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RESUMO

GONGALVES, Helder Ferreira. Avaliacdo do papel da leptina em diferentes focos ectdpicos
de pacientes com endometriose peritoneal severa. 2014. 55f. Dissertacdo de Mestrado em
Biologia Humana e Experimental — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014,

Endometriose é uma doenca de inflamacgédo cronica e progressiva, caracterizada pela
implantacédo e crescimento de estroma e/ou epitélio glandular endometrial, em focos ectopicos
extrauterinos. A leptina é um horménio adipdcito-derivado, produzido predominantemente
pelo tecido adiposo branco e além do seu papel na regulagdo do gasto energético influencia os
processos reprodutivos. O objetivo deste estudo foi avaliar os niveis de leptina no soro, no
fluido peritoneal e no liquido cistico do endometrioma, além dos niveis de expressdo proteica
de leptina, seus receptores (ObR) e da enzima aromatase em trés focos peritoneais em quinze
pacientes com endometriose peritoneal, comparando com dez pacientes submetidas a cirurgia
de ligadura de trompas. O grupo endometrioma apresentou niveis séricos de leptina elevados
em comparacdo ao controle (controle=14,7ng/mL+2,6, endometriose=19,2ng/mL+1,8,
p<0,0001) ja no fluido peritoneal nao houve diferenca (controle=6,7ng/mL+1,2,
endometriose=7,7 ng/mL£1,8, p=0,2). Comparando as mulheres com e sem implante no
ovario, o nivel de leptina no soro e no fluido peritoneal foi significativamente mais elevado
em mulheres sem implante no ovério. Os niveis de leptina no liquido cistico foram maiores do
que no soro e no fluido peritoneal (soro=14,87ng/mL+2,6, fluido peritoneal=7,77ng/mL+1,8,
liquido cistico=97,07ng/mL+15,9, p<0,0001). A expressdo proteica de leptina, ObR e
aromatase mostrou-se aumentada nos tecidos implantados nos septos vaginas e diminuida nos
tecidos implantados nos intestino. Os tecidos presentes nos ligamentos uterossacros
apresentaram um nivel de expressdo meédio. Podemos concluir que a presenca da doenca
peritoneal e ndo o endometrioma é o fator que influencia a concentracdo da leptina presente
no soro e no fluido peritoneal em pacientes com endometriose. Em adicéo, as diferencas nos
niveis de expressdo de leptina, ObR e aromatase entre os diferentes locais de implantacdo do
tecido endometrial ectopico sugerem a possibilidade de estas proteinas estarem envolvidas na
localizacdo de implantacdo do endométrio ectdpico.

Palavras-chave: Leptina. Receptor para leptina. Aromatase. Liquido cistico. Endometriose.



ABSTRACT

GONCALVES, Helder Ferreira. Leptin, its receptor and aromatase expression in deep
infiltrating endometriosis 2014. 55 f. Dissertacdo de Mestrado em Biologia Humana e
Experimental — Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes, Universidade do Estado do
Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014.

The aim of this study was to evaluate the leptin levels in the serum and peritoneal
fluid (PF) and the protein expression in three different peritoneal ectopic implants in patients
who underwent surgery for deep infiltrating endometriosis. The study group consisted of
fifteen patients who underwent surgery for adnexal masses and infertility, while the control
group consisted of ten women who underwent surgery for tubal ligation. The leptin levels in
the serum and PF were evaluated by ELISA. The protein expression of leptin and its receptors
(ObR) and aromatase enzyme were evaluated by Western blot analysis of the intestine,
uterosacral ligament and vaginal septum in the ectopic implants. The t-test and one-way
ANOVA with Holm-Sidak post-test were used, and p<0.05 was considered to be statistically
significant. Compared to the controls, the serum leptin levels (control= 14.7 ng/mL+2.63,
endometriosis= 19.2 ng/mL+1.84, p<0.0001) were increased, while in PF, there was no
difference (control= 6.68 ng/mL+0.43, endometriosis= 7.71 ng/mL+0.59, p= 0.18).
Comparing women with and without ovarian implants, the leptin levels in both the serum and
PF were significantly higher in women without ovarian implants (serum: with ovarian
implant= 15.85+1.99; without ovarian implant= 23.14+2.60; ng/mL, p= 0.04; PF: with
ovarian implant= 4.28+1.30; without ovarian implant= 11.18+2.98; ng/mL, p= 0.048). The
leptin, ObR and aromatase protein expression levels were increased in lesions in the vaginal
septum and were decreased in the intestine lesions. This study reports several interesting
associations between the leptin levels in serum, PF, and tissue samples and the localization of
the ectopic endometrium. Although this study does not provide a clear picture of the role of
leptin in the development and progression of peritoneal implants, it contributed new data that
might be useful to elucidating the enigma that is the role of leptin in endometriosis disease.

