantitative real-time polymerase chain 

reaction (RT-PCR) was performed using the elafin primer sequences elafin forward 5′-

TGGCTCCTGCCCCATTATC-3′ and reverse 5′-CAGTATCTTTCAAGCAGCGGTTAG-

3′, β-actin forward 5′-GATGAGATTGGCATGGCTTT-3′ and reverse 5′-

CACCTTCACCGGTCCAGTTT-3′, and SYBR Green PCR master mix (Applied 

Biosystems, Foster City, California). Samples were cycled for 15 seconds at 95°C, 1 

minute at 60°C (elafin) and 30 seconds at 95°C, 30 seconds at 60°C (β-actin) on a 

C1000 Thermocycler with CFX96 Real-Time System (Bio-Rad, Hercules, California). 
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The levels of elafin mRNA were identified using the comparative threshold cycle 

method by ABI Prism 7000 SDS software (User Bulletin No. 2, ABI Prism 7700 

Sequence Detection System; Applied Biosystems) normalizing to β-actin. 

Ethics, Sample Size Calculation, and Statistical Analysis 

The local ethics committee, Comissão Científica e o Comitê de Ética em Pesquisa do 

Hospital de Clínicas de Porto Alegre, approved the study (number 11-0238). The 

ethics committee decided to waive written informed consent from patients, because 

samples were obtained from pathology archives. However, the authors of the study 

signed a statement to preserve the privacy of the patients, and all data were used 

exclusively for this study. Sample size for immunohistochemical analysis was 

calculated according to the formula n = [(zα + zβ)2 . 2 . (s)2]/(d)2, as described19using 

the following parameters: an α error (zα) = .05, a power (zβ) = .8, an estimate standard 

deviation (SD) of elafin of 18, thus variance (s)2 = 324, and a difference (d) of 25 points 

to be found in a scale ranging from 0 to 255 (ie, a difference of 10%). The variance 

was obtained from a pilot study with 19 cases of normal tubes. These figures yielded a 

sample size of at least 8 cases in each group. 

GraphPad Prism version 5 for Macintosh (GraphPad Software, Inc, San Diego, 

California) was performed for statistical analysis, using unpaired Student t test with 

Welch correction to compare the expression of elafin (final DAB intensity) in tubal 

epithelium of the 2 groups if data had a Gaussian distribution; otherwise, Mann-

Whitney test was used. For nonparametric data, Fisher exact test was used. Mann-

Whitney test was used for statistical analysis of RT-PCR results, comparing median 

values of each group as individual data points using 2−
�
Ct and considering a P value 

<.05 as significant.20 
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Results 

A total of 32 samples were obtained (10 hydrosalpinges; 22 controls). No significant 

differences were found between the groups when age, ethnicity, and parity were 

analyzed. There was no significant correlation between age of the patient and elafin 

expression by immunostaining (r 2 = .05, P = .3—correlation coefficient (r) = −.2, 95% 

confidence interval = −0.6 to 0.2—data not shown). Further characteristics of the 

samples are depicted in Table 1. All values for DAB intensity and RT-PCR passed in 

the Kolmogorov-Smirnov normality test, and unpaired t test with Welch correction was 

used when mean ± SD was presented. 

Immunohistochemistry 

Positive external control for elafin stained strongly with DAB (Figure 2A-n). Elafin 

expression was consistently uniform across isthmic and ampullary segments of the 

fallopian tubes (data not shown). Figure 2A (a-f) depicts the normal tissue sections of 6 

different fallopian tubes with positive elafin expression (dark brown). Elafin is localized 

in the cytoplasm and in some cases inside the nucleus of the epithelial part of the 

mucosa. Hydrosalpinx sections had lower or no elafin expression (Figure 2A [g-l]). The 

mean intensity of elafin (mean ± SD) in mucosae of the fallopian tubes was 69.68 ± 

24.55 in controls and 32.03 ± 18.16 in patients with hydrosalpinx (unpaired ttest with 

Welch correction P < .0001—Figure 2B). 

Real-time PCR analysis 

From the 10 samples randomly choosen in each group, only 9 samples were used for 

quantitative RT-PCR analysis to determinate the potential changes in elafin mRNA 

levels in the samples. One sample did not yield enough RNA, and the other had 

degraded RNA. Although mean values (±SD) of the percentage of elafin mRNA/β-actin 
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mRNA expression in hydrosalpinx (0.04 ± 0.02) were reduced compared to control 

groups (0.08 ± 0.05), this difference was not significant (P = .05), as shown in Figure 

3. 

Discussion 

The data presented here demonstrate that elafin protein expression is reduced on the 

mucosal epithelium of oviducts with hydrosalpinx, and mRNA levels had a 2-fold 

change compared to hydrosalpinx, but they were not significantly different (P = .05). 

We were not able to retrieve any data of this patient, except for our own previous 

report.16 Therefore, the possible explanations for our findings could be explained 

through indirect evidences. The low expression of tissue-associated elafin protein in 

hydrosalpinx could be related to its reduced production and/or increased secretion and 

degradation. Jastrow et al, using an in vitro model, reported that hydrosalpinx fluid 

stimulates the total gelatinolytic activity of cytotrophoblastic cells through the activity of 

MMP-2 and MMP-9, which were not counteracted by their inhibitors, that is, TIMP-1 

and elafin.11 Copperman et al found that there is a significant increase in the number 

of neutrophils in hydrosalpinx tissue.21 Lee et al using a mice model showed that 

hydrosalpinx formation is related to increased production of MMP-9.22 Guyot et al 

have shown that in the presence of excess neutrophil elastase, elafin is 

cleaved.15 From these data, we can infer that increased elastase concentrations 

derived from neutrophils result in increased elafin protein degradation and, therefore, 

may be responsible for low levels of elafin in immunohistochemistry analysis. 

King et al, using an in vitro model of OE-E6/E7 oviductal epithelial cell line infected 

with C. trachomatis, demonstrated that mRNA elafin levels were increased during 

acute infection.5 This in vitro study reflects an acute condition and may differ from 

responses observed in the chronic condition of hydrosalpinx. In some chronic 
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conditions, such as chronic sinusitis, elafin is highly expressed in mucosa,23 but in 

others, such as chronic obstructive pulmonary disease, viral infections with secondary 

bacterial infections reduce elafin expression.24 These observations indicate that 

regulation of both expression and elafin catabolism is complex and possibly tissue 

specific. Although no statistical significance was observed, mean values of mRNA from 

normal fallopian tubes is higher than from hydrosalpinx group, as shown in Figure 3. 

One possible explanation for not finding a significant difference between the groups 

could be related to the fact the whole paraffin-embedded tissue was used for mRNA 

analysis, while in ImageJ, we were able to select only the mucosa of the oviduct. A 

laser capture analysis would overcome this problem and could be used in future work. 

One positive aspect of this study was the use of the ImageJ software to quantify DAB 

intensity for elafin staining. The only human factor related to this quantification was the 

selection of the image. The consistency obtained with image software is in accordance 

with Helps et al who used ImageJ for DAB expression in brain tissue.25The ImageJ 

method was used instead of other semiquantitative methods, because we were not 

able to obtain consistently low inter- and intravariability of the results. The use of 

ImageJ software eliminated this problem. Another positive aspect of the study was 

sample size calculation (power analysis). Despite the relative small sample size, we 

demonstrated that with the present sample size, power analysis was adequate. 

Increasing the difference in DAB intensity would actually reduce the sample size 

according to the formula given in Materials and Methods section. 

Nevertheless, there are few limitations in the study which should be addressed. No 

mechanistic study was made to explain why elafin immunostaining was decreased in 

hydrosalpinx, but this was not the objective of the study. We did not have data related 

to previous sexually transmitted disease from patients with hydrosalpinx or 
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identification of C. trachomatis. Parity between the groups was not significantly 

different, even in the presence of hydrosalpinx, a known infertility factor. It is possible 

that these conditions could be started later in their live, since the mean age of both the 

groups was between 45 and 47 years. 

In conclusion, we found that tissue-associated elafin protein expression is reduced in 

the mucosa lining the oviducts with hydrosalpinx compared to normal fallopian tubes. 

This reduction was suggested by reduced mRNA levels, although no statistical 

difference was found. 

The potential clinical relevance of these findings can be related to the fact that elafin is 

an antibacterial adjuvant in mucosal defense and an antiprotease. If elafin is a 

clinically useful antimicrobial and antiprotease molecule, it might be used as an 

adjuvant in pelvic inflammatory disease to reduce damage of the fallopian tubes or as 

new adjuvant therapy for assisted reproductive technologies in those patients with 

hydrosalpinx that are candidates for in vitro fertilization. Regulation of elafin in acute 

and chronic inflammatory process of fallopian tubes is an area that needs further 

investigation. 
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Table 

Table 1. Characteristics of the sample. 

Characteristic 

Control 

(n=22) 

Hydrosalpinx 

(n=10) 

P value 

Age (mean±SD) 

Ethnicity n(%) 

  Caucasian 

  Afro-Brazilian 

Parity (mean±SD) 

Indication for surgery 

Leiomyoma 

endometrial polyp 

endometriosis ovary  

   Adnexal mass-asymptomatic  

   pelvic pain 

45.4±8.1 

 

19(86.3) 

3 (13.7) 

2±1.5 

 

15 

6 

1 

 

 

47.2±11.5 

 

8(80) 

2(20) 

2.7±1.3 

 

 

 

 

7 

3 

0.6 a 

 

0.6b 

 

0.2 a 

 

 

 

 

 

 

ª Student t test with Welch correction 

b Fisher’s exact test 
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Figure legends 

Figure 1 

Example of image analysis of a normal Fallopian tube section (A). The built-in vector 

separates the digital image into 3 panels: hematoxylin (B), 3,3′-diaminobenzidine (DAB; 

C), and background (D). The “mask” representing the region of interest is depicted in 

yellow and overlaid on panel C, and DAB intensity was measured by ImageJ software, 

yielding the mean intensity of DAB immunostaining. 

 

Figure 2. A. Elafin expression in fallopian tubes. Panels show representative images of 

tissue sections in 6 different cases of normal fallopian tubes (a-f) and in 6 different cases 

of hydrosalpinxes (g-l). Positive external control—tonsil (m). Scale bars represent 500 µm. 

B. Graphical representation of DAB intensity difference between the groups. 

Unpaired t test with Welch correction was applied. Bar represents the mean. 

Figure 3. 
Elafin mRNA expression in hydrosalpinx. Elafin mRNA levels were measured in fallopian 

tubes with hydrosalpinx (n = 9) or without hydrosalpinx (control—n = 9) and normalized to 

β-actin. Statistical analysis was performed with unpaired t test with Welch correction. 

mRNA indicates messenger RNA. 



 48 
 

 

Artigo Original redigido em Português 

Resumo  

Elafina é uma molécula antimicrobiana natural e um membro da família 

antileucoproteinase (Trappin). É normalmente expressa na mucosa de trompas de falópio. 

Hydrosalpinx é um processo inflamatório crônico das trompas de falópio. O objetivo deste 

estudo é comparar a localização de proteínas Elafina e níveis de RNA mensageiro Elafina 

(mRNA) na mucosa das tubas uterinas com e sem hydrosalpinx. A análise 

imunohistoquímica foi realizada em cortes de tecidos de hydrosalpinx (n = 10) e tubos 

normais (n = 22) a partir de blocos embebidos em parafina, obtidos de pacientes que se 

submeteram à laqueadura para condições benignas. A principal medida foi a intensidade da 

coloração com 3,3'-diaminobenzidina calculado pelo software ImageJ e expressão de 

mRNA em tempo real por reação em cadeia da polimerase. A intensidade média de Elafina 

(média ± desvio padrão) na mucosa das trompas de falópio foi de 69,68 ± 24,55 em 

controles e 32,03 ± 18,16 em pacientes com hydrosalpinx (P <0,0001). Elafina níveis de 

mRNA foram reduzidos em hidrossalpinges, embora não de forma significativa (P = 0,05, n 

= 9 em cada grupo). Portanto, epitélio das trompas de mulheres com hidrossalpinges parece 

ter uma menor expressão de Elafina, um inibidor da elastase e uma molécula 

antimicrobiana natural, em comparação com os tubos normais. 

Introdução 

A elafina é uma molécula antimicrobiana, membro natural da família antileucoproteinase 

(Trappin), também chamada Trappin-2 [1, 2]. A sua expressão tem sido relatada na 

cavidade oral [3] e no epitélio do tracto genital feminino [4]. A expressão da elafina no 

endométrio ocorre apenas durante a menstruação [4]. No entanto, na mucosa das tubas de 
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Falópio, a sua expressão é constante ao longo do ciclo menstrual [5]. Dentro do útero 

gravídico, a elafina é liberada pela decídua, pelas membranas e pulmões fetais e é 

responsável pela regulação das interações parácrinas pró-inflamatórias para manter a 

gravidez e para limitar as infecções uterinas [6]. Sua função está provavelmente envolvida 

nas defesas inatas das mucosas que previnem a infecção uterina, nos mecanismos que 

regulam a reparação antiproteolítica dos tecidos e na menstruação [7]. As mulheres com 

vaginose bacteriana têm um nível mais baixo de elafina nas secreções cervicais [8]. A 

hidrossalpinge, um processo inflamatório crônico das tubas de Falópio, a qual é geralmente 

um resultado final da doença inflamatória pélvica, é um fator de risco conhecido para a 

gravidez ectópica, infertilidade e baixo sucesso da fertilização in vitro [9, 10]. 

As metaloproteinases (MMP) são moléculas-chave relacionadas com a degradação do 

tecido, e elas são um achado comum em hidrossalpinge [11]. Além disso, o fluido da 

hidrossalpinge é rico em fator de necrose tumoral-α (TNF-α), uma citocina pró-

inflamatória, que aumenta a expressão do RNAm da elafina [12]. Além disso, o fluido da 

hidrossalpinge estimula a atividade gelatinolítica total da MMP-2 e MMP-9 [11]. A elastase 

neutrofílica ativa as MMP-2, 3 e 9, e degrada inibidores teciduais das MMPs (TIMP-1 e 

TIMP-2) [13]. Em contraste, a elafina inibe a elastase dos neutrófilos e a proteinase 3 [14], 

enquanto que elastase inibe a elafina [15]. 

 

O nosso grupo demonstrou que, na presença de hidrossalpinge, expressão da elafina no 

endométrio estava reduzida, provavelmente como resultado do seu consumo [16]. Apesar 

de existirem dados indiretos que sugerem que elafina estaria aumentada na mucosa epitelial 

da hidrossalpinge, secundariamente a elevada concentração de TNFα no fluido da 

hidrossalpinge [12], também há dados indiretos que sugerem que a expressão da elafina 
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estaria diminuída, porque a mucosa epitelial da tuba de Falópio  é degradada [11]. Até o 

momento, não há estudos que relatam a expressão imuno-histoquímica da elafina no 

epitélio tubário de mulheres com hidrossalpinge (pesquisa no Pubmed: elafin and 

hidrossalpinx, sem limites, a partir de 1966 até dezembro de 2012). O mais próximo artigo 

relacionado à infecção nas tubas foi publicado por King et al. Esses autores mediram a 

expressão do RNAm da elafina em um modelo in vitro utilizando uma linha de células do 

oviduto infectadas agudamente com C. trachamotis [5]. A hidrossalpinge é uma condição 

crônica, enquanto que o modelo in vitro, relatado por King et al., representa um modelo de 

salpingite aguda. Se a expressão da elafina estiver reduzido na mucosa das pacientes com 

hidrossalpinge, essa informação poderá explicar por que há o aumento do risco de 

desenvolvimento de doença inflamatória pélvica em mulheres que tiveram uma doença 

sexualmente transmissível anterior [17]. A compreensão dos mecanismos envolvidos na 

formação da hidrossalpinge pode ser a base para pesquisas futuras para investigar novos 

tratamentos para restabelecer ou manter a capacidade de reprodução das pacientes. 

Portanto, o objetivo deste estudo foi comparar a expressão da elafina no epitélio tubário de 

mulheres com e sem hidrossalpinge. 

 

Material e métodos 

 

Para este estudo de caso-controle, tecidos fixados em formalina e embebidos em parafina 

foram obtidos a partir dos arquivos do Serviço de Patologia do Hospital de Clínicas de 

Porto Alegre (HCPA), a partir de 2010 e 2011. Um patologista experiente revisou as 

lâminas e confirmou o diagnóstico de tubas com hidrossalpinge e de tubas normais. As 

tubas normais e com hidrossalpinge foram obtidas a partir de amostras de histerectomia 
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total por condições benignas (leiomiomas e sangramento uterino disfuncional). Casos com 

câncer e salpingite aguda foram excluídos. 

Imunohistoquímica 

A coloração por imuno-histoquímica foi realizada como previamente relatada [16], 

utilizando-se o anticorpo primário contra elafina (HM2063-0603 Biotecnologia Hycult, 

Udem, The Netherlands)  na diluição de 1:10. Os controlos negativos externos foram 

obtidos através da realização da imunocoloração sem o anticorpo primário. As amostras 

conhecidamente positivas para elafina foram utilizadas como controles externos positivos. 

Os cortes foram corados e analisados com um microscópio BX51 da Olympus (Olympus 

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

A lâmina foi avaliada usando várias imagens digitais, um campo microscópico = uma 

imagem. As imagens foram obtidas com uma objetiva de 4X UPLanFI (resolução: 

2.75µm), com um tamanho de 2560x1920 pixels (resolução: 40µm = 1800 pixels), sob 

condições de iluminação padronizadas. 

Análise com ImageJ 

A fim de reduzir o viés, cada slide foi codificado e cegamente analisadas com o software 

ImageJ análise de imagens (ImageJ v1.43j; National Institutes of Health, Bethesda, MD, 

disponível em http://rsbweb.nih.gov/ij/). A secção transversal do conjunto com o epitélio 

luminal foi usada como a área desejada para ser analisado na trompa de Falópio normal. 

Em trompas de Falópio com hidrossalpinges, todo o epitélio luminal apresentado na lâmina 

foi selecionado. Depois de selecionar a área desejada para ser analisado, a imagem 

selecionada foi submetida ao procedimento analítico "color deconvolution", escrito como 

built-in "plugin" para ImageJ, utilizando a hematoxilina e 3,3'-diaminobenzidina (DAB) 
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built-in vector (HDAB) .18 Este embutido HDAB vector separa a imagem digital (Figura 

1A) em três painéis diferentes, um com hematoxilina, um segundo painel com apenas DAB, 

e um terceiro painel de fundo (Figura 1B e C). Das 3 imagens obtidas a partir de "color 

deconvolution", a imagem só de hematoxilina foi selecionado e convertido em uma imagem 

binária. A "máscara" foi criada para identificar a região de interesse (ROI manager), e foi 

salvo em um arquivo. A imagem com DAB intensidade foi selecionado, e a "máscara" foi 

sobreposto na imagem (Figura 1E). A intensidade da coloração DAB e a área total foram 

medidas pelo software, obtendo-se as médias da intensidade da imunocoloração DAB do 

ROI. Quando múltiplas imagens foram tiradas a partir da mesma amostra, a intensidade 

média de DAB foi calculada. A intensidade final DAB foi calculada de acordo com a 

fórmula: f = 255 - i, onde f = intensidade DAB final e i = média intensidade DAB obtida a 

partir do software. A intensidade final DAB variou de 0 (branco, sem expressão) a 255 

(marrom escuro, expressão mais elevada). 

Isolamento de RNA e análise em tempo real PCR 

O RNA total foi extraído a partir do tecido embebido em parafina das tubas de Falópio 

fixadas em formalina usando a alta FFPE RNA Micro Kit (Roche, Indianapolis, Indiana) 

segundo as instruções do fabricante a partir de 10 amostras de cada grupo. A concentração 

de RNA foi medida usando NanoDrop 2000 espectrofotômetro (Thermo Scientific, 

Wilmington, Delaware). A transcrição reversa foi realizada utilizando o estojo Omniscript 

RT (Qiagen, Valência, Califórnia) seguindo as instruções do fabricante. Em tempo real da 

reação em cadeia da polimerase quantitativa (RT-PCR) foi realizada usando as sequências 

iniciadoras Elafina forward 5'-TGGCTCCTGCCCCATTATC-3 'e reverse 5'-

CAGTATCTTTCAAGCAGCGGTTAG-3', β-actina forward 5'-

GATGAGATTGGCATGGCTTT-3 'e reverse 5'-CACCTTCACCGGTCCAGTTT-3 ', e' 
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SYBR Green PCR master mix (Applied Biosystems, Foster City, Califórnia). As amostras 

foram submetidas a ciclos de 15 segundos a 95 ° C, 1 minuto a 60 ° C (Elafina) e 30 

segundos a 95 ° C, 30 segundos a 60 ° C (β-actina) em um termociclador C1000 com 

CFX96 Sistema Real-Time (bio-Rad, Hercules, Califórnia). Os níveis de ARNm Elafina 

foram identificadas utilizando o método de ciclo limiar comparativa por ABI Prism 7000 

software SDS (Boletim do utilizador No. 2, ABI Prism 7700 Sequence Detection System; 

Applied Biosystems) para normalizar β-actina. 

Ética, Cálculo do Tamanho da Amostra e Estatística 

O comitê de ética local, Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital de Clínicas de Porto 

Alegre, aprovou o estudo (número 11-0238). O comitê de ética decidiu renunciar 

consentimento informado por escrito dos pacientes, porque as amostras foram obtidas a 

partir de arquivos de patologia. No entanto, os autores do estudo assinaram uma declaração 

para preservar a privacidade dos pacientes, e todos os dados foram utilizados 

exclusivamente para este estudo. O tamanho da amostra para análise imunohistoquímica foi 

calculado de acordo com a fórmula n = [(zα + zβ) 2. 2. (s) 2] / (d)2, como descrito19 usando 

os seguintes parâmetros: um erro α (zα) = 0,05, um poder (zβ) = 0,8, um desvio-padrão da 

estimativa (SD) de Elafina de 18, assim variância (s) = 2 324, e a diferença (d) de 25 pontos 

para ser encontrado em uma escala que varia de 0 a 255 (ou seja, uma diferença de 10%). A 

variação foi obtida a partir de um estudo piloto com 19 casos de tubos normais. Estes 

números renderam um tamanho de amostra de pelo menos oito casos em cada grupo. 

GraphPad Prism versão 5 para Macintosh (GraphPad Software, Inc, San Diego, Califórnia) 

foi realizada para análise estatística, utilizando o teste t de Student não pareado com 

correção de Welch para comparar a expressão de Elafina (intensidade final DAB) em 
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epitélio tubário dos dois grupos se dados teve uma distribuição de Gauss; caso contrário, foi 

utilizado o teste de Mann-Whitney. Para dados não paramétricos, foi utilizado o teste exato 

de Fisher. Teste de Mann-Whitney foi utilizado para a análise estatística dos resultados de 

RT-PCR, comparando os valores médios de cada grupo como pontos de dados individuais, 

usando 2-�Ct e considerando um valor P <0,05 como significante.20 

Resultados 

Um total de 32 amostras foi obtido (10 hidrossalpinges; 22 controles). Não foram 

encontradas diferenças significativas entre os grupos quando a idade, etnia, paridade foram 

analisados. Não houve correlação significativa entre a idade do paciente e expressão 

Elafina por imuno marcação (coeficiente de r 2 = 0,05, P = 0,3-correlação (r) = -.2, 

intervalo de confiança de 95% = -0,6 a 0,2-dados não apresentados ). Outras características 

das amostras são mostradas na Tabela 1. Todos os valores para intensidade DAB e RT-PCR 

passou no teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov, e teste t não emparelhado com 

correcção Welch foi usado quando a média ± SD foi apresentada. 

A imuno-histoquímica 

Controlo positivo externo para Elafina fortemente coradas com DAB (Figura 2A-n). Elafina 

expressão foi consistentemente uniforme em todos os segmentos e ístmicas ampulares das 

trompas de falópio (dados não mostrados). Figura 2A (af) representa os cortes de tecidos 

normais de 6 diferentes trompas de falópio com expressão positiva da Elafina (marrom 

escuro). Elafina está localizada no citoplasma e, em alguns casos dentro do núcleo da parte 

epitelial da mucosa. Seções de hidrosalpinge tiveram menor ou nenhuma expressão Elafina 

(Figura 2A [gl]). A intensidade média de Elafina (média ± DP) na mucosa das trompas de 
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falópio foi de 69,68 ± 24,55 em controles e 32,03 ± 18,16 em pacientes com hidrossalpinge 

(Teste t não pareado com correção de Welch P <0,0001-Figura 2B). 

Análise por Real-time PCR 

A partir das 10 amostras escolhidas ao acaso em cada grupo, apenas 9 amostras foram 

utilizadas para análise RT-PCR quantitativo para determinar os potenciais alterações nos 

níveis de RNAm da Elafina nas amostras. Uma amostra não rendeu RNA suficiente, e outra 

tinha RNA degradado. Embora os valores médios (± DP) do percentual de Elafina mRNA / 

expressão de mRNA β-actina em hidrossalpinge (0,04 ± 0,02) foram reduzidas em 

comparação com grupos de controle (0,08 ± 0,05), essa diferença não foi significativa (P = 

0,05), como mostrado na Figura 3. 

Discussão 

Os dados aqui apresentados demonstram que a expressão da proteína é reduzida Elafina 

sobre o epitélio da mucosa do oviduto com hidrossalpinges, e os níveis de mRNA teve uma 

alteração de 2 vezes em comparação com hidrossalpinges, mas eles não foram 

significativamente diferentes (P = 0,05). Nós não fomos capazes de recuperar todos os 

dados deste paciente, exceto para a nossa própria publicação16 anterior. Portanto, as 

explicações possíveis para nossas descobertas podem ser explicadas através de evidências 

indiretas. A baixa expressão da proteína Elafina associado ao tecido, hidrossalpinges 

poderia estar relacionada com a sua produção reduzida e / ou aumento da secreção e 

degradação. Jastrow et al, utilizando um modelo in vitro, relataram que o fluido 

hidrossalpinges estimula a actividade gelatinolítica total de células citotrofoblástica através 

da actividade de MMP-2 e MMP-9, que não foram neutralizadas pelos seus inibidores, isto 

é, TIMP-1 e Elafina 0,11 Copperman et ai descobriram que há um aumento significativo no 
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número de neutrófilos em tissue.21 hidrossalpinges Lee et al, utilizando um modelo de 

ratos mostrou que a formação de hidrossalpinges está relacionada com o aumento da 

produção de MMP-9,22 Guyot et al mostraram que na presença de um excesso de elastase 

de neutrófilos, a Elafina é quebrada15 . A partir destes dados, pode-se inferir que as 

concentrações aumentadas de elastase a partir de neutrófilos derivados resultar no aumento 

da degradação da proteína Elafina e, portanto, pode ser responsável por níveis baixos de 

Elafina na análise imuno-histoquímica. 

King et al, utilizando um modelo in vitro de linha celular OE-E6 / E7 epitelial oviductal 

infectados com C. trachomatis, demonstraram que os níveis de mRNA Elafina foram 

aumentadas durante infecção aguda.5 Este estudo in vitro reflete uma condição aguda e 

pode ser diferente a partir das respostas observados na condição crônica de hidrossalpinge. 

Em algumas condições crônicas, tais como sinusite crônica, Elafina é altamente expressa na 

mucosa23, mas em outros, como a doença pulmonar obstrutiva crônica, infecções virais com 

infecções bacterianas secundárias reduzem a expressão da Elafina.24 Estas observações 

indicam que a regulação da expressão e o catabolismo da Elafina são complexas e 

possivelmente tecido específico. Embora não se observou qualquer significado estatístico, 

os valores médios do RNAm a partir das tubas de falópio normais é maior do que do grupo 

com hidrossalpinge, como mostrado na Figura 3. Uma possível explicação para não 

encontrar uma diferença significativa entre os grupos pode estar relacionado com o fato de 

que todo o tecido embebido incluído em parafina foi utilizado para a análise do RNAm, 

enquanto que em ImageJ, fomos capazes de selecionar apenas a mucosa do oviduto. Uma 

análise de captura com laser resolveria este problema e poderia ser utilizado em trabalhos 

futuros. 
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Um aspecto positivo deste estudo foi o uso do software ImageJ para quantificar a 

intensidade DAB para a coloração Elafina. O único fator humano relacionado com esta 

quantificação foi a seleção da imagem. A consistência obtida com software de imagem está 

em conformidade com ajuda et al que usou ImageJ para a expressão DAB no tecido 

cerebral.25 O ImageJ foi usado em vez de outros métodos semiquantitativos, porque não 

fomos capazes de obter baixa variabilidade inter e intra-observador nos resultados . O uso 

de software ImageJ eliminou este problema. Outro aspecto positivo do estudo foi o cálculo 

do tamanho da amostra (análise de poder). Apesar do tamanho relativamente pequeno da 

amostra, foi demonstrado que com o tamanho atual da amostra, a análise de poder foi 

adequada. O aumento da diferença de intensidade DAB reduziria o tamanho da amostra de 

acordo com a fórmula dada na secção Materiais e Métodos. 

No entanto, existem algumas limitações no estudo que devem ser abordada. Nenhum estudo 

mecanicista foi feito para explicar por que a expressão imunohistoquímica da Elafina estava 

diminuída na hidrossalpinge, mas este não era o objetivo do estudo. Nós não temos dados 

relacionados com doença sexualmente transmissível anterior de pacientes com 

hydrossalpinge ou identificação de C. trachomatis. A paridade entre os grupos não foi 

significativamente diferente, mesmo na presença de hidrossalpinge, um fator de 

infertilidade. É possível que essas condições tenham iniciado mais tarde, já que a média de 

idade de ambos os grupos foi entre 45 e 47 anos. 

Em conclusão, observou-se que a expressão da proteína Elafina nos tecido está reduzida na 

mucosa que reveste os ovidutos com hidrossalpinges em comparação com as tubas de 

falópio normais. Esta redução foi sugerida por níveis de RNAm reduzidas, embora 

nenhuma diferença estatística foi encontrada. 
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A potencial relevância clínica destes resultados pode estar relacionada ao fato de que a 

Elafina é um antibacteriano adjuvante na defesa da mucosa e é uma antiprotease. Se Elafina 

for uma molécula antimicrobiana e antiprotease clinicamente útil, ela poderia ser usada 

como um tratamento adjuvante na doença inflamatória pélvica para reduzir os danos nas 

tubas de Falópio; ou como nova terapia adjuvante para tecnologias reprodutivas assistidas 

nas pacientes com hidrossalpinge que sejam candidatas a fertilização in vitro. A regulação 

da Elafina no processo inflamatório agudo e crônico das trompas é uma área que precisa de 

mais investigação. 
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Tabela 1. Caracteristicas da amostra. 

Características 

Controle 

(n=22) 

Hidrossalpinge 

(n=10) 

valor P 

Idade (média±DP) 

Etnicidade n(%) 

  Caucasiana 

  Afro-Brasileiron 

Paridade (média±DP) 

Indicação para a cirurgia 

Leiomioma 

pólipo endometrial 

endometriose do ovário  

   Massa anexial assintomática  

   dor pélvica 

45.4±8.1 

 

19(86.3) 

3 (13.7) 

2±1.5 

 

15 

6 

1 

 

 

47.2±11.5 

 

8(80) 

2(20) 

2.7±1.3 

 

 

 

 

7 

3 

0.6 a 

 

0.6b 

 

0.2 a 

 

 

 

 

 

 

ª Teste t de Student com correção de Welch 

b Teste exato de Fisher 
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Legenda das Figuras 

Figura 1 
Exemplo de análise de imagem de uma secção de tubo de Falópio normal (A). A built-in 
vector separa a imagem digital em três painéis: hematoxilina (B), 3,3-diaminobenzidina 
(DAB; C) e fundo (D). A "máscara" que representa a região de interesse é representada em 
amarelo e sobreposto sobre o painel C, e DAB intensidade foi medida por software ImageJ, 
obtendo-se a intensidade média de DAB imunocoloração. 
 
Figura 2.  
A. Expressão da Elafina nas trompas de falópio. Painéis mostram imagens representativas 
de cortes de tecido em 6 casos diferentes de trompas normais (A-F) e em 6 casos diferentes 
de hidrossalpinges (g-l). Positivo controle: amígdalas externo (m). As barras de escala 
representam 500 µm. 
 
B. Representação gráfica da diferença da intensidade do DAB entre os grupos. Teste t não 
pareado com correção de Welch foi aplicado. Barra representa a média. 
 
Figura 3. 
Expressão do RNAm da Elafina em hidrossalpinges. Os níveis de RNAm da Elafina foram 
medidos nas trompas com hidrossalpinges (n = 9) ou sem hidrossalpinges (controle -n = 9) 
e normalizado com β-actina. A análise estatística foi realizada com o teste t não pareado 
com correção de Welch. mRNA indica RNA mensageiro. 
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Anexo 1. Figuras  

Figure 1 
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Figure 2B 
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