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RESUMO 

 

RUDGE, Carolina Zendron Machado. Expressão da leptina e seus receptores no ovário 

humano normal e no acometido por endometrioma. 2013. 84 f. Dissertação (Mestrado em 

Fisiopatologia e Ciências Cirúrgicas) – Faculdade de Ciências Médicas, Universidade do 

Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2013. 

 

Este estudo foi realizado para investigar os níveis de leptina no fluido de 

endometriomas ovarianos e comparar a expressão de leptina e seus receptores no tecido 

ovariano afetado por endometrioma de mulheres inférteis com a sua expressão no tecido 

ovariano normal de controles férteis sem endometriose. Neste estudo observacional, o tecido 

ovariano , amostras de sangue e fluido peritoneal foram obtidas de 20 mulheres (10 controles 

férteis sem endometriose ou qualquer doença ovariana, que foram submetidos à cirurgia de 

laqueadura tubária e 10 mulheres inférteis com endometriose grave endometrioma ovariano). 

O fluido contido no endometrioma ovariano foi aspirado, e biópsias de implantes peritoneais 

foram realizadas. Os tecidos removidos durante as cirurgias foram imediatamente congelados 

em nitrogênio líquido para determinação da expressão proteica por western blot e níveis de 

leptina pelo ELISA. A expressão do receptor de leptina foi maior no tecido do ovariano 

afetado por endometrioma que no tecido de ovariano normal (controle= 0,38 ± 0,05, estudo= 

0,60 ± 0,09, p= 0,03), mas não houve diferença significativa nos níveis de leptina entre estes 

grupos (controle= 0,1 ± 0,57, estudo= 0,1 ± 0,35, p= 0,18). Foram observadas correlações 

positivas e significativas entre a leptina e seu receptor no endometrioma ovariano (r = 0,85, p 

= 0,004) e em implantes peritoneais (r= 0,87, p= 0,001). Os resultados do ELISA 

demonstraram uma maior concentração de leptina no fluido endometrioma em comparação 

com a leptina sérica e no fluido peritoneal (soro= 8,4 ± 1,0, FP= 1,6 ± 0,5, FE= 73,8 ± 16,2, 

p= 0,0001), mas não houve correlação entre estas variáveis. Observou-se uma correlação 

positiva, significativa e forte entre os níveis de leptina no fluido peritoneal e a expressão de 

leptina e seu receptor em implantes peritoneais (leptina: r= 0,88, p= 0,0008; OBR: r= 0,96, p= 

0,0001) e entre os níveis de leptina no fluido endometrioma e a expressão da leptina e seu 

receptor no endometrioma ovariano (leptina: r= 0,94, p= 0,001; OBR: r = 0,84, p= 0,02). 

Nossos resultados sugerem que a leptina pode desempenhar um papel importante na 

fisiopatologia do endometrioma ovariano por meio de uma interação moduladora com o seu 

receptor. 

 

Palavras-chave: Leptina. Receptor de leptina. Ovário. Endometrioma ovariano. Fluido 

endometrioma. Endometriose. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

ABSTRACT 

 

RUDGE, Carolina Zendron Machado.Expression of leptin and its receptors in normal human 

ovaries and in those affected by endometrioma. 2013. 84 f. Dissertação (Mestrado em 

Fisiopatologia e Ciências Cirúrgicas) – Faculdade de Ciências Médicas, Universidade do 

Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2013. 

 

 

This study was designed to investigate leptin levels in the fluid in ovarian 

endometriomas and to compare the expression of leptin and its receptors in ovarian tissue 

affected by endometrioma in infertile women to its expression in the normal ovarian tissue of 

fertile controls without endometriosis. In this observational study, ovarian tissue, blood 

samples and peritoneal fluid were obtained from 20 women (10 fertile controls without 

endometriosis or any ovarian disease, who were undergoing tubal ligation surgery, and 10 

infertile women with severe endometriosis and ovarian endometrioma). The ovarian 

endometriomal fluid was aspirated, and peritoneal-implant biopsies were performed. The 

tissues removed during the surgeries were immediately frozen in liquid nitrogen to determine 

expression levels by western blot and leptin levels by ELISA. The leptin receptor was 

expressed at higher levels in the ovarian tissue affected by endometrioma than in the normal 

ovarian tissue (control=0.38±0.05, study=0.60±0.09, p=0.03), but there was no significant 

difference in leptin levels between these groups (control=0.57±0.1, study=0.35±0.1, p=0.18). 

Positive and significant correlations were observed between leptin and its receptor in the 

ovarian endometrioma (r=0.85, p= 0.004) and in the peritoneal-implant (r=0.87, p= 0.001). 

ELISA results demonstrate a greater leptin concentration within the endometrioma fluid 

compared with the serum and the peritoneal fluid (serum=8.4±1.0, PF=1.6±0.5, 

EF=73.8±16.2, p=0.0001), but there was no correlation between these variables. A positive, 

significant and strong correlation was observed between peritoneal fluid leptin levels and the 

expression of leptin and its receptor in peritoneal-implant (leptin: r=0.88, p=0.0008; OBR: 

r=0.96, p=0.0001) and between the endometrioma fluid leptin levels and the expression of 

leptin and its receptor in the ovarian endometrioma (leptin: r=0.94, p=0.001; OBR: r=0.84, 

p=0.02). These data suggest that leptin may play an important role in the physiopathology of 

ovarian endometrioma through a modulatory interaction with its active receptor. 

 

Keywords: Leptin. Leptin receptor. Ovary. Ovarian endometrioma. Endometriomal fluid. 

Endometriosis. 
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INTRODUÇÃO  

 

  

 A leptina (do grego leptos = magro) é um hormônio peptídico com peso molecular de 

16 kDa, formado por 167 aminoácidos [1], que apresenta uma estrutura terciária semelhante a 

alguns membros da família das citocinas. Esta proteína decodificada pelo gene obeso (ob) [2], 

localizado no braço longo do cromossoma 7 (7q31) [3], é predominantemente secretada pelos 

adipócitos, embora baixos níveis tenham sido detectados no hipotálamo [4], placenta [5], 

epitélio mamário [6], testículos [7], endométrio [8] e ovário [9]. 

 Pesquisas iniciais mostraram que a leptina circulante fornece ao cérebro informações 

referentes à quantidade de energia armazenada no tecido adiposo. Como ação principal 

controla o gasto energético e o consumo alimentar, através de uma cascata de eventos 

regulatórios disparados pela interação da leptina com seus receptores no hipotálamo.  

 Em um indivíduo com peso corporal normal, a leptina está mais correlacionada com a 

massa de gordura absoluta do que com o índice de massa corpórea (IMC) ou porcentagem de 

gordura corporal. Os níveis séricos de leptina aumentam proporcionalmente à massa de 

gordura corporal e parecem estar diretamente relacionados com a quantidade de ácido 

ribonucleico mensageiro (RNAm) para leptina no tecido adiposo. Além disso, vários fatores 

metabólicos e endócrinos contribuem para regular a transcrição dos genes da leptina em 

adipócitos [10-12]. 

 Além do envolvimento da leptina com o balanço energético, ingestão alimentar e 

controle do peso corporal, esta adipocina é crucial para a regulação de vários processos 

fisiológicos, incluindo a função reprodutiva, hematopoiese e inflamação, além de atividades 

imunorreguladoras e angiogênicas [13]. 

 Diversos estudos demonstraram que os níveis de leptina sofrem uma flutuação 

fisiológica durante o ciclo menstrual, sendo sua concentração significativamente menor no 

inicio da fase folicular [14]. Dados sugerem que a leptina pode regular a função do eixo 

hormonal hipotálamo-hipófise-ovariano (figura 1) [15]. Acredita-se que esta proteína possa 

ser um sinal metabólico para o eixo reprodutivo em primatas, aumentando o nível plasmático 

de hormônio luteinizante (LH) e hormônio folículo estimulante (FSH) [16] e regulando a 

oscilação de LH e estradiol durante o ciclo menstrual [17]. O estradiol parece ter um 

importante papel na regulação da produção de leptina pelos adipócitos [18]. 

 

 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Horm%C3%B4nio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Peso_molecular
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Figura 1- Modelo hipotético das relações entre a leptina e o eixo hipotálamo-

hipófise-ovariano. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Modificado de Gonzáles, et al 2000 [15]. 

 

 Sabe-se que a quantidade de gordura corporal armazenada tem influência na 

fertilidade, indicando uma possível interação entre o tecido adiposo e o sistema reprodutivo 

[19]. Mulheres obesas, especialmente aquelas com obesidade central, apresentam maiores 

níveis de leptina circulante.  Já mulheres atletas, portadoras de amenorreia hipotalâmica 

possuem deficiência de leptina [20]. Esses dois grupos de mulheres, obesas e atletas de alto 

nível, podem apresentar distúrbios reprodutivos, principalmente aqueles relacionados à 

ovulação. A administração de leptina recombinante no segundo grupo de pacientes resultou 

em crescimento folicular e ovulação, indicando que baixos níveis de leptina podem ser 

responsáveis pela disfunção reprodutiva que acompanha esta desordem neuroendócrina [21]. 

A deficiência de leptina assim como seu excesso está associada a anormalidades reprodutivas, 

tanto ao nível central quanto ao nível gonadal [22]. 
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1. ISOFORMAS DE RECEPTORES DE LEPTINA 

 

 

 A leptina circula livremente ou ligada a proteínas específicas de ligação e possui seis 

diferentes isoformas de receptores (OBR): OBRb (receptor longo), OBRa, c, d, f (receptores 

curtos), e o OBRe (receptor solúvel) (figura 2). As isoformas curtas têm em comum o 

domínio extracelular constituído por mais de 800 aminoácidos, o domínio transmembrana de 

34 aminoácidos e o domínio intracelular de 30-40 resíduos de aminoácidos, característico para 

cada uma das isoformas curtas. A isoforma longa diverge das demais por possuir domínio 

intracelular longo composto por aproximadamente 300 resíduos de aminoácidos, o que 

promove a interação com outras proteínas no citoplasma, ativando as vias de sinalização, 

sendo considerada a isoforma biologicamente funcional nos diferentes tecidos [10,23-25]. 

 

Figura 2 - Isoformas do receptor de leptina 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: CR (domínio receptor de citocina); Box 1,2,3 (região de domínio 

intracelular). Modificado de Hegyi et al., 2004 [26]. 

 

 

 A isoforma longa do receptor de leptina é expressa principalmente no hipotálamo [27] 

e responde às ações centrais desse peptídeo. Considerada a principal forma de sinalização do 

receptor [24/23], ela também está representada em muitos outros tipos celulares, tais como, 

cordão umbilical [28], intestino [29], placenta [30], queratinócitos localizados em margem de 
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lesão [31], estômago [32], osteoblastos [33], ácinos pancreáticas [34], ovário [35] e 

endométrio [8]. 

 As isoformas curtas estão homogeneamente distribuídas por quase todos os tecidos 

periféricos, incluindo ovário, testículo e próstata [36]. Elas também são expressas nos rins e 

pulmões, sendo estes responsáveis pelo clearence de leptina na circulação
 
[23]. OBRa e OBRc 

são amplamente expressas no plexo coroide e em micro vasos onde parecem ter um papel na 

captação ou no efluxo da leptina do líquido cefalorraquidiano, assim como no transporte 

mediado pelos receptores de leptina através da barreira hematoencefálica [37,38]. OBRe, que 

não tem domínio intracelular, está codificado como receptor solúvel [39], circula no sangue e 

possui alta afinidade de ligação com a leptina [40,41].  Assim, esta isoforma desempenha um 

papel na regulação dos níveis plasmáticos de leptina livre, a forma biologicamente ativa [42]. 

 A semelhança com os membros da família das citocinas classe I, conhecidos por atuar 

através das proteínas JAK e STAT [43,44], forneceu pistas importantes para a descoberta dos 

possíveis mediadores intracelulares de ativação do receptor de leptina. Além da via JAK-

STAT, atualmente sabe-se que a leptina é capaz de ativar a sinalização celular por outros 

mecanismos, sendo que a ativação da proteína fosfatidilinositol-3-kinase merece destaque por 

ser um ponto de convergência (cross-talk) entre a sinalização da leptina e da insulina. Essa 

ligação demonstra uma importante relação entre os dois hormônios, com destaque para a 

regulação hipotalâmica do peso corporal [26]. 

 Inicialmente, ações diretas da leptina estavam relacionadas apenas ao sistema nervoso 

central. No entanto, a ampla distribuição das diferentes isoformas de receptores reflete a 

multiplicidade de efeitos biológicos em tecidos extra neurais, fornecendo evidências para a 

extrema funcionalidade da leptina [45]. 
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2.  OS OVÁRIOS  

 

 

Os ovários são as gônadas femininas que têm origem de um processo passivo 

determinado pela ausência do cromossomo Y (sexo genético). Sua origem embrionária é o 

epitélio celômico para as células somáticas (granulosa e Teca) e o ectoderma primitivo para as 

células germinativas (ovócitos) [46]. São órgãos pares, em forma de amêndoa, medindo 3-4 

cm de comprimento, localizados perto da fixação do ligamento largo nas paredes laterais da 

pelve, suspensos por pregas peritoneais. Fixam-se ao útero pelo ligamento útero-ovárico, 

estando suspensos na cavidade peritoneal e suas superfícies não são cobertas por peritônio 

[47]. 

O epitélio de superfície que reveste os ovários é uma modificação do peritônio 

chamada epitélio germinativo. Imediatamente abaixo está a túnica albugínea, uma cápsula de 

tecido conjuntivo denso e irregular [48]. O córtex ovariano é composto por um arcabouço de 

tecido conjuntivo, o estroma, folículos ovarianos em vários estágios de desenvolvimento e 

células do estroma semelhantes a fibroblastos (figura 3). A medula, região central do ovário, é 

composta por fibroblastos e contêm grandes vasos sanguíneos, vasos linfáticos e fibras 

nervosas [48]. 

 

Figura 3 – Histologia do Córtex ovariano 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Retirado de http://www.unifesp.br/dmorfo/histologia/ ensino/ovario/histologia.htm [49]. 

 

http://www.unifesp.br/dmorfo/histologia/%20ensino/ovario/histologia.htm
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Além de funcionar como uma glândula endócrina responsável pela produção de 

esteroides sexuais (estrogênio e progesterona), os ovários também são responsáveis pelo 

desenvolvimento dos folículos imaturos até sua fase final de amadurecimento. São órgãos 

dinâmicos que nunca se encontram em repouso absoluto. 

Os hormônios ovarianos são secretados pelos ovários em resposta a dois hormônios 

sexuais femininos da hipófise anterior, o FSH e o LH. Esses por sua vez, são secretados em 

resposta ao hormônio de liberação das gonadotrofinas (GnRH) do hipotálamo, e assim se 

constitui o eixo hormonal hipotálamo-hipófise-ovariano [50]. 

O desenvolvimento folicular é um processo dinâmico e contínuo que só se interrompe 

quando a reserva ovariana chega ao fim. O primeiro estágio do desenvolvimento folicular 

(folículo primordial) consiste em um ovócito paralisado no estágio diplóteno da prófase I 

meiótica, envolto por uma única camada de células da granulosa. Com a multiplicação das 

células da granulosa e a diferenciação das células do estroma em teca interna e teca externa 

temos o folículo primário, com duas ou mais camadas de células da granulosa e membrana 

basal. A partir do momento que o crescimento folicular passa a ser acelerado pelo FSH o 

folículo progride ao estágio pré-antral. Nesse estágio o ovócito é envolto pela zona pelúcida, 

que o separa das células da granulosa que estão em contínua proliferação mitótica. A 

influência sinérgica do estrogênio e do FSH promove um aumento na produção de líquido 

folicular, que se acumula nos espaços intercelulares da granulosa e forma uma cavidade, 

originando o folículo antral. As células da granulosa que circundam os ovócitos passam a ser 

chamadas de cumulus ooforus. A proliferação continuada das células da granulosa e formação 

contínua do líquido folicular resulta na formação de um folículo maduro (De Graaf), cujo 

diâmetro chega a 2,5 cm no momento da ovulação. Nessa fase o ovócito primário completa 

sua primeira divisão meiótica, o que resulta na formação do ovócito secundário e do primeiro 

corpo polar. Quando o ovócito secundário entra na segunda divisão meiótica, ocorre a 

ovulação e o restante do folículo maduro colapsa, com a formação do corpo lúteo [51]. 

A produção de estrogênio pelo folículo pré-antral e antral é explicada pela teoria das 

duas células duas gonadotrofinas. Os receptores para LH estão presentes apenas nas células da 

teca e os receptores para o FSH apenas nas células da granulosa. Em resposta ao LH, as 

células da teca são estimuladas a produzir androgênios, que são produzidos na teca a partir do 

colesterol. Os androgênios são transportados às células da granulosa e utilizados como 

substratos na produção de estrona e estradiol, através da aromatização induzida pelo FSH 

[50]. 
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2.1 Os ovários e a leptina 

 

 

 A atuação da leptina no ovário começou a ser investigada quando sua presença bem 

como a presença do seu receptor foi detectada em ovários humanos [52]. A leptina é 

sintetizada nas células da granulosa e do cumulus oophurus de folículos humanos pré-

ovulatórios [53]. Esta proteína também foi encontrada no fluido folicular sugerindo que ela 

pode induzir uma resposta biológica nas células ovarianas [35], de forma autócrina ou 

parácrina [9]. Ela ainda estimula a produção de estrogênio aumentando a expressão proteica 

RNAm P450arom e, consequentemente, a atividade da aromatase por sua ação direta sobre as 

células luteinizadas da granulosa [54]. 

 Um estudo demonstrou uma diminuição significativa da leptina sérica em mulheres 

normais submetidas à ooforectomia bilateral, sugerindo que a produção ovariana de estradiol 

e progesterona pode participar do controle da produção de leptina durante o ciclo menstrual 

humano [55].  

 A expressão do receptor de leptina no ovário humano foi observada tanto no córtex 

quanto na medula e também nas células da granulosa, da teca e no corpo lúteo de ovários 

normais e policísticos [9]. Esses dados sugerem que a leptina deve agir diretamente no ovário 

humano, regulando sua função. 
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3. O ENDOMETRIOMA OVARIANO E A ENDOMETRIOSE  

 

 

 O endometrioma é uma forma de apresentação localizada da endometriose, uma 

doença caracterizada pela presença de implantes de estroma e/ou epitélio glandular 

endometrial em localização extrauterina [56]. Ele afeta principalmente os ovários e 

macroscopicamente apresenta-se como uma estrutura cística com conteúdo líquido espesso e 

achocolatado envolta por uma pseudocápsula cercado por áreas de fibrose (figura 4). Acomete 

17-40% das mulheres com endometriose [57] e tanto a presença do endometrioma no tecido 

ovariano quanto a sua remoção cirúrgica, diminuem significativamente a reserva folicular 

ovariana, avaliada através da dosagem sérica do hormônio anti-mulleriano (HAM) [58].  

 

Figura 4 – Apresentação macroscópica do endometrioma ovariano 

 

Legenda: Foto de videolaparoscopia. A seta indica o conteúdo líquido espesso e achocolatado. 

 

 A presença do endometrioma isolado é rara. Na maioria dos casos ele está associado à 

endometriose infiltrativa profunda sendo um importante marcador de gravidade dessa doença 

[59]. Além do ovário, a endometriose pode acometer diversos locais, tais como peritônio, 

ligamento útero-sacro, região retro cervical, septo reto-vaginal, reto/sigmoide, íleo terminal, 

apêndice, bexiga e ureteres [60]. 

 A extensão da doença varia de algumas pequenas lesões para grandes cistos ovarianos 

(endometriomas). Pode haver extensa fibrose em estruturas como os ligamentos útero-sacros 
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com formação de aderências densas causando distorção acentuada da anatomia pélvica. A 

American Society for Reproductive Medicine classifica a endometriose em mínima, leve, 

moderada e grave baseando-se no aspecto, tamanho e profundidade de implantes peritoneais e 

ovarianos; na presença, extensão e tipo de aderências; e no grau de obliteração do fundo de 

saco [61]. 

 Estima-se que o número de mulheres com endometriose seja mais de 70 milhões no 

mundo [62].
 
O quadro clínico caracteriza-se por dismenorreia progressiva, dor pélvica, 

dispareunia profunda e sintomas intestinais e urinários cíclicos, como dor e/ou sangramento 

durante o período menstrual. Uma das principais causas de infertilidade, a endometriose tem 

uma prevalência de 0,5-5% em mulheres férteis e 25-40% em mulheres inférteis [63]. Trata-se 

de uma afecção ginecológica benigna, de etiologia complexa e multifatorial, com grande 

impacto na qualidade de vida [56], embora 20-25% das pacientes sejam assintomáticas [64].  

 O estabelecimento do diagnóstico de endometriose, com base nos sintomas 

isoladamente pode ser difícil porque a apresentação da doença é extremamente variável e 

existe sobreposição com outras condições, tais como a síndrome do intestino irritável e 

doença inflamatória pélvica. Como resultado, muitas vezes há um atraso de até 12 anos, entre 

o início dos sintomas e o diagnóstico definitivo [65]. 

 Para o diagnostico definitivo da endometriose a inspeção da cavidade pélvica pela 

videolaparoscopia com realização de biópsias é considerada o “padrão ouro” para a 

confirmação da doença. O marcador CA-125 pode estar elevado em pacientes com 

endometriose, principalmente em pacientes com doença avançada [66]. Comparando-se com a 

videolaparoscopia, o ultrassom não tem valor para o diagnóstico da endometriose peritoneal, 

mas pode ser uma ferramenta importante para excluir a endometriose ovariana 

(endometrioma) [67]. Até o momento as evidências são insuficientes para determinar se a 

Ressonância Magnética é um exame útil para diagnosticar ou excluir a endometriose, quando 

comparamos com a videolaparoscopia [68]. A ressonância magnética pode visualizar lesões 

adicionais inacessíveis à videolaparoscopia, sendo assim, a ressonância magnética da pelve 

deve ser utilizada no pré-operatório para o planejamento do tratamento cirúrgico [69].  

 O diagnóstico histológico de endometriose é realizado pelo achado de estroma 

endometrial, ou na sua ausência, de epitélio mulleriano com um pigmento subjacente, a 

hemossiderina [70]. A biópsia e o diagnóstico histológico (exame microscópico do tecido) 

confirmam o diagnóstico de endometriose; o exame negativo não exclui esta possibilidade 

[68]. 
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 A endometriose é considerada uma doença estrogênio-dependente, na qual a 

prevalência é maior em mulheres com menarca precoce e gestações tardias, situações onde 

temos uma maior exposição ao estrogênio. Já a prática de exercícios físicos e o tabagismo, 

onde há uma diminuição à exposição a este esteroide sexual, parecem ser protetoras [71]. 

 A supressão do funcionamento ovariano por seis meses reduz a dor associada à 

endometriose, sendo considerada a principal forma de tratamento clínico da doença. As 

drogas hormonais disponíveis – pílulas anticoncepcionais, danazol, gestrinona, 

medroxisprogesterona e agonistas do GnRH são igualmente eficientes, mas diferem nos 

efeitos colaterais e no preço [68]. Embora o tratamento medicamentoso seja benéfico para o 

controle da dor ele não tem se provado eficaz para o tratamento da infertilidade associada à 

doença [72]. O tratamento cirúrgico da endometriose consiste na ablação e ressecção das 

lesões endometriótica e tem se mostrado eficaz tanto para o controle da dor quanto para a 

melhora da infertilidade, aumentando as taxas de gravidez no pós-operatório [73].  

 Entre as diferentes modalidades terapêuticas, sabe-se que o tratamento clínico 

conservador do endometrioma é insuficiente por si só, independentemente do medicamento 

prescrito, podendo levar simplesmente a uma redução no volume, em vez de regressão 

completa do cisto [74]. A retirada do cisto endometriótico (cistectomia) com diâmetro maior 

que 4 cm melhora a fertilidade, quando comparamos ao aumento da recorrência da doença 

com a drenagem e cauterização do cisto [75]. A simples coagulação ou vaporização com laser 

do endometrioma sem a retirada da cápsula está associada ao aumento da recorrência da 

doença [76]. 

 A busca pela etiopatogenia da endometriose é alvo de muitas pesquisas, tendo em vista 

que ao se entender o motivo do desenvolvimento do foco de endometriose, seria possível 

direcionar esforços para melhorar o diagnóstico e tratamento [77]. Embora a patogênese da 

endometriose ainda seja desconhecida, a teoria da menstruação retrógrada com a fixação de 

fragmentos endometriais (teoria da implantação) é a uma das mais aceitas. Um dos aspectos 

discutidos em relação a esta teoria é que, embora 70-90% das mulheres apresentem 

menstruação retrógrada, apenas uma minoria irá desenvolver a doença [78].  

 De acordo com a teoria da implantação a angiogênese é um pré-requisito fundamental 

para o desenvolvimento das fases inicias e para a progressão da endometriose [79]. O 

endométrio ectópico tem uma maior capacidade de proliferar, implantar e crescer na cavidade 

peritoneal. Um aumento da expressão da integrina alfabeta 3 (molécula de adesão celular) e 

da angiogênese endometrial foi observado em mulheres com endometriose quando 

comparadas com mulheres sem a doença [80]. A teoria imunológica propõe que citocinas e 
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fatores de crescimento estimulam a adesão e proliferação do endométrio ectópico e a 

angiogênese local [71]. 

 Sendo assim, o que realmente parece contribuir para a formação e desenvolvimento de 

focos ectópicos de endometriose é uma combinação de fatores genéticos, imunológicos e 

hormonais [68]. Atualmente, grande parte das pesquisas em endometriose é fundamentada na 

capacidade do peritônio para reagir ao endométrio ectópico por meio de sua destruição e 

remoção.  O fluido peritoneal das pacientes acometidas pela doença contém grande 

quantidade de macrófagos e leucócitos, além de diversas citocinas, com função 

imunorreguladoras, ativadora ou supressora, tais como: o fator de necrose tumoral [81], as 

interleucinas [82-84], o fator de crescimento endotelial vascular [85] e a leptina [86]. 

 Evidências indicam que há produção aumentada de citocinas pró-inflamatórias, fatores 

de crescimento e angiogênicos, tanto pelos leucócitos peritoneais quanto pelo tecido 

endometrial ectópico [86] 

 

 

3.1 O endometrioma, a endometriose e a leptina 

 

 

 Devido suas propriedades angiogênicas e seu envolvimento na função reprodutiva, a 

leptina tem sido amplamente estudada em pacientes portadoras de endometriose. A expressão 

do seu receptor já foi descrita no endométrio humano [87], e pequenos estudos demonstraram 

a concentração aumentada desse hormônio no fluido peritoneal dessas pacientes [86]. Já os 

níveis séricos de leptina são semelhantes em mulheres com ou sem endometriose em qualquer 

estágio [88]. Há também um aumento significativo da expressão da leptina nos focos 

ectópicos de endometriose quando comparada com a sua expressão no endométrio tópico 

[89]. No entanto a forma longa do seu receptor encontra-se diminuída de acordo com o grau 

de severidade da doença [89].  

 A presença da leptina também já foi detectada no endometrioma ovariano [89]. O 

fluido peritoneal de pacientes com endometrioma superficial possui uma maior quantidade de 

leptina do que o de pacientes com endometrioma profundo [90]. Um único estudo demonstrou 

que a concentração de leptina no fluido peritoneal está aumentada em mulheres com 

endometriose peritoneal, mas não com endometrioma, sugerindo que diferentes mecanismos 

patogênicos estejam envolvidos no desenvolvimento dessas duas formas de apresentação da 

doença [91]. 
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 Embora haja um novo e importante papel para a leptina no endometrioma ovariano e 

no ovário humano, ainda não se sabe ao certo se este peptídeo está realmente envolvido na 

função reprodutiva deste órgão e se existe alguma correlação com o desenvolvimento do 

endometrioma ovariano e qual seria sua associação com a diminuição da reserva e da 

qualidade oocitária observada nessas pacientes e seu impacto na fertilidade. 
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4. OBJETIVO 

 

 

 Avaliar a expressão da leptina e seus receptores no tecido ovariano, os níveis de 

leptina sérica e no fluido peritoneal de mulheres inférteis portadoras de endometrioma 

ovariano comparando com sua expressão em mulheres férteis, sem evidência de endometriose 

ou outra doença ovariana. Serão investigados ainda os níveis de leptina no fluido contido no 

endometrioma e a expressão da leptina e seu receptor em implantes peritoneais de 

endometriose.  

 

 

  



24 

 

5. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

5.1 Pacientes 

 

 

 O grupo estudo (grupo endometrioma) consistiu em pacientes inférteis, submetidas à 

laparoscopia ou laparotomia por quadro de massa anexial sugestiva de endometrioma e 

infertilidade primária ou secundária há pelo menos um ano, com fator masculino normal. O 

grupo controle foi composto por pacientes férteis, submetidas à laqueadura tubária, sem 

evidência cirúrgica de endometriose ou outra doença ovariana. As cirurgias foram realizadas 

no período de dezembro de 2012 a abril de 2013 no Hospital Universitário Pedro Ernesto 

(HUPE), Rio de Janeiro, e as pacientes foram selecionadas nos ambulatórios especializados 

em endometriose e planejamento familiar do mesmo hospital. 

 Todas as pacientes envolvidas no estudo estavam em idade reprodutiva e o IMC foi 

calculado através do peso pela altura ao quadrado, sendo incluídas apenas mulheres com IMC 

entre 20 e 30 Kg/m
2
. Todas as pacientes estavam recebendo terapia hormonal combinada 

(estrogênio e progesterona) ou progestogênica isolada para o tratamento clínico da 

endometriose ou como método contraceptivo para as pacientes do grupo controle. O termo de 

consentimento livre e esclarecido foi obtido de cada paciente antes da cirurgia e o projeto foi 

aprovado pelo comitê de ética do HUPE (anexo A). 

 Os critérios de exclusão foram: clínica e/ou imagem ultrassonográfica sugestiva de 

síndrome do ovário policístico, diabetes, doença hepática ou tireoidiana sistêmica, evidência 

cirúrgica de outra doença ovariana além do endometrioma. 

 

 

5.2 Amostras de tecidos 

 

 

 Amostras de sangue foram obtidas no centro cirúrgico antes do início da anestesia. O 

fluido peritoneal foi aspirado do fundo de saco posterior no inicio das cirurgias. Uma biópsia 

em cunha do ovário intacto e sadio foi realizada nas pacientes do grupo controle. No grupo 

estudo, o líquido achocolatado (que chamaremos de “fluido endometrioma”) contido no 

interior do endometrioma foi aspirado. O endometrioma, propriamente dito, foi removido 
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através da técnica de cistectomia com retirada completa da pseudocápsula e de pequenos 

fragmentos de tecido ovariano poupado pelo endometrioma, sempre pelo mesmo cirurgião. 

Biópsias de implantes peritoneais também foram realizadas para diagnóstico histopatológico 

da endometriose e como dados para o estudo. A endometriose foi classificada de acordo com 

a normatização da Sociedade Americana de Medicina Reprodutiva de 1996 [62]. Uma parte 

de cada amostra foi enviada para o serviço de anatomia patológica do HUPE onde foi 

confirmada a presença de células do córtex ovariano nas amostras do endometrioma e a 

ausência de patologia nas amostras de ovário normal. Os tecidos utilizados no estudo foram 

imediatamente congelados em nitrogênio líquido e armazenados à – 80
0
C. 

 

 

5.3 Análises moleculares e bioquímicas  

 

 

5.3.1 Western blotting 

 

 

 Cerca de quinhentos miligramas de tecido foram homogeneizados em 500 µL de 

tampão de lise contendo NP- 40 a 1% (Amresco, Ohio, USA) e coquetel inibidor de protease 

(sigma), centrifugados a 9700 rpm a 4ºC. A dosagem de proteína foi realizada por detecção 

fluorométrica (Qubit 2.0, Life Technologies Corporation, CA, USA). Alíquotas de 20 µg de 

proteína foram aplicadas em gel de poliacrilamida-SDS a 8% e submetidas à eletroforese 

vertical (150 mA, 50 V, 1h30’), sendo então transferidas para membranas de nitrocelulose (80 

mA, 4V, 1h30’ para OBR ou 40’ para leptina) em cuba semi-seca, as quais foram 

posteriormente incubadas com anticorpos específicos (Santa Cruz, CA, USA) para leptina 

(1:500) e OBR (1:200). A expressão das proteínas em estudo foi normalizada pela expressão 

de β-actina. A revelação das bandas foi realizada pelo método de quimiluminescência (ECL, 

Amershan BioSciences, PiCataway, NJ, USA), e fotodocumentada pelo sistema ChemiDoc 

MP System, Bio-Rad (Life Science Research USA). A quantificação de todas as bandas foi 

feita através de software Image J 1.42q, USA. 
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5.3.2 Determinação dos níveis de leptina 

 

 

 A concentração (ng/mL) de leptina presente no soro, no fluido peritoneal e no fluido 

do endometrioma foi determinada por ELISA (Millipore Corporation Billerica MA, USA). A 

leitura foi realizada por espectrofotometria seguindo as especificações do fabricante. 

 

 

5.4 Análises estatísticas 

 

 

 Foi utilizado o programa Graphpad Prism (versão 6.0, Graphpad Software, CA, USA), 

onde os dados foram testados para a normalidade e homogeneidade de variâncias. Foi 

utilizado o teste t de student para comparação entre dois grupos e análise de variância uni 

variada para comparação entre três grupos. Foi feita correlação de Pearson para correlação 

entre alguns parâmetros. Os dados foram expressos como média ± erro padrão da média 

(EPM). Foi considerado estatisticamente significativo p < 0,05.      
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6. RESULTADOS  

 

 

 Ambos os grupos foram compostos por 10 pacientes cada, com 10 amostras de tecido 

ovariano, fluido peritoneal e sangue. No grupo endometrioma foram obtidos ainda 10 

amostras de implantes peritoneais de endometriose e 7 amostras de fluido do endometrioma. 

O fluido endometrioma das outras 3 pacientes do grupo estudo não foi incluído devido a 

ruptura do cisto antes da aspiração do seu conteúdo com contaminação do mesmo. A idade e o 

IMC das pacientes estão expressos como média ± EPM na tabela 1. Todas as pacientes do 

grupo estudo foram classificadas como portadoras de endometriose estágio IV (severa) e 

tiveram como indicação cirúrgica infertilidade associada à massa anexial. No grupo controle 

todas as pacientes foram submetidas à cirurgia para laqueadura tubária. Um dos critérios de 

inclusão do estudo foi o uso de terapia hormonal, sendo que 80% das pacientes do grupo 

endometrioma e 60% do grupo controle estavam utilizando anticoncepcional oral combinado 

(estrogênio e progesterona), e o restante das pacientes estavam utilizando terapia 

progestogênica isolada. 

Tabela 1 – Características dos participantes 
          Controle         Endometrioma 

  

Variáveis demográficas 

e antropométricas  

  

N  10 10 

Idade (anos)  31.5 +/- 1,63 34,67+/- 2,01 

Índice de massa corporal (Kg/m2) 

 

 

 

Estágio I (mínima) 

Estágio II (leve) 

Estágio III (moderada) 

Estágio IV (severa) 

 

 

 

Classificação da doença 

24,83 +/- 3,19 

 

 

 

- 

- 

- 

- 

25,9 +/- 3,22 

 

 

 

0 (0) 

0 (0) 

0 (0) 

10 (100) 

 Terapia Hormonal 

 

  

Estrogênio + Progesterona 

Progesterona 

 

 6 (60) 

4 (40) 

 8 (80) 

2 (20) 

 Indicação para cirurgia   

  

Infertilidade + Massa anexial   - 10 (100) 

Ligadura Tubária                                     10 (100) - 

    

Valores em parênteses estão em porcentagem 

Idade e IMC estão expressos como média +/- EPM 
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 A fotomicrografia do endometrioma demonstra a presença de células foliculares, 

confirmando a presença de tecido ovariano no endometrioma propriamente dito (figura 5). 

 

Figura 5 – Fotomicrografia do endometrioma 

 

Lengenda:  As setas indicam a presença de células foliculares. Coloração em hematoxilina-

eosina e aumento de 100x. 

 

 A análise da expressão proteica da leptina e de seu receptor realizada pela técnica de 

Western Blotting está expressa na figura 6.  Observamos uma redução da expressão da leptina 

no grupo do endometrioma (controle=0,57±0,12, endometrioma=0,35±0,13, p=0,18). Em 

contrapartida, a expressão do seu receptor foi significativamente maior no mesmo grupo 

(controle=0,38±0,05, endometrioma=0,60±0,09, p=0,03). A figura 7 mostra a expressão da 

leptina (implante peritoneal=0,41±0,09, endometrioma=0,35±0,11, p=0,71) e do OBR 

(implante peritoneal=0,69±0,16, endometrioma=0,60±0,09, p=0,61) no grupo estudo, 

incluindo endometrioma e implante peritoneal, não sendo observada diferença estatística 

significativa entre esses dois diferentes focos de endometriose.  
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Figura 6 - Expressão da leptina e seu receptor nos grupos controle e endometrioma 

 

Legenda: Expressão da leptina (A) e seu receptor (OBR; B) no grupo controle e no grupo 

endometrioma. Dados expressos como média +/- EPM, n=10/grupo. 

  

 

Figura 7 - Expressão da leptina e seu receptor no grupo endometrioma. 

 

Legenda: Expressão da leptina (A) e seu receptor (OBR; B) no grupo endometrioma, incluindo 

implante peritoneal e endometrioma. Dados expressos como média +/- EPM, n=10/grupo. 

 

 Na figura 8 podemos observar as correlações entre a expressão da leptina e do OBR 

nos dois grupos. Enquanto no grupo estudo, leptina e OBR correlacionaram-se de maneira 

positiva, forte e significativa, tanto no endometrioma (r=0,85; p=0,004) quanto nos implantes 

peritoneais (r=0,87; p=0,001), no grupo controle, gráfico 3 (C), não houve correlação entre 

leptina e OBR (r=0,41; p=0,22). 
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Figura 8 - Correlação entre a expressão da leptina e seu receptor nos grupos controle e 

endometrioma. 

 

Legenda: Correlação de Pearson entre a leptina e seu receptor (OBR) no endometrioma (A) e implante 

peritoneal (B); e no grupo controle (C), n=10/grupo. 

 

 A figura 9 mostra a diferença entre os níveis de leptina sérica e no fluido peritoneal no 

grupo endometrioma com relação ao grupo controle. Não houve diferença estatística entre os 

níveis de leptina sérica, figura 9 (A), no grupo endometrioma com relação ao controle 

(controle=8,61±2,12, endometrioma=8,41±1,01, p=0,93). Em contrapartida os níveis de 

leptina no fluido peritoneal, figura 9 (B), foram significativamente maior no grupo 

endometrioma (controle=0,15±0,12, endometrioma=1,63±0,51, p=0,04). 
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Figura 9 - Níveis de leptina sérica e no fluido peritoneal nos grupos controle e 

endometrioma. 

  

Legenda: Níveis de leptina sérica (A) e no fluido peritoneal (FP; B) no grupo controle e no grupo 

endometrioma Dados expressos como média +/- EPM, n=10/grupo. 

  

 Os níveis de leptina sérica, no fluido peritoneal e no fluido endometrioma no grupo 

endometrioma estão demonstrados na figura 10. Os níveis de leptina no fluido endometrioma 

foram significativamente maiores do que os níveis de leptina sérica e no fluido peritoneal 

(sérica=8,41±1,02, fluido peritoneal=1,62±0,51, fluido endometrioma=73,81±16,23, 

p=0,0001). 
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Figura 10 - Níveis de leptina sérica, no fluido peritoneal e no fluido endometrioma, no 

grupo endometrioma. 

 

Legenda:  Dados expressos como média +/- EPM, n=10/grupo sérica e fluido peritoneal (FP) e n=7/grupo fluido 

endometrioma (FE). 

 

 A figura 11 mostra as correlações entre os níveis de leptina sérica, no fluido peritoneal 

e no fluido endometrioma no grupo endometrioma. Na figura 11 (A) observamos uma 

correlação positiva, moderada e não significativa entre os níveis de leptina sérica e no fluido 

peritoneal (r=0,57, p=0,08). Entre os níveis de leptina sérica e no fluido endometrioma, figura 

11 (B), a correlação é negativa, porém fraca e não significativa (r=0,27, p=0,94). Os níveis de 

leptina no fluido endometrioma e no fluido peritoneal estão representados na figura 11 (C) e a 

correlação mostrou-se fracamente positiva e não significativa (r=0,32, p=0,48). 
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Figura 11 - Correlação entre os níveis de leptina sérica, no fluido peritoneal e no fluido 

endometrioma, no grupo endometrioma. 

 

Legenda:  Correlação de Pearson entre os níveis de leptina sérica e no fluido peritoneal (FP; A) n=10, leptina 

sérica e no fluido endometrioma (FE; B) n=7, e fluido endometrioma (FE) e fluido peritoneal 

(FP; C) n=7. 

  

 A correlação entre os níveis de leptina no fluido peritoneal e a expressão da leptina e 

OBR no tecido ovariano acometido pelo endometrioma foi positiva, mas não significativa 

(leptina: r=0,67, p=0,04/OBR: r=0,67, p=0,02; figura 12 A), porém essa correlação foi 

positiva, significativa e forte para os implantes peritoneais (leptina: r=0,88, p=0,0008/OBR: 

r=0,96, p=0,001; figura 12 B). Os níveis de leptina no fluido endometrioma correlacionaram-

se fortemente e positivamente com a expressão da leptina e do OBR no endometrioma 

ovariano (leptina: r=0,94, p=0,001/OBR: r=0,84, p=0,02; figura 13). 
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Figura 12 - Correlação entre a expressão da leptina e seu receptor com os níveis de leptina no 

fluido peritoneal no grupo endometrioma. 

 

Legenda: Correlação de Pearson entre a expressão da leptina e do seu receptor (OBR) com os níveis de 

leptina no fluido peritoneal (FP) no grupo endometrioma, incluindo endometrioma (A) n=9 e 

implante peritoneal (IP; B) n=10.  
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Figura 13 - Correlação entre a expressão da leptina e seu receptor  com os níveis de leptina no 

fluido endometrioma, no grupo endometrioma. 

 

Legenda: Correlação de Pearson entre a expressão da leptina (A) e seu receptor (OBR; B) com os 

níveis de leptina no fluido endometrioma (FE), no grupo endometrioma, n=7. 
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7. DISCUSSÃO 

 

 

 Esse estudo teve como objetivo principal comparar a expressão da leptina e seu 

receptor no tecido ovariano normal e no acometido pelo endometrioma. Até o presente 

momento não encontramos estudos que tenham realizado esse tipo de comparação, uma vez 

que em todas as publicações o controle do endometrioma é o endométrio normal ou focos 

peritoneais de endometriose. Sendo assim, escolhemos o tecido ovariano normal como 

controle, pois estudos anteriores observaram que tecido ovariano saudável foi encontrado 

junto com a cápsula do endometrioma nas avaliações patológicas [92-93]. Quando achados 

patológicos de endometrioma e cistos não endometrióticos foram comparados, muito mais 

tecido ovariano foi encontrado em torno da parede do cisto nos grupos endometrioma [94]. Na 

verdade, na maioria dos casos o tecido ovariano é inadvertidamente retirado em conjunto com 

a parede do endometrioma, independente da técnica cirúrgica utilizada [95]. A experiência do 

cirurgião em cirurgia de endometriose é inversamente correlacionada com a remoção 

inadvertida de tecido ovariano saudável, juntamente com a cápsula do endometrioma [96]. 

Existe uma teoria de que o endometrioma é formado pela invaginação progressiva do córtex 

ovariano após o acúmulo de detritos menstrual que tenham derivado do derramamento de um 

implante ativo de endometriose superficial [97]. De acordo com esta afirmação, o 

endometrioma é um cisto falso e a sua parede é o mesmo que o córtex ovariano [98], o que 

justifica a escolha do nosso grupo controle.  

 No presente estudo o endometrioma foi removido através da técnica de cistectomia, 

sempre pelo mesmo cirurgião e parte das amostras foi enviada para análise histopatológica, 

para garantir a presença dos dois tipos de tecidos, glândula e/ou estroma endometrial e tecido 

ovariano, como mostrado nos resultados em uma coloração de hematoxilina eosina. Estudos 

prospectivos e retrospectivos previamente publicados mostram que a cistectomia é superior às 

demais técnicas em termos de risco de recorrências dos sintomas, reoperação do cisto e 

gravidez [98] e um ensaio clínico mostrou que a diminuição dos níveis séricos de HAM após 

a cirurgia não foi significativa [99]. 

 Um dos critérios de inclusão desse estudo foi o uso de contraceptivos hormonais. Esse 

critério foi estabelecido, pois a grande maioria das pacientes estava recebendo terapia 

hormonal para o tratamento clínico da endometriose ou como método contraceptivo, no caso 

do grupo controle. Além de contribuir para a homogeneidade dos grupos, o uso da terapia 

hormonal, provocou o bloqueio do eixo hipotálamo-hipófise-ovariano durante todo o ciclo, 
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mantendo os ovários em repouso, imunes às flutuações hormonais cíclicas. Dados da 

literatura mostram que a leptina não é influenciada pelo uso de contraceptivos orais, 

indicando que estrogênio e progesterona não influenciam a concentração sérica periférica de 

leptina [100]. Além disso, não houve alteração da leptina sérica em amostras coletadas em 

diferentes tempos de tratamento cíclico com contraceptivo oral e não houve diferença 

significativa nas médias de concentrações de leptina entre mulheres que usam contraceptivos 

orais e mulheres sem terapia hormonal [100].  

 Outro critério de inclusão foi o estabelecimento do IMC entre 20 e 30 Kg/m
2
, que 

inclui pacientes normais e com sobrepeso, sendo observada uma predominância de mulheres 

com IMC normal. Sabe-se que os níveis séricos de leptina aumentam em proporção ao IMC e 

sabe-se que a endometriose tem uma predominância em mulheres magras. Os resultados de 

um grande estudo prospectivo, com dados coletados do “Estudo da saúde das enfermeiras II”, 

sugerem que a endometriose associa-se inversamente com o IMC atual e principalmente com 

o IMC do início da idade adulta (18 anos), e pode também se correlacionar com a distribuição 

de gordura corporal periférica [101]. A magnitude das duas relações foi mais forte no 

subconjunto de mulheres com infertilidade. Nossos resultados não mostraram diferença entre 

os níveis de leptina sérica no grupo de mulheres férteis e sem endometriose, e no grupo de 

mulheres inférteis e com endometriose profunda, mesmo havendo nos dois grupos mulheres 

com IMC normal e sobrepeso.  

 Observamos que a expressão proteica do OBR é maior no tecido ovariano afetado pelo 

endometrioma de pacientes inférteis e portadoras de endometriose profunda, do que no tecido 

ovariano normal de controles férteis e sem endometriose, porém para a leptina não houve 

diferença entre os dois grupos. Com isso podemos sugerir que o endometrioma é mais 

responsivo a ação da leptina do que o tecido ovariano normal, pela maior expressão do seu 

receptor. O fato da expressão proteica da leptina estar ligeiramente diminuída no tecido 

ovariano acometido pelo endometrioma pode ser explicado pela descoberta de altos níveis 

leptina no fluido endometrioma, ou seja, essa proteína poderia estar sendo secretada para o 

interior da cápsula do endometrioma, estando difusa no seu líquido achocolatado (fluido 

endometrioma), não permanecendo no tecido endometriótico propriamente dito. 

Recentemente a expressão da leptina e do OBR no endometrioma foi comparada com sua 

expressão no endométrio normal, sendo significativamente maior no primeiro grupo, 

sugerindo, que implantes de endometriose são tanto uma potencial fonte de produção de 

leptina quanto um alvo em potencial [102].  
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 Nossos resultados mostraram que não houve diferença entre a expressão da leptina e 

do OBR em implantes peritoneais e no endometrioma. Dados na literatura mostram que 

implantes peritoneais de endometriose apresentam um aumento da expressão de leptina e 

OBR quando comparados ao endométrio eutópico e nesse caso leptina e OBR correlacionam-

se positivamente [103]. Utilizando a mesma análise molecular por nós realizada, outro estudo 

demonstrou a expressão gênica e proteica da leptina tanto no endometrioma ovariano quanto 

em implantes peritoneais, e de acordo com os nossos resultados, a quantidade de leptina não 

foi diferente nesses dois grupos, porém foi maior do que no endométrio eutópico normal [89].  

 Este mesmo estudo também observou que a expressão do OBR se correlacionou 

inversamente com a expressão da leptina no tecido endometrial ectópico, ou seja, o aumento 

da leptina provocou uma supressão do seu receptor, evidenciando um possível efeito de 

“down regulation” da leptina sobre seu próprio receptor. Diferente desse estudo nossos 

resultados mostraram uma correlação fortemente positiva entre leptina e OBR tanto no 

endometrioma ovariano, quanto nos implantes peritoneais, porém essa correlação não foi 

observada no tecido ovariano normal. De acordo com os nossos resultados, Nacul et al, 

também observou uma correlação significativa entre leptina e OBR em implantes peritoneais 

[103] e embora a diferença não foi estatisticamente significativa, dados anteriores mostraram 

uma correlação positiva, porém modesta entre a expressão da leptina e do OBR em 

endometriomas ovarianos [102]. Além disso, esses mesmos autores demonstraram que o 

tratamento com leptina induz a expressão de OBR em células endometrióticas.  

 A endometriose além de ser uma doença inflamatória é também uma doença que 

depende da neoangiogênese para o seu desenvolvimento inicial e manutenção. A leptina 

demonstrou ter um importante papel tanto na inflamação [104] quanto na neoaginogênese 

[105] e o achado dessa proteína e do seu receptor no endometrioma ovariano, indica que ela 

pode estar de alguma forma estimulando o seu desenvolvimento. Dados sugerem que as ações 

pró-inflamatórias e neoangigênicas da leptina podem contribuir para a patogênese da 

endometriose [86].  Um estudo utilizando um modelo murino de endometriose mostrou que a 

sinalização da leptina é um componente necessário para a proliferação da lesão, recrutamento 

vascular precoce, e manutenção da neoangiogênese da endometriose e que a ruptura da 

sinalização da leptina prejudica o estabelecimento de lesões semelhantes à endometriose 

[106]. Além disso, já foi relatado que a leptina estimula o crescimento de células epiteliais 

endometrióticas através das vias JAK2/STAT3 e ERK [107].  

 Transtornos relacionados com a deficiência ou excesso de leptina e superabundância 

leptina motivou o desenvolvimento de fármacos que ativam ou inibem o OBR [108]. Em uma 
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solicitação de patente encontramos a descoberta de um peptídeo capaz de impedir a 

sinalização do OBR em células responsivas a leptina [109]. Esse peptídeo liga-se ao receptor, 

porém não ativa sua via de sinalização, agindo com um antagonista do OBR. O 

desenvolvimento de uma leptina mutante com propriedades antagonistas e outras proteínas 

que bloqueiam a atividade da leptina poderá abrir novas possibilidades para a pesquisa [110]  

e, eventualmente, para o tratamento clínico do endometrioma ovariano, a forma de 

apresentação da endometriose que pior responde aos tratamentos clínicos disponíveis, tendo 

que ser abordada cirurgicamente na maioria dos casos. 

 Nossos resultados também observaram a expressão da leptina e do OBR no ovário 

normal. A expressão do OBR e da leptina foi evidenciada em diversas regiões do ovário 

humano normal e um aumento da produção local de leptina foi identificado em ovários 

policísticos [9]. Esses autores acreditam que a concentração localizada e aumentada de leptina 

poderia causar uma anormalidade no sistema de controle do FSH e na produção de hormônios 

esteroides pelas células da granulosa. Outro estudo além de reportar a presença do OBR no 

ovário humano e da leptina no fluido folicular, sugere que a leptina pode induzir uma reposta 

biológica nas células ovarianas, podendo exercer um efeito direto nessa gônada [35]. No caso 

do endometrioma, encontramos uma discreta diminuição na concentração local de leptina, 

sendo praticamente a mesma do grupo controle. Como já mencionado esse dado pode ser 

explicado pela secreção de leptina para o fluido endometrial ou para o fluido endometrioma. 

Outra hipótese é que o uso de contraceptivos hormonais por todas as pacientes possa ter 

contribuído pela pequena diferença entre as concentrações proteicas locais de leptina nos dois 

grupos. 

 Em mulheres inférteis e portadoras de endometriose os níveis de leptina no fluido 

peritoneal foram significativamente maiores do que em pacientes com dor pélvica e 

portadoras de endometriose [111] e também do que em pacientes com infertilidade sem causa 

aparente [112]. Um estudo que comparou mulheres com diferentes causas de infertilidade 

primária (endometriose, SOP, ESCA e obstrução tubária bilateral) os níveis de leptina no 

fluido peritoneal foi superior nas pacientes com endometriose em comparação com os outros 

três grupos [113]. Em nosso estudo também demonstramos um aumento dos níveis de leptina 

no fluido peritoneal de pacientes inférteis e com endometriose profunda e endometrioma 

ovariano, quando comparadas com pacientes férteis e sem endometriose. 

 Diversos estudos observaram um aumento da leptina no fluido peritoneal de pacientes 

com endometriose mostrando concentrações elevadas de leptina no líquido peritoneal de 

pacientes com endometriose peritoneal em qualquer estágio [91]. Em contrapartida outro 
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relato evidenciou que os níveis de leptina foram mais altos nos estágios iniciais do que na 

doença em estágio avançado [86] fazendo com que exista uma correlação inversa entre os 

níveis de leptina no fluido peritoneal e a extensão da doença. Nossos resultados mostram um 

aumento dos níveis de leptina no fluido peritoneal de pacientes portadoras de endometriose, e 

cabe aqui lembrar que todas as pacientes eram portadoras de endometriose estágio IV e 

endometrioma ovariano.  

 Uma questão levantada em alguns trabalhos é sobre a origem da leptina livre no fluido 

peritoneal. Um estudo em particular mostrou que pacientes com endometriomas "superficiais" 

apresentaram níveis significativamente mais altos de leptina no líquido peritoneal em 

comparação com pacientes portadoras de endometriomas "profundos", excluindo pacientes 

com evidência de lesões típicas de endometriose peritoneal [90]. Apesar desse critério de 

exclusão, sabemos que muitas lesões endometrióticas podem não ser visualizadas durante as 

cirurgias, principalmente lesões diafragmáticas, em alças intestinais ou lesões peritoneais 

atípicas, não pigmentadas que não são visualizadas a olho nu [114-115]. Sendo assim, esse 

autor não poderia afirmar que a origem da leptina presente no líquido peritoneal é o 

endometrioma ovariano. Outro estudo mostrou que a presença do endometrioma ovariano não 

teve um efeito significativo sobre as concentrações de leptina no fluido peritoneal, sugerindo 

que a presença dos implantes peritoneais e não do endometrioma, é o fator que influencia a 

concentração de leptina no fluido peritoneal dessas pacientes [91]. Um achado interessante no 

presente estudo foi a correlação positiva entre os níveis de leptina no fluido peritoneal e a 

expressão de leptina e OBR nos implantes peritoneais, correlação esta não observada com o 

endometrioma ovariano. Em contraste, a expressão de leptina e do seu receptor no 

endometrioma se correlacionou de forma forte e positiva com os níveis de leptina no fluido 

endometrioma. Essas correlações positivas e significativas sugerem que OBR pode ser 

induzido em endometriomas ovarianos e em implantes peritoneais pelos níveis de leptina no 

fluido endometrioma e no fluido peritoneal, respectivamente.  

 Dados previamente publicados levantaram a hipótese de que a leptina do fluido 

peritoneal poderia estar sendo sequestrada para o interior do endometrioma, principalmente 

pelos achados de menores concentrações de leptina no fluido peritoneal em pacientes 

portadoras de endometrioma ovariano [89,91]. Apesar dos nossos resultados mostrarem que 

leptina no fluido endometrioma está aumentada em relação à leptina no fluido peritoneal, esse 

dados não se correlacionaram. Sendo assim, acreditamos que a leptina no fluido peritoneal 

seja regulada por focos peritoneais de endometriose e que a leptina contida no interior no 

líquido achocolatado seja regulada pelo próprio endometrioma, não havendo uma troca de 
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leptina entre esses dois compartimentos. Apesar das diversas hipóteses, concordamos com a 

conclusão de que essas duas formas de apresentação da endometriose (peritoneal e ovariana) 

poderiam ter diferentes mecanismos patogênicos e diferentes capacidades de síntese de leptina 

[91].  

 Após constatar a presença de grandes quantidades de leptina no interior do 

endometrioma, nos resta saber se este fator inflamatório pode estar contribuindo tanto para a 

diminuição da reserva oocitária quanto para a piora da qualidade oocitária do ovário por ele 

acometido. Um estudo prospectivo mostrou que concentrações intra-ovarianas elevadas de 

leptina foram associadas com menor resposta a estimulação ovariana, maturação folicular, 

capacidade oocitária, qualidade embrionária e taxa de gravidez [116]. 

 Nossos resultados mostram uma maior expressão de OBR no tecido ovariano 

acometido pelo endometrioma do que no tecido ovariano normal, níveis elevados de leptina 

no fluido endometrioma comparado aos níveis no fluido peritoneal e uma correlação positiva 

e significativa entre leptina e OBR. Esses dados sugerem que a leptina pode ter um importante 

papel na fisiopatologia do endometrioma ovariano através de uma interação moduladora com 

o seu receptor. 
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CONCLUSÃO 

 

 

 - Não houve diferença entre a expressão da leptina no tecido ovariano acometido pelo 

endometrioma de mulheres inférteis e no tecido ovariano normal de mulheres férteis. 

 - A expressão do receptor de leptina é significativamente maior no tecido ovariano 

acometido pelo endometrioma de mulheres inférteis do que no tecido ovariano normal de 

mulheres férteis. 

 - Os níveis de leptina no fluido endometrioma são significativamente maiores quando 

comparado aos níveis de leptina sérica e no fluido peritoneal.   

 - Não houve diferença entre a expressão da leptina e seu receptor no endometrioma 

ovariano e em implantes peritoneais de endometriose. 
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APÊNDICE A – TCLE grupo controle  

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

Você está sendo convidada como voluntária a participar da pesquisa “EXPRESSÃO DA LEPTINA E SEUS 

RECEPTORES EM MULHERES COM OVÁRIOS NORMAIS OU COM ENDOMETRIOMAS”. 

O objetivo desse trabalho é comparar o ovário doente (com endometriose) e o ovário sadio (normal), para 
descobrir se uma proteína chamada leptina, pode estar envolvida com a origem dessa doença e com a sua pior 
consequência, a infertilidade. Essa pesquisa se justifica pelo fato da endometriose ser uma doença que atinge 
muitas mulheres que querem engravidar, mas não conseguem e ainda sofrem com cólicas fortes e dor durante a 
relação sexual. Não se sabe ao certo como essa doença aparece e porque ela causa dificuldade para engravidar 
e, além disso, ainda não encontraram a cura. 

Durante sua cirurgia para laqueadura das trompas ou retirada do útero, um pequeno fragmento do seu ovário 
também será retirado (biopsia). Isso não irá alterar a função do seu ovário e nem aumentará o risco da sua 
cirurgia. Uma parte será enviada para estudo no laboratório de anatomia patológica do Hospital Universitário 
Pedro Ernesto (HUPE) e assim você receberá um laudo do laboratório para saber se o seu ovário está saudável 
ou não. Se ele estiver saudável  a outra parte será enviada para o laboratório de Biologia Humana e 
experimental da Universidade do Estado do Rio de Janeiro para que possa ser utilizado na pesquisa. Se for 
diagnosticado alguma doença você será acompanhado e tratado no HUPE pela mesma equipe médica. A 
amostra que for enviada para o estudo será identificada no laboratório por um código formado por números e/ou 
letras, preservando integralmente a privacidade e identidade do doador. Será também anotado seu peso, altura, 
idade, presença ou não de infertilidade, as medicações que você estiver usando e se você tem algum problema 
de saúde. 

Você será esclarecida sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar. Você é livre para recusar-se a 
participar, retirar seu consentimento ou interromper a participação a qualquer momento. A sua participação é 
voluntária e a recusa em participar não irá prejudicar seu tratamento e você não perderá seu acompanhamento 
pela equipe médica. Sua identidade jamais será revelada em nenhum momento por nenhum dos pesquisadores 
e os resultados serão confidenciais. Seu nome ou material que indique a sua participação não será liberado sem 
a sua permissão. Você não será identificada em nenhuma publicação que possa resultar deste estudo. A 
participação no estudo não acarretará custos para você e não será disponível nenhuma compensação financeira 
adicional. 

Este documento possui duas vias originais. Uma via deste consentimento informado será fornecida a você e 
outra será arquivada pela pesquisadora responsável, Dra. Carolina Zendron Machado Pinto, cujo telefone para 
qualquer contato, caso seja necessário é 2868-8269 ou 9729-4664 e o e-mail carolzendron@hotmail.com. O 
Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) do HUPE também é responsável pelo acompanhamento do estudo e você 
também poderá entrar em contato para solicitar informações e tirar suas duvidas a qualquer momento. O CEP 
funciona no térreo do HUPE localizado na Boulevard 28 de setembro, 77 - Vila Isabel - Cep 20.551-030 - Rio de 
Janeiro – RJ. Atendimento de segunda-feira a sexta-feira das 09h00min-12h00minh e 13h00min-17h00min, e-
mail hcep-hupe@uerj.br e telefone 2868-8253. Declaro que concordo em participar desse estudo, que recebi 
uma via original deste termo de consentimento livre e esclarecido e que me foi dada a oportunidade de ler e 
esclarecer as minhas dúvidas. 

 

Rio de Janeiro, ________ de _____________________________ de 2012. 
 
 
__________________________________________________________________________________________ 

Assinatura do Paciente ou Responsável 
 
Nome: ____________________________________________________________________________________ 
 

RG: ____________________________ CPF: _________________________________ 

______________________________ ______________________________ 
                               Assinatura do pesquisador       Assinatura do orientador 
 
 
 

CEP/HUPE - COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA/HOSPITAL UNIVERSITÁRIO PEDRO 
ERNESTO. TEL: (21) 2868-8253 

 

mailto:carolzendron@hotmail.com
mailto:hcep-hupe@uerj.br
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APÊNDICE B – TCLE grupo endometrioma 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

Você está sendo convidada como voluntária a participar da pesquisa “EXPRESSÃO DA LEPTINA E SEUS 

RECEPTORES EM MULHERES COM OVÁRIOS NORMAIS OU COM ENDOMETRIOMAS”. 

O objetivo desse trabalho é comparar o ovário doente (com endometriose) e o ovário sadio (normal), para 
descobrir se uma proteína chamada leptina, pode estar envolvida com a origem dessa doença e com a sua pior 
consequência, a infertilidade. Essa pesquisa se justifica pelo fato da endometriose ser uma doença que atinge 
muitas mulheres que querem engravidar, mas não conseguem e ainda sofrem com cólicas fortes e dor durante a 
relação sexual. Não se sabe ao certo como essa doença aparece e porque ela causa dificuldade para engravidar 
e, além disso, ainda não encontraram a cura. 

Durante sua cirurgia para endometriose parte da doença retirada do ovário (biópsias), será enviado para estudo 
no laboratório de anatomia patológica do Hospital Universitário Pedro Ernesto (HUPE) e assim você receberá um 
laudo do laboratório para confirmar se o seu ovário está mesmo com endometriose.  Se ele estiver realmente 
doente a outra parte será enviada para o laboratório de Biologia Humana e experimental da Universidade do 
Estado do Rio de Janeiro para que possa ser utilizado na pesquisa. Se for diagnosticado alguma outra doença 
você será acompanhado e tratado no HUPE pela mesma equipe médica. A amostra que for enviada para o 
estudo será identificada no laboratório por um código formado por números e/ou letras, preservando 
integralmente a privacidade e identidade do doador. Será também anotado seu peso, altura, idade, presença ou 
não de infertilidade, as medicações que você estiver usando e se você tem algum problema de saúde. 

Você será esclarecida sobre a pesquisa em qualquer aspecto que desejar. Você é livre para recusar-se a 
participar, retirar seu consentimento ou interromper a participação a qualquer momento. A sua participação é 
voluntária e a recusa em participar não irá prejudicar seu tratamento e você não perderá seu acompanhamento 
pela equipe médica. Sua identidade jamais será revelada em nenhum momento por nenhum dos pesquisadores 
e os resultados serão confidenciais. Seu nome ou material que indique a sua participação não será liberado sem 
a sua permissão. Você não será identificada em nenhuma publicação que possa resultar deste estudo. A 
participação no estudo não acarretará custos para você e não será disponível nenhuma compensação financeira 
adicional. 

Este documento possui duas vias originais. Uma via deste consentimento informado será fornecida a você e 
outra será arquivada pela pesquisadora responsável, Dra. Carolina Zendron Machado Pinto, cujo telefone para 
qualquer contato, caso seja necessário é 2868-8269 ou 9729-4664 e o e-mail carolzendron@hotmail.com. O 
Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) do HUPE também é responsável pelo acompanhamento do estudo e você 
também poderá entrar em contato para solicitar informações e tirar suas duvidas a qualquer momento. O CEP 
funciona no térreo do HUPE localizado na Boulevard 28 de setembro, 77 - Vila Isabel - Cep 20.551-030 - Rio de 
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ABSTRACT 

BACKGROUND: This study was designed to investigate leptin levels in the fluid in ovarian 

endometriomas (OEs) and to compare the expression of leptin and its receptors (OBR) in 

ovarian tissue affected by endometrioma in infertile women to its expression in the normal 

ovarian tissue of fertile controls without endometriosis. METHODS: In this case-control 

observational study, ovarian tissue, blood samples and peritoneal fluid were obtained from 20 

women (10 fertile controls without endometriosis or any ovarian disease, who were 

undergoing tubal ligation surgery, and 10 infertile women with severe endometriosis and OE). 

The ovarian endometriomal fluid (EF) was aspirated, and peritoneal-implant (PI) biopsies 

were performed. The tissues removed during the surgeries were immediately frozen in liquid 

nitrogen to determine expression levels by western blot and leptin levels by ELISA. 

RESULTS: OBR was expressed at higher levels in the ovarian tissue affected by 

endometrioma than in the normal ovarian tissue (control=0.38±0.05, study=0.60±0.09, 

p=0.03), but there was no significant difference in leptin levels between these groups 

(control=0.57±0.1, study=0.35±0.1, p=0.18). Positive and significant correlations were 

observed between leptin and OBR in the OE (r=0.85, p= 0.004) and in the PI (r=0.87, p= 

0.001). ELISA results demonstrate a greater leptin concentration within the EF compared with 

the serum and the PF (serum=8.4±1.0, PF=1.6±0.5, EF=73.8±16.2, p=0.0001), but there was 

no correlation between these variables. A positive, significant and strong correlation was 

observed between PF leptin levels and the expression of leptin and OBR in PI (leptin: r=0.88, 

p=0.0008; OBR: r=0.96, p=0.0001) and between the EF leptin levels and the expression of 

leptin and OBR in the OE (leptin: r=0.94, p=0.001; OBR: r=0.84, p=0.02). CONCLUSIONS: 

These data suggest that leptin may play an important role in the physiopathology of OE 

through a modulatory interaction with its active receptor. 
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Background 

 Leptin, the product of the ob/ob gene [1] is an adipocyte-derived protein that regulates 

food intake and energy expenditure. Accumulating evidence shows that it is also a crucial 

factor in the endocrine regulation of several physiologic processes, including inflammation, 

angiogenesis and reproductive functions [2].  

 Endometriosis is a chronic and progressive disease associated with abnormal 

peritoneal and endometrial production of proinflammatory cytokines, growth factors and 

angiogenic factors [3], which may interfere with the function of the reproductive system.  

 Due to its inflammatory and angiogenic properties, as well as its possible involvement 

in reproductive abnormalities at both the central and the gonadal levels [4], leptin has been 

extensively studied in patients with endometriosis. A recent report demonstrated that leptin 

signaling is a necessary component of lesion proliferation, early vascular recruitment, and the 

maintenance of neoangiogenesis in a murine model of endometriosis [5]. Another report 

showed that the leptin receptor (OBR) is induced in endometriosis and that leptin stimulates 

the growth of endometriotic epithelial cells through the JAK2/STAT3 and ERK pathways [6]. 

 Endometrioma is a localized form of endometriosis that primarily affects the ovaries 

and occurs in approximately 17-40% of women with endometriosis [7]. The pathogenesis of 

endometriotic ovarian cysts remains controversial, and their treatment remains a challenge. 

Ovarian endometriomas (OEs) form through progressive invagination of the ovarian cortex 

[8], suggesting that they are false cysts and that the cyst wall is made of the same material as 

the ovarian cortex [9]. OEs equal to or larger than 3 cm respond poorly to medical therapy 

[10], and both OEs and their surgical removal are associated with a significant reduction in 

the ovarian reserve, with negative effects on fertility [11].  
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 The expression of leptin and its receptor has been described in OEs [12]. Small studies 

have demonstrated an increased concentration of this peptide in the peritoneal fluid (PF) of 

patients with endometriosis [13], and it is present at higher levels in women with peritoneal 

endometriosis than in women with ovarian endometriosis. Based on these findings, Alvigii 

suggests that patients with OE may show increased leptin levels in the ‘chocolate’ fluid in the 

endometrioma [14], but there is insufficient evidence to support this hypothesis. 

 As suggested by previous studies, leptin has a role in the pathogenesis of OE via 

inflammatory and angiogenic effects; however, no study had compared the expression of this 

protein in human ovarian tissue affected by endometrioma to its expression in normal ovarian 

tissue, and its presence in the chocolate fluid in OEs has never been investigated.  

 This study was designed to compare the expression of leptin and its receptors in 

ovarian tissue affected by endometrioma in infertile women to its expression in the normal 

ovarian tissue of fertile controls not affected by endometriosis. We also examine, for the first 

time, leptin levels in the ovarian endometriomal fluid (EF).  
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Methods 

Patient enrollment 

 The study group consisted of ten patients who underwent laparotomy or laparoscopy 

for adnexal masses and infertility (n = 10). The inclusion criteria for this group were at least 

one year of primary infertility; regular cycles before starting hormonal treatment to control 

pain associated with endometriosis; unilateral or bilateral OE and normal male fertility. 

Peritoneal endometriotic lesions were observed in all patients in the study group. The control 

group was composed of ten women with proven fertility from the family-planning program of 

the same hospital who were undergoing mini-laparotomy or laparoscopy for tubal ligation and 

without surgical evidence of endometriosis or any ovarian pathology. All patients in the 

control group had a normal pelvic cavity. The surgeries were performed between February 8, 

2013, and July 31, 2013, at the Department of Gynecology of the Pedro Ernesto University 

Hospital, Rio de Janeiro. 

 All of the subjects were of reproductive age and were receiving hormonal therapy for 

clinical treatment of pain associated with endometriosis or for contraception (in the control 

group). All enrolled patients had a body mass index (BMI) of 20-30 kg/m
2
. The exclusion 

criteria were clinical and/or echographic indications of polycystic ovarian disease, diabetes 

and systemic hepatic or thyroid inflammatory disease and surgical evidence of any other 

ovarian pathology. The study was approved by the local ethics committee, and written 

informed consent was obtained from all patients before the procedures.   

Tissue specimens 

 Serum samples were obtained before anesthesia. PF was aspirated from the posterior 

cul-de-sac at the beginning of surgery. A small wedge resection of the intact and healthy 

ovary was performed in the control group. The ovarian EF was aspirated, and the OE was 
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removed, always by the same surgeon by cystectomy. Peritoneal biopsies were performed in 

the study group to provide histological confirmation of endometriosis and data for the study.  

 The extent of endometriosis was scored according to the revised standards of the 

American Society of Reproductive Medicine [15]. A portion of each sample was sent to a 

pathologist, who reviewed the ovarian endometriomal specimens to confirm the presence of 

cyst wall-lining cells and ovarian-cortex cells, and normal ovary specimens were examined to 

confirm the absence of pathology. All samples used in the study were immediately frozen in 

liquid nitrogen and stored at – 80 °C. 

Western blotting 

 Approximately 500 mg of tissue was homogenized in 500 μl of lysis buffer containing 

1% NP-40 (Amresco, Ohio, USA) and a protease-inhibitor mix (Sigma), then centrifuged at 

9700 rpm at 4 °C. The protein concentration was measured by fluorometry (Qubit 2.0, Life 

Technologies Corporation, CA, USA), and 20-µg aliquots were applied to 8% SDS-

polyacrylamide gel and submitted to vertical electrophoresis (150 mA, 50 V for 90 min), then 

transferred to nitrocellulose membranes (80 mA, 4 V for 90 min) in a semi-dry transfer 

apparatus. The membranes were subsequently incubated with antibodies (Santa Cruz, CA, 

USA) to leptin (1:500) and OBR (1:200). The expression of the proteins under study was 

normalized against the expression of β-actin. The bands were visualized by 

chemiluminescence (ECL, Amersham Biosciences, Piscataway, NJ, USA), and documented 

on the ChemiDoc MP System, Bio-Rad (Life Science Research, USA). All bands were 

quantified using Image J software 1.42q, USA. 

Determining levels of leptin 
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 The concentration (ng/ml) of leptin in serum, PF and EF was determined by ELISA 

(Millipore Corporation Billerica, MA, USA). The spectrophotometer was read according to 

the manufacturer's specifications. 

Statistical analyses 

 We used GraphPad Prism (version 6.0, GraphPad Software, CA, USA) to test data for 

normality and homogeneity of variances. Student’s t-test was used to compare the two groups, 

and analysis of variance was used to compare three groups. Pearson’s correlation was 

performed to examine the correlations between some parameters. All results are reported as 

the mean ± standard error of the mean (SEM), and P-values < 0.05 were considered 

statistically significant. 
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Results 

 The age and BMI of the patients are expressed as the mean ± the standard error (Table 

1). All patients were classified as having stage-IV (severe) endometriosis, and in all patients 

in the study group, surgery was indicated by infertility associated with an adnexal mass. In the 

control group, all patients underwent surgery for tubal ligation. One inclusion criterion was 

the use of hormone therapy; 80% of patients in the study group and 60% of patients in the 

control group were using a combined oral contraceptive (estrogen and progesterone), and the 

remaining patients in both groups were using isolated progestin therapy.  

Table 1. Baseline characteristics of participants 

      Control   Study 

 Demographic and 

anthropometric 

variables 

  

 

N 

  

  10  

 

 10 

Age (yr)  31.5 +/- 1.63 30.5 +/- 1.50 

Body mass index (kg/m
2
) 

 

 

 

Stage IV (severe) 

Stage III (moderate) 

 

 

Stage of disease 

23.4 +/- 0.88 

 

 

 

10 (100) 

0 (0) 

23.6 +/- 0.57 

 

 

 

- 

- 

  

Hormonal therapy 

 

  

Estrogen + progesterone 

Progesterone 

 

 6 (60) 

4 (40) 

8 (80) 

2 (20) 

 Indication for 

surgery 

  

  

Infertility + adnexal mass 

Tubal ligation 

       - 

10 (100) 

10 (100) 

- 

    

Values in parentheses are percentages 

Age and BMI are expressed as the mean +/- 
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 Western blots revealed no significant decrease in leptin levels in the study group 

(control=0.57±0.1, study=0.35±0.1, p=0.18), as shown in Figure 1 (A). In contrast, the 

receptor (Figure 1 B) was expressed at significantly higher levels in the same group 

(control=0.38±0.05, study=0.60±0.09, p=0.03). In the study group, there was no significant 

difference in the expression of leptin (PI=0.40 ± 0.09, OE=0.35 ± 0.11, p=0,71) and its 

receptors (PI=0.69 ± 0.16, OE=0.60 ± 0.09, p=0.61) between patients with ovarian OE and 

those with peritoneal implants (PI; Figure 2). A positive and significant correlation was 

observed between leptin and OBR expression in the OE (r=0.85, p= 0.004) and PI (r=0.87, 

p=0.001) of patients in the study group, but this relationship was not observed in the control 

group (r=0.41, p=0.22; Figure 3).  

 

Figure 1. Expression of leptin (A) and the leptin receptor (OBR; B) in the control and study 

groups. Data are expressed as the mean +/- SEM per group of 10 subjects. 
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Figure 2. Expression of leptin (A) and the leptin receptor (OBR; B) in endometriotic 

peritoneal implants (PI) and in ovarian endometrioma (OE) in the study group. Data are 

expressed as the mean +/- SEM per group of 10 subjects. 

 

 



65 

 

 

Figure 3. Correlation between leptin and leptin-receptor (OBR) levels in the study group, 

including patients with ovarian endometrioma (OE; A) and peritoneal implants (PI; B), and 

the control group (C). 

 There was no difference in serum leptin levels (Figure 4 A) in the control group 

compared to the study group (control=8.6±2.1, study=8.4±1.01, p=0.93). In contrast, the 

leptin levels in the PF (Figure 4 B) were significantly higher in the study group 

(control=0.15±0.1, study=1.63±0.5, p=0.04). The leptin levels in the serum, PF and EF of 

patients in the study group are presented in Figure 5. The leptin levels in the EF were 

significantly higher than those in the serum and PF (serum=8.4±1.0, PF=1.6±0.5, 

EF=73.8±16.2, p=0.0001). 
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Figure 4. Leptin levels in serum (A) and the peritoneal fluid (PF; B) in the control and study 

groups. Data expressed as the mean +/- SEM per group of 10 subjects. 

 

Figure 5. Leptin levels in the serum, peritoneal fluid (PF) and endometriomal fluid (EF) of 

patients in the study group. Data are expressed as the mean +/- SEM of 7 patients. 

 Figure 6 shows the correlations among leptin levels in the serum, PF and EF in the 

study group. Figure 6 A shows a non-significant, moderate positive correlation between leptin 

levels in serum and in PF (r=0.57, p=0.08). An inverse correlation was found between leptin 

levels in serum and EF (Figure 6 B), but this correlation was weak and non-significant (r=-

0.03, p=0.94). The levels of leptin in the EF and PF (Figure 6 C) showed a positive and 

moderate (r = 0.31) but non-significant correlation (p =0.48). 
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Figure 6. Correlation between leptin levels in (A) serum and peritoneal fluid (PF), (B) serum 

and endometriomal fluid (EF) and (C) endometriomal fluid (EF) and peritoneal fluid (PF) in 

the study group. 

 The correlation between leptin levels in the PF and the expression of leptin and OBR 

in the OE was positive but non-significant (leptin: r=0.67, p-0.04/OBR: r=0.67, p=0.02; Fig 7 

A), and this correlation was positive, significant and strong for PI (leptin: r=0.88, 

p=0.0008/OBR: r=0.96, p=0.001), fig 7 (B). Leptin levels in the EF correlated strongly and 

positively with the expression of leptin and OBR in the OE (leptin: r=0.94, p=0.001/OBR: 

r=0.84, p=0.02, Fig 8). 
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Figure 7. Correlations between leptin levels in the peritoneal fluid (PF) and the expression of 

leptin and OBR in the ovarian endometrioma (A) and peritoneal implants (B) in the study 

group.  
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Figure 8. Correlations between leptin levels in the endometriomal fluid (EF) and the 

expression of leptin (A) and the leptin receptor (OBR; B) in the study group. 
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 Discussion 

 This observational case-control study showed that OBR is expressed at higher levels in 

ovarian tissue affected by endometrioma in infertile patients than in the normal ovarian tissue 

of fertile controls not affected by endometriosis. In contrast, leptin expression was slightly 

lower in the study group. These findings have never previously been described in the 

literature. Previous studies have used normal endometrium or PI in patients with 

endometriosis as control groups, whereas we used normal ovarian tissue. Wu et al. detected 

the leptin transcript and protein in both PI and OE and found no difference in the quantity of 

leptin transcript between these two groups [12]; however, the expression of leptin and OBR 

mRNA is increased in OEs compared with the normal endometrium. We also compared the 

expression of leptin and its receptors in the OE to its expression in PI in patients in our study 

group; as in the previous study, we found no difference between these two groups. Recently, 

the expression of leptin and OBR was found to be significantly higher in the OE than in 

normal endometrium [16]. Moreover, this same report showed that treatment of endometriotic 

cells with leptin induced the expression of OBR mRNA, which suggests autocrine and 

paracrine involvement of the leptin system in endometriosis. These data suggest that 

endometriosis implants are both a potential source of leptin production and a potential target 

of its action. Therefore, we suggest that ovarian tissue affected by endometrioma might be 

more responsive to leptin than normal ovarian tissue and might also have a greater capacity 

for synthesis of this peptide. 

 Although these groups are small, their relative homogeneity is a strength of this study. 

All women in the study group had infertility and stage-IV (severe) endometriosis. The stage 

of endometriosis is not correlated with the presence or severity of symptoms, but infertility is 

very likely in patients with stage IV endometriosis [15]. All women in the control group were 

fertile and underwent surgery for tubal ligation. Most studies include different stages of 
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endometriosis and other pelvic diseases, such as uterine leiomyoma or cancer in the controls, 

introducing potential bias. All women in this study were receiving hormone therapy, which 

provided a stable hormonal environment and eliminated the possibility of fluctuations in 

leptin levels during the menstrual cycle.  

 Our findings demonstrated an increase in PF leptin levels in infertile women with 

severe endometriosis and OE compared to fertile controls not affected by endometriosis and 

similar serum leptin levels in both groups. Serum leptin levels appear to be similar in women 

with and without endometriosis at any stage [17]. Furthermore, small studies have shown that 

PF leptin is significantly higher in endometriosis patients compared to those without the 

disease [18]. PF leptin levels were significantly higher in infertile women with endometriosis 

than in patients with pelvic pain and endometriosis [19] or unexplained infertility [20]. A 

study comparing women with primary infertility of different etiologies (endometriosis, PCOS, 

ESCA and bilateral tubal obstruction) found that PF leptin levels were higher in the 

endometriosis group than in the other three groups [21]. 

 PF leptin levels in patients with OE are elevated due to peritoneal endometriotic 

lesions or OE; the cause is presently unknown. One report showed that patients with 

“superficial” endometriomas had significantly higher levels of leptin in the PF than did 

patients with “deep” OEs [14]. Another report found that patients with PI at all stages of 

endometriosis showed higher PF leptin concentrations than patients with no implant, and the 

presence of OE had no significant main effect on leptin concentration [18]; however, isolated 

ovarian endometriosis is rare, as it is considered a marker for severe, deeply infiltrating 

endometriosis [22]. Furthermore, many endometriotic lesions, especially diaphragmatic and 

bowel lesions or atypical, non-pigmented PI, may not be visualized during surgery [23-24]. It 

is thus extremely difficult to exclude this variable. 
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 Thus, peritoneal disease, but not ovarian endometriotic cysts, influences the 

concentration of leptin in PF in endometriosis; these two types of endometrial lesions may 

have different pathogenic mechanisms and distinct leptin-biosynthetic capacities [18]. 

Alternatively, the leptin may be sequestered into the cystic fluid of the OE [12]. We found 

increased levels of leptin in the EF compared to the PF of patients with both PI and OE; these 

variables were not correlated with each other. The increased levels of leptin in the EF may be 

the result of the slight decrease in leptin expression in ovarian tissue affected by 

endometrioma; this protein may have been secreted into the endometrioma and diffused in the 

chocolate fluid. In accordance with previous data, we believe that the concentration of leptin 

in the PF is influenced by PI; we also suggest that OEs influence leptin concentration in the 

EF. 

 Our findings show a strong positive correlation between the expression of leptin and 

OBR in OE and PI. A significant positive correlation was observed between leptin and OB-

RL transcripts in ectopic endometria [25]. Although the difference was not statistically 

significant, previous data showed a modest positive correlation between the expression of 

leptin and that of OBR in patients with OEs [16]. Furthermore, these same authors 

demonstrated that leptin treatment induced OBR expression in endometriotic cells. We also 

demonstrated a significant positive correlation between PF leptin levels and the expression of 

leptin and OBR in PI, but this correlation was not observed in OE. In contrast, the expression 

of leptin and its receptor in OE correlated strongly and positively with leptin levels in EF. In 

contrast to our results, a significant negative correlation was observed between OBR 

transcripts and PF leptin levels in ectopic endometrium [25]. These significant positive 

correlations suggest that OBR may be induced in OE and PI by leptin levels in EF and PF, 

respectively.  
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 Given the presence of large quantities of leptin in the OE, it remains unknown whether 

this inflammatory factor contributes to both the decreased oocyte reserve and the quality of 

the affected ovary. A prospective study revealed that elevated intra-ovarian leptin 

concentrations were associated with reduced ovarian stimulation and response, reduced 

follicle maturation, poorer embryo quality and a lower likelihood of successful pregnancy, 

suggesting that leptin modulates embryo quality and may serve as a sensitive marker of IVF 

outcomes [26]. We thus suggest that the increased leptin levels in the ovarian EF may play an 

important role in the reproductive abnormalities that accompany this disease, but further 

studies are required to support this hypothesis. 

 Disorders related to leptin deficit and leptin overabundance required the development 

of drugs that activate or inhibit the OBR [27]. The administration of the pegylated leptin 

peptide receptor antagonist (LPrA) or nonfunctional OBR (LeprdB) in a rat model of 

endometriosis demonstrated that disruption of leptin signaling can inhibits the establishment 

and development of endometriosis-like lesions that resemble peritoneal endometriotic foci [5]. 

A leptin mutant with antagonistic properties and other proteins that block leptin activity open 

up new possibilities for research and, eventually, therapy [28] for OE and similar diseases, 

which do not respond well to any available medication. 

  



74 

 

Conclusion 

 In summary, this study shows that the expression of OBR is higher in the ovarian 

tissue affected by OE in infertile patients than in the normal ovarian tissue of fertile controls 

not affected by endometriosis. We also demonstrated for the first time the presence of high 

levels of leptin in the chocolate fluid in the OE. These data suggest that leptin may have an 

important role in the physiopathology of OE through a modulatory interaction with its active 

receptor. 
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