Keywords: Endometrial implants. Endometriosis. Leptin. Leptin receptor. Aromatase

enzyme.
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INTRODUCAO

Aspetos gerais da endometriose

Endometriose é uma doenca de inflamacdo cronica e progressiva, caracterizada pela
implantacéo e crescimento de estroma e/ou epitélio glandular endometrial, em focos ectopicos
extrauterinos (Vigano et al. 2004, Giudice 2010), tais como em ovarios, tubas uterinas,
ligamento uterossacro e redondo, parede peritoneal, regido retrocervical, septo retrovaginal,
intestino, bexiga e ureteres (Figura 1). Pode também acometer localiza¢cbes mais incomuns,
tais como o musculo diafragma, pulmdes, pericardio, ou, ainda, o cérebro (Gao et al. 2006,
Ceccaroni et al. 2013, Huang et al. 2013). O tecido endometrial localizado nestes 6rgéos
apresenta respostas aos hormonios ovarianos semelhantes as do endométrio eutdpico,

crescendo, modificando-se, descamando e sangrando.

Figura 1. Possiveis locais de afeccdo por endometriose pélvica

1: Parede do miométrio uterino; 2: ligamento uterossacro; 3: ovario (superficiais, profundos e
cistos com liquido achocolatado); 4: fundo de saco de Douglas; 5: septo retrovaginal; 6: tuba
uterina; 7: parede do intestino; 8: bexiga: 9: canal inguinal; 10: parede abdominal. (Nitsch et
al. 1988).
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Embora a patogénese da endometriose ainda seja desconhecida, dentre as vérias
teorias estudadas, a explicacdo mais aceita € a da “menstruacdo retrégrada com fixacdo de
fragmentos™. Baseado nesta teoria, células endometriais eutopicas sofrem refluxo ao longo
das tubas uterinas, chegando a cavidade peritoneal, aderindo no peritbnio parietal e nas
visceras peritoneais (Figura 2), que juntamente com uma serie de fatores imunoldgicos,
estimulam a angiogénese, a proliferacdo e o crescimento celular (Donnez and Nisolle 1994,
Matarese et al. 2003, Vercellini et al. 2007, Ozkan et al. 2008, Bulletti et al. 2010).

Figura 2. Imagens realizadas por video-laparoscopia mostrando a regido pélvica em seu
estado

normal

(@ e uma éarea do peritbnio com mdaltiplas lesbes endometridticas associadas a varias
ramificagbes vasculares (b). No peritdnio endometriotico, dois tipos de diferentes focos de
endometriose sdo visiveis na parede esquerda da pelve: (i) local de inflamacédo inicial em
vermelho, onde o endométrio ectdpico pode ser identificado, e (ii) lesdes tipicas em azul-
preto, representando o efeito de processos inflamatorios e de remodelacdo, em que o tecido do
endométrio ectépico ndo é sempre identificado, devido a acumulacdo de detritos e
hemossiderina. Abreviagdes: UT: Utero; OV: Ovario; DOU: Fundo de saco de Douglas
(Matarese et al. 2003).

A endometriose afeta cerca de 6% a 10% das mulheres em idade reprodutiva (ou
seja, de 15 a 49 anos), o que corresponde a cerca de 176 milhdes de mulheres no mundo e
30% deste grupo esta associado a infertilidade primaria ou secundaria (Ozkan et al. 2008,
Rogers et al. 2009).

A doenca pode comecar cedo com a menarca, € a menopausa pode néo resolver seus
sintomas, especialmente se a mulher apresentar cicatrizes ou aderéncias da doenca e/ou

cirurgia.
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A endometriose é diagnosticada em aproximadamente 25% das mulheres que se
submetem a laparoscopia por motivo de dor pélvica e em 20% de mulheres inférteis (Lebovic
et al. 2001). O quadro clinico caracteriza-se por dismenorreia progressiva (dor durante o
periodo menstrual), dispareunia profunda (dor intensa durante a relacdo sexual) e sintomas
intestinais e urinarios ciclicos, como dor e/ou sangramento durante o periodo da menstruacéo,
acompanhados por dor pélvica (ASRM, 1997). Em relacdo a endometriose e peso corporal ha
um consenso de que existe uma correlacdo inversa entre esses dois parametros (Cramer et al.
1986, Darrow et al. 1993, Signorello et al. 1997, Missmer et al. 2004, Parazzini et al. 2004,
Ferrero et al. 2005, Hediger et al. 2005, Nagle et al. 2009).

Uma das causas de infertilidade, a endometriose, tem uma prevaléncia de 0,5-5% em
mulheres férteis e 25-40% em mulheres inférteis. Trata-se de uma doenca com grande
impacto na qualidade de vida, embora 20-25% das pacientes sejam assintomaticas (Ozkan et
al. 2008).

O endometrioma (Figura 3) € uma forma de apresentacdo localizada da
endometriose, afetando principalmente os ovarios (Matarese et al. 2000). Macroscopicamente
apresenta-se como uma estrutura cistica envolta por uma pseudocapsula com conteido
liquido, espesso e achocolatado, cercado por areas de fibrose e acomete 17-40% das mulheres
com endometriose (Bulletti et al. 2010).

Figura 3. Foto realizada em videolaparoscopia mostrando a apresentacdo macroscépica do
endometrioma ovariano
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A seta indica o contetdo de liquido espesso e achocolatado presente no interior do cisto (Foto:
Dr. Marco Aurélio Pinho de Oliveira/UERJ).
A eficacia da terapia e a recorréncia da doenca sdo acompanhadas pela anélise dos

niveis séricos da proteina antigeno do cancer (CA-125), um biomarcador de malignidade do
trato genital feminino (Szubert et al. 2012).

A extensdo da doenca varia de algumas pequenas lesGes para grandes cistos
ovarianos, podendo haver extensas areas de fibrose em estruturas, como nos ligamentos
uterossacro, com formacédo de aderéncias densas, causando distor¢do acentuada da anatomia
pélvica.

A endometriose é classificada segundo a American Society for Reproductive
Medicine (ASRM, 1997) — revisada em 1996. Esta classificacdo gradua a endometriose em
minima (1, 11, I11) e grave (V) baseando-se no aspecto, tamanho e profundidade de implantes
peritoneais e ovarianos; na presenca, extensao e tipo de aderéncias; e no grau de obliteracdo
do fundo de saco de Douglas (ASRM, 1997). O grau V, o qual foi avaliado neste estudo, é
caracterizado pela presenca de multiplos implantes superficiais e profundos, incluindo
endometriomas e aderéncias densas e firmes. Esta classificagdo, mesmo com algumas
limitaces, é de extrema utilidade para orientacbes no tratamento pos-cirdrgico,
principalmente quando a paciente se queixa de infertilidade.

Com base em sintomas isolados, estabelecer o diagndstico para endometriose, torna-
se cada vez mais dificil, uma vez que a apresentacdo da doenca é extremamente variavel,
existindo ainda sobreposicdo com outras condicfes, tais como a sindrome do intestino
irritavel e a doenca inflamatdria pélvica, podendo acarretar um atraso de alguns anos, entre o
inicio dos sintomas e o diagnostico final (Arruda et al. 2003).

O marcador CA-125 pode se apresentar elevado em pacientes com endometriose,
principalmente nas pacientes com estagio avancado (Cheng et al. 2002), porém, o método
com o maior indice de confianga é a visualizagdo direta com confirmacdo histolégica
(Guerrero Hernandez et al. 2012).

Recentemente, um estudo (Jeong et al. 2013) avaliou o valor do diagnostico e as
caracteristicas morfologicas de endometrioses profundas em tecidos reto/sigmoides, pelo
método de colonografia por tomografia computadorizada, comparando com a ressonancia
magnética. Ambos 0s exames se mostraram sensiveis, no entanto, a taxa de alteragdes
morfologicas nos tecidos mostrou-se mais visivel pelo método de colonografia por tomografia
computadorizada em relagdo a ressonancia magnética nos casos que apresentaram

obliteragdes no fundo de saco de Douglas.
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A leptina

O gene ob, isolado por clonagem posicional, é responsavel pela codificagdo de uma
nova proteina denominada leptina (do grego leptos, significando “delgado”), um polipeptideo
ndo-glicosilado com 146 aminoacidos e peso molecular de 16 KDa. A forma precursora da
proteina contém 167 aminoacidos e é ativada pela clivagem de 21 residuos de amino&cidos,
caracterizando, portanto, o gene codificador da leptina (LEP), em humanos, localizado no
cromossomo 7 (7931.3) (Zhang et al. 1994, Ogawa et al. 1995).

Primariamente, a acdo da leptina ocorre em nivel central, no nucleo hipotalamico
arqueado (NHA), em duas classes de neurdnios distintas: os neurdnios que expressam pro-
opiomelanocortina (POMC), precursor do hormonio estimulante de melanécitos (a-MSH) e
0s neurbnios que expressam um transcrito regulado pela cocaina e anfetamina (CART). Tais
substancias sao anorexigénicas, ou seja, reduzem a ingestdo alimentar. A leptina estimula a
producdo dessas substancias para manter o balango energético negativo (Janeckova 2001,
Hileman et al. 2002).

Ja 0s neurdnios orexigénicos, expressam o neuropeptideo Y (NPY) e o peptideo
agouti (AgRP), e sdo relacionados ao aumento da ingestdo alimentar e a eficiéncia metabdlica
para um menor dispéndio energético. O NPY é composto por 36 residuos de aminoéacidos, e €
sintetizado principalmente no NHA, e se projeta para 0s nucleos hipotalamicos
paraventricular (NHP), ventromedial (NHVM), perifornical (NHPF) e lateral (NHL) nucleos
estes, também envolvidos na regulacdo do balango energético. O AgRP também ¢€ sintetizado
no NHA e projetado para os NHP, NHVM e NHL. Ele age como analogo no sistema
melanocortina, nos receptores MC-3R e MC-4R\\\\\\, estimulando a ingestdo alimentar. A
leptina age sobre os neurbnios do NHA, inibindo a expressdo e a sintese desses
neuropeptidios (Niswender et al. 2001). Entre as acdes promovidas pelos outros nicleos
hipotalamicos em relacdo a homeostase energética, pode-se destacar o NHVM como o centro
da saciedade, NHL como o centro da fome e NHP ligado a efeitos para aumento do gasto
energético, como producdo do horménio liberador de corticotrofina (CRH) e o hormonio
liberador de tirotrofina (TRH), ativadores do sistema nervoso simpatico.

No NHF, ha producéo de peptideos denominados orexinas do tipo A e B, que agem
no NHVM, inibindo a saciedade e aumentando a ingestdo. Essas areas recebem axonios de
nacleos de neurdnios do NHA, POMC/CART e NPY/AgRP, sendo considerados areas de
acdo secundaria da leptina (Schwartz et al. 2000, Janeckova 2001) (Figura 4).



Figura 4. Acdo central da leptina no balanco energético
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Abreviacbes: MB: Metabolismo Basal; NY: Neuropeptideo Y; AgRP: proteina relacionada a
agouti; POMC: proteina derivada da propriomelanocortina; a-MSH: peptideos de

melanocortina; CART: peptideo derivado da cocaina (Ribeiro et al. 2007).
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A fungéo da leptina como reguladora no sistema nervoso central desencadeia uma
cascata de sinalizagdo, de modo a estimular e/ou inibir substancias capazes de agir de forma
direta ou indireta nas areas hipotalamicas envolvidas no controle do balanco energético
(Schwartz et al. 2000).

A leptina é uma proteina pleiotrdpica, secretada, principalmente, pelo tecido adiposo
branco (Zhang et al. 1994) e, em concentracbes menores, em outros sitios, como 0
hipotdlamo, a hipdfise, 0 masculo esquelético, o tecido 0sseo, o endotélio arterial, 0s
intestinos, os testiculos, os ovarios e a placenta (Masuzaki et al. 1997, Bado et al. 1998,
Venner et al. 2006).

A leptina ndo é mais considerada apenas um hormonio isolado, responsavel pela
regulacdo do peso corporal, controlando a ingestdo alimentar e o dispéndio energético, mas
sim um mecanismo de sinaliza¢do integral, capaz de influenciar o adequado controle
fisioldgico de numerosas fungdes bioldgicas (La Cava et al. 2004).

Os efeitos da leptina na homeostase energética, bem como evidéncias da participacao
desta em varias funcdes fisiologicas (Figura 5), tais como regulacdo da funcdo imune e
tireoidiana, angiogénese, hematopoiese, desenvolvimento ésseo e reproducdo (foco central

deste estudo), j& foi documentada na literatura (Flier 1998).

Figura 5. Representacdo esquematica da natureza pleiotropica de leptina

Regulagéo Ir?.gestéo Gasto
hormonal alimentar energético 0SSO E CARTILAGEM
\ \%C‘ \‘ % \3
o= \ &

FUNCAO VASCULAR @T'N’D

+ Ateroesclerose T MODULACAO DO SISTEMA IMUNE

+ Angiogénese
+ Estresse oxidativo

REPRODU CAO OUTROS ALVOS:
+ Gonadotrofinas e ADIPOCITO *Rins
horménios gonadais g . ggestlno
*Placenta *Péancreas

+Feto Q *Misculo



20

Desde sua descoberta por Zang e colaboradores em 1994, mais de mil artigos tem
referenciado o tecido adiposo como um érgdo chave no metabolismo, diversos aspectos da
imunidade e inflamacdo e reproducdo. Adaptado de Lago e col., 2007 (Lago et al. 2007).

A expressdo e secrecdo da leptina é regulada por varios fatores, como por exemplo,

pela insulina, glicocorticoides, TNF-a, associados ao aumento nos niveis de leptina, enquanto
que a atividade B-adrenérgica, andrdgenos, acidos graxos livres e o hormonio do crescimento
associam-se a reducdo da sua concentracdo (Margetic et al. 2002). H& também uma flutuacéo
fisioldgica nos niveis de leptina durante o ciclo menstrual, a qual é, significativamente menor
no inicio da fase folicular (Hardie et al. 1997, Shimizu et al. 1997, Messinis and Milingos
1999).

Dados sugerem que a leptina pode regular a funcdo hipotaldamica-hipofisaria-
ovariana (Gonzalez et al. 2000, Moschos et al. 2002) e que esta, sinalize metabolicamente o
eixo reprodutivo, aumentando os niveis plasmaticos de hormonio luteinizante (LH) e do
hormonio foliculo estimulante (FSH) (Cunningham et al. 1999), regulando assim, a oscila¢éo
de LH e estradiol durante o ciclo menstrual (Licinio et al. 1998). Além disso, especula-se que
o estradiol tenha um importante papel na regulacdo da producdo de leptina pelos adipdcitos
(Shimizu et al. 1997) (Figura 6).



Figura 6. Diagrama esquematico ilustrando a interacdo da leptina com o eixo hipotalamico-
hipofisario-gonadal e o endométrio
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O receptor da leptina

O receptor de leptina (ObR) € produto do gene LEPR e possui diferentes alternativas
de encadeamento, uma vez que seu RNA mensageiro, durante sua transcricdo, € submetido a
diferentes processos de retirada de introns (regides ndo codificantes), denominados splicing,
gerando assim, quatro isoformas curtas — ObRa, ObRc, ObRd e ObRf — uma isoforma longa
(ObRb) e uma isoforma circulante (ObRe) (Lee et al. 1996, Wang et al. 1996, Myers 2004).

O dominio extracelular das isoformas € igual, diferindo, entre elas, apenas o dominio
intracelular, que varia de um tamanho de 805 a 1162 residuos de aminoéacidos caracteristicos
para cada isoforma (Figura 7).

A isoforma longa possui 0 dominio intracelular mais longo composto por trés boxes:
1, 2 e 3, com um total de aproximadamente 300 residuos de aminoacidos, que com isto,
promove a interacdo com outras proteinas no citoplasma, ativando as vias de sinalizacéo
intracelular (Figura 7) sendo por isso, considerada a isoforma biologicamente funcional
(Marroqui et al. 2012).

Figura 7. As seis isoformas do receptor da leptina obtidos por splicing alternativo,
designados
ObRa, ObRb, ObRc, ObRd, ObRe e ObRf
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Os numeros apresentados na regido intracelular indicam a quantidade de residuos de
aminoéacidos caracteristicos de cada isoforma. (Marroqui et al. 2012).

A isoforma longa do receptor de leptina é expressa principalmente no hipotalamo e
responde as acOes centrais desse peptideo (Bjorbaek et al. 2001). Esta isoforma é considerada

a principal forma de sinalizagdo da leptina (Tartaglia et al. 1995, Tartaglia 1997), e est4
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presente também em outros tipos celulares, como no intestino (Buyse et al. 2001), estdmago
(Goiot et al. 2001), corddo umbilical e placenta (Akerman et al. 2002, Ebenbichler et al.
2002), ovario e endométrio (Karlsson et al. 1997, Kitawaki et al. 2000). As isoformas ObRa e
ObRc sdo amplamente expressas no plexo coroide e em microvasos, onde possuem um papel
na captacdao ou no efluxo da leptina do liquido cefalorraquidiano, assim como no transporte
mediado pelos receptores de leptina através da barreira hemato-encefélica (Hileman et al.
2002, Bjorbaek and Kahn 2004). Ja as isoformas ObRd e ObRf, ndo demonstram expressao
bem determinadas nos tecidos corporais, parecendo estar distribuidos homogeneamente,
embora sua representatividade seja baixa e suas func¢des ainda ndo descritas (Lee et al. 1996,
Wang et al. 1996, Bjorbaek et al. 1997).

A isoforma ObRe, circula de forma sistémica, acoplada a proteinas transportadoras,
sendo esta constituida, exclusivamente, pelo dominio extracelular do receptor (Tartaglia et al.
1995, Tartaglia 1997, Myers 2004).

Esta classe de receptores € ativada a partir da ligacao da leptina, na superficie celular,
aos seus receptores, 0s quais sdo internalizados por meio de acoplamento de clatrinas e
agrupados a vesiculas lisossomais clatrino-revestidas. Ap0Os este processo, 0s receptores sdo
degradados e/ou reciclados, retornando assim para a superficie celular (Figura 8) (Sweeney
2002).

Figura 8. Representacdo esquematica de internalizagdo lisossomal e degradacao do receptor

longo (ObRDb) e curto (ObRa) de leptina, via vesiculas clatrino-revestidas.
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Leptina e endometriose

A endometriose € uma afeccdo ginecoldgica estrogeno-dependente. Uma doenca
poligénica e com etiologias multifatoriais e complexas. Atualmente, a leptina tem sido
extremamente estudada em pacientes com esta patologia, devido as suas propriedades
angiogeénicas e seu envolvimento em funcdes do sistema reprodutor feminino. Alguns estudos
relatam que a receptividade das células endometriais provenientes do Utero pode estar
relacionada com este horménio (Alfer et al. 2000). Foi sugerido uma alteracdo do sistema
“endométrio-leptina” em pacientes subférteis, porém, dados mais amplos sobre este fato sdo
contraditérios (Alfer et al. 2000). No entanto, parece que ndo ha diferenca na expressdo do
RNAmM do receptor de leptina em pacientes com endometriose, quando comparados com
pacientes controles (Kitawaki et al. 2000). Comparando o endométrio eutdpico em mulheres
com e sem endomcetriose e o receptor de leptina parece ter baixa expressao no primeiro grupo
(Kao et al. 2003). Foi relatado também um aumento da expressdo de leptina no endométrio
ectdpico comparado ao eutopico (Wu et al. 2002) e que sua quantidade foi significativamente
aumentada no fluido peritoneal de pacientes com endometriose (Matarese et al. 2000, De
Placido et al. 2001). No entanto, os resultados sdo controversos, quando se trata dos niveis
séricos de leptina. Embora Matarese e colaboradores (Matarese et al. 2000) tenham mostrado
uma maior concentracdo de leptina sérica em mulheres com endometriose, outros autores
observaram que as concentracdes de leptina foram semelhantes em mulheres com e sem
endometriose em qualquer fase do ciclo menstrual (Vigano et al. 2002, Wertel et al. 2005).

Embora haja novos e importantes papeis para 0 hormoénio em questdo na fisiologia

reprodutiva, seu papel na etiologia da endometriose, atualmente ainda é incerto.
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Avaliar o papel potencial da proteina leptina na endometriose peritoneal em
pacientes com endometriose classificada com grau IV (grau mais grave da doenca) e

comparar com um grupo controle sem histérico de doenca reprodutiva.

1.2 Objetivos especificos

Avaliar os niveis de leptina no soro, no fluido peritoneal, e no liquido cistico do
endometrioma;

Avaliar os niveis séricos do horménio estradiol;

Avaliar a expressdo da leptina e seu receptor e da enzima aromatase em focos
ectopicos localizados no septo vaginal, no ligamento uterossacro e no intestino de pacientes

com endometriose classificada com grau IV.
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2 METODOLOGIA

2.1 Pacientes

Para composicao dos dois grupos deste estudo, pacientes oriundas do ambulatdrio de
ginecologia do Hospital Universitario Pedro Ernesto — Rio de Janeiro (HUPE) foram
selecionadas. O grupo endometriose constituiu de pacientes inférteis, submetidas a cirurgia
por laparotomia ou laparoscopia, por quadro de infertilidade (priméaria ou secundéaria a pelo
menos um ano, com fator masculino normal), dor pélvica, dispareunia, dismenorreia, ou
massa anexial e exames de ressonancia magnética e/ou ultrassonografia transvaginal
sugestivos de endometriose. O grupo controle foi composto por pacientes férteis, submetidas
a cirurgia de laqueadura, sem evidéncias cirurgicas de endometriose ou outras doengas
pélvicas.

As cirurgias foram realizadas entre fevereiro de 2013 e julho de 2013. Todas as
pacientes estavam em idade reprodutiva e recebendo terapia hormonal (combinada ou de
progesterona), e o IMC variou entre 20,4 a 25,4 Kg/m? no grupo endometriose (Tabela 1) e
entre 20,1 a 25,7 no grupo controle. As pacientes do grupo controle também foram
submetidas a terapia hormonal, porém como método contraceptivo.

Critérios de exclusdo para a composi¢do dos dois grupos de estudo foram: diabetes,
doencas tireoidianas, hepaticas, clinica e/ou imagem por ultrassonografia sugestiva da
sindrome do ovario policistico e qualquer outra patologia ovariana que nao fosse o
endometrioma diagnosticado no momento da cirurgia.

O presente projeto foi aprovado pelo comité de ética do Hospital Pedro Ernesto
(CEP.: 195.160 — Anexo A) e todas as pacientes, de ambos 0s grupos, assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido, obtendo todas as informacdes do presente estudo (Anexo
B).
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Tabela 1. Dados clinicos e hormonais das pacientes do grupo endometriose classificadas com

grau IV
Grau de
Identificacao Idade Paridade IMC Medicacao Infertilidade
1 25 0 22,2 Kg/m2 Zoladex Desconhecido
2 39 0 22,3 Kg/m2 AOC Primaria
3 28 Aborto 25,4 Kg/m2 AOC Secundaria
4 32 0 24,6 Kg/m? AOC Primaria
5 34 Aborto 23,3 Kg/m2 AOC Secundaria
6 26 0 25,1 Kg/m? AOC Priméria
7 34 0 24,8 Kg/m2 AOC Primaria
8 34 0 24,1 Kg/m2 AOC Primaria
9 30 1 21,4 Kg/m2 AOC Secundaria
10 39 0 25,4 Kg/m2 AOC Primaria
11 39 0 23,5 Kg/m? AOC Primaria
12 35 0 25,4 Kg/m? AOC Primaria
13 29 0 20,8 Kg/m? AOC Priméria
14 35 Aborto 24,2 Kg/m2 Allurene Secundaria
15 34 0 20,4 Kg/m2 AOC Primaria

IAQC: Anticoncepcional Oral Combinado (Estrogeno + Progesterona)
2Allurene: Progesterona
3Zoladex: andlogos de GnRH (Hormonio liberador de gonadotrofina)
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2.2 Obtencgdo de amostras

As amostras de sangue foram coletadas momentos antes da realizacdo da anestesia
em todos os casos (grupo endometriose e grupo controle). O fluido peritoneal foi aspirado da
regido do fundo de saco de Douglas no inicio das cirurgias. As biopsias foram realizadas nos
implantes peritoneais (focos ectdpicos) sugestivos de endometriose.

Foram encontrados focos nos seguintes orgaos pélvicos: intestino, bexiga, ligamento
uterossacro, ligamento redondo, paramétrio, regido retrocervical, tubas uterinas, ureteres,
septo retrovaginal, além dos tecidos implantados no proprio peritdnio parietal (parede
abdominal).

Parte do material foi enviada ao servi¢o de patologia do Hospital Pedro Ernesto,
onde confirmou-se a presenca de células endometriais em todos os implantes. A outra parte,
utilizada no estudo, foi armazenada em nitrogénio liquido durante o processo cirurgico. No
grupo endometriose, as pacientes com presenca de endometrioma ovariano tiveram o liquido
cistico (achocolatado) aspirado para posterior dosagem hormonal. Todo o material retirado
foi, imediatamente, levado ao “Laboratério de Morfometria, Metabolismo e Doenca
Cardiovascular” do Instituto Biomédico da Universidade do Estado do Rio de Janeiro, situado
no prédio anexo ao HUPE, para armazenamento em freezer a -80°C.

A extensdo (profundidade) da endometriose foi classificada segundo os critérios da
ASRM 1997.

2.3 Determinacéo dos niveis hormonais: Leptina e Estradiol

A dosagem hormonal nos fluidos peritoneais so foi possivel ser realizada em nove
pacientes, visto que houve perda do liqguido no momento da cirurgia por dificuldade de
aspiracdo por quantidade insuficiente de liquido na cavidade.

A dosagem de leptina no liquido cistico foi realizada em sete pacientes, pois €
comum ocorrer extravasamento dos liquidos dos endometriomas ovarianos no momento da
excisdo (Koninckx et al. 2012). A dosagem hormonal no soro foi realizada em todas as

pacientes incluidas no estudo.
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A concentracdo (ng/mL) de leptina presente no soro, no fluido peritoneal (grupo
endometriose e grupo controle) e no liquido cistico do endometrioma (grupo endometriose)
foi determinada pelo método de ELISA (Millipore Corporation Billerica MA, EUA), onde as
amostras dos liquidos cisticos foram diluidas em uma proporcdo de 1:100. A leitura foi
realizada seguindo as especificacbes do fabricante, no leitor de microplaca multi-modo
FLUOstar Omega (BMG LABTECH, Alemanha).

A concentracdo (pg/mL) do hormonio estradiol no soro e no fluido peritoneal (grupo
endometriose e grupo controle), foram dosadas atraves do método de quimiluminescéncia no
laboratério de hormonio do Hospital Universitario Pedro Ernesto.

Os niveis de sensibilidade para os ensaios foram 0,195 ng/mL para leptina e 5,00
pg/mL para estradiol.

2.4 Western Blotting

Para a deteccdo de proteinas dos implantes peritoneais, cerca de quinhentos
miligramas de tecido foram homogeneizados em 500 uL de tampéo de lise contendo NP-40 a
1% (Amresco, Ohio, EUA) com inibidor de protease (Sigma-Aldrich, EUA), centrifugados a
9700 rpm a 4°C. A dosagem de proteina foi realizada por detec¢do fluorométrica (Qubit 2.0,
Life Technologies Corporation, CA, EUA).

Aliquotas de 20 pg de proteina foram aplicadas em gel de poliacrilamida-SDS a 8%
e submetidas a eletroforese vertical (150 mA, 50 V), transferidas para membranas de
nitrocelulose (80 mA, 4V) em cuba semi-seca, e apds, incubadas com anticorpos (Santa Cruz
Biotechnology, CA, EUA) para leptina (diluicdo 1:500), ObR (diluicdo 1:200) e para a
enzima aromatase (diluicdo 1:250, Abcam, RU). Tanto os tipos e as concentracdes dos
anticorpos secundarios utilizados para as marcagfes, foram escolhidos de acordo com a
indicacdo dos fabricantes referentes a cada anticorpo primério citado.

A expressdo das proteinas em estudo foi normalizada pela expressédo de da proteina
constituinte pB-actina de todas as pacientes. A revelacdo das bandas foi realizada pelo método
de quimioluminescéncia (ECL, Amershan BioSciences, PiC at away, NJ, EUA), e foto-
documentada pelo sistema ChemiDoc MP System, Bio-Rad da empresa Life Science
Research, EUA. As quantificacdes de todas as bandas detectadas foram feitas através do
software Image J 1.42q, EUA.



30

2.5 Andlise Estatistica

Para a andlise dos resultados deste estudo, foi utilizado programa GraphpadPrism
(versdo 6.0, Graphpad Software, CA, EUA), onde os dados foram testados para a normalidade
e homogeneidade de variancias. A correlagdo de Pearson foi feita para analise de alguns
parametros e as diferencas estatisticas foram avaliadas por analise de variancia através do
teste One-way ANOVA com pdés-teste de Holm-Sidak.

Os dados foram expressos como média + erro padrdo da média, onde o valor de
p<0,05 foi considerado como significativo estatisticamente.
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3 RESULTADOS

Em todas as pacientes submetidas a cirurgia para endometriose que participaram do
estudo, foram encontrados diversos focos pélvicos incluindo: intestino, bexiga, ligamento
uterossacro, ligamento redondo, paramétrio, regido retrocervical, tubas uterinas, ureteres,
septo retrovaginal, além dos tecidos implantados no proprio peritbnio parietal (parede
abdominal).

A tabela 2 mostra a frequéncia de cada foco no nimero total das pacientes incluidas
nesse estudo. Vale ressaltar que os focos mais frequentes foram agueles aderidos ao intestino,

ligamento uterossacro e septos vaginais.

Tabela 2. Frequéncia dos focos peritoneais do grupo endometriose

Focos peritoneais Frequéncia
Ligamento uterossacro 9 (24,4%)
Intestino 8 (21,6%)
Septo vaginal 5 (13,5%)
Tuba uterina 4 (10,8%)
Bexiga 3(8,1%)
Ligamento redondo 2 (5,4%)
Paramétrio 2 (5,4%)
Peritonio parietal 2 (5,4%)
Regido retrocervical 1(2,7%)
Ureter 1(2,7%)

A figura 9 mostra os niveis de leptina no soro e no fluido peritoneal. Considerando as
15 pacientes, o grupo endometriose apresentou niveis de leptina sérica significativamente
mais  altos em relacio  ao grupo controle (controle=14,7ng/mL+2,6,
endometriose=19,2ng/mL+1,8, p<0,0001). Em contraste, os niveis de leptina nos fluidos
peritoneais ndo  apresentaram  diferenca  significativa  (controle=6,7ng/mL+1,2,
endometriose=7,7ng/mL+1,8, p=0,2) (Figura 9A). Entretanto, quando comparamos, mulheres
com e sem endometrioma ovariano, observamos um aumento nos niveis de leptina no soro e
no fluido peritoneal nas pacientes sem endometrioma ovariano (Soro: com
endometrioma=15,85ng/mL+1,99, sem endometrioma=23,1ng/mL+2,6, p=0,04; fluido
peritoneal: com endometrioma=4,28ng/mL+1,30, sem endometrioma= 11,2ng/mL+3, p=0,05)
(Figura 9B).
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Figura 9. Niveis de leptina no soro e no fluido peritoneal dos grupos controle (barra
preta) e endometriose (barra branca)
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(A). Niveis de leptina no soro e no fluido peritoneal das pacientes do grupo endometriose com
a presenca de endometrioma ovariano (barra preta) e sem endometrioma ovariano (barra
branca) (B). Os numeros entre parénteses correspondem ao nimero da amostra. Dados
expressos como média + erro padrdo da média.

Ao compararmos apenas o grupo endometriose (Figura 10), observamos que as
amostras de liquido cistico do endometrioma apresentam niveis de leptina significativamente
mais elevados que o soro (p<0,0001) e o fluido peritoneal (p<0,0001). Além disto, os niveis
de leptina sdo significativamente mais elevados no soro quando comparados ao fluido
peritoneal (p=0,0011).
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Figura 10. Niveis de leptina no soro, no fluido peritoneal e no liquido cistico do
endometrioma
no grupo endometriose.
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Os nameros entre parénteses correspondem ao numero da amostra. Dados expressos como
média + erro padrdo da média.

Os niveis de estradiol sdo mostrados na figura 11. Ndo observamos diferenca nos
niveis séricos de estradiol entre 0s grupos controle e endometriose
(controle=45,2pg/mL+14,1, endometriose=47,8pg/mL+18,9, p=0,9). No entanto, em relacdo
ao fluido peritoneal, o grupo endometriose apresentou niveis significativamente menores de
estradiol comparado ao grupo controle (controle=79,2pg/mL+42,3,
endometriose=21,1pg/mL+1,5, p<0,0001) (Figura 11A).

N&o foi observada correlagdo entre niveis séricos de leptina e niveis séricos de
estradiol, considerando ambos os grupos, controle e endometriose (figura 11B), apenas o

grupo controle (figura 11C) ou ainda, apenas o grupo endometriose (figura 11D).

Em relacdo a expresséo proteica da enzima aromatase, houve uma maior expresséo
nos focos ectopicos implantados nos septos vaginais, quando comparados aos implantes nos
ligamentos uterossacros (niveis de expressdo intermediarios entre os trés focos) e nos

intestinos (menores niveis de expressdo). No entanto, apenas o resultado entre os focos
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ectopicos situados nos septos vaginais e aqueles nos intestinos mostraram diferenga
significativa (p=0,04) (Figura 12).

Figura 11. Niveis de estradiol sérico no grupo controle (barra preta) e endometriose (barra
branca)
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Figura 12. Niveis de expressao proteica da enzima aromatase nos trés locais de acometimento
mais frequentes dentre as pacientes do grupo endometriose.
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A figura 13 mostra a correlacdo entre a expressao proteica da enzima aromatase nos
trés focos peritoneais estudados com os niveis de estradiol nos fluidos peritoneais de suas
respectivas pacientes. Observamos nos implantes dos septos vaginais (onde ha uma maior
expressao desta proteina), uma correlacdo positiva e moderada (r=0,618; p=0,575) (Figura
13A), enquanto que, nos tecidos implantados nos intestinos (onde ha menor expressdo da
proteina aromatase), observou-se uma correlacdo negativa e moderada (r=-0,674; p=0,528)
(Figura 13B). E por fim, os tecidos endometriais implantados nos ligamentos uterossacros,
ndo apresentaram correlagdo com os niveis de estradiol no fluido peritoneal (r=0,127;

p=0,809) (Figura 13C), porém nenhuma das correlacdes foi estatisticamente significativa.
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Figura 13. Correlacdo de Pearson entre os niveis de estradiol no fluido peritoneal e a
expressao
proteica da enzima aromatase nos tecidos implantados nos septos vaginais
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Em relacdo a expressdo proteica de leptina e ObR, observamos que tanto a expressao

de leptina (Figura 14A) quanto a do seu receptor (Figura 14B) foi significativamente maior
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nos focos peritoneais implantados nos septos vaginais em relagdo aos focos implantados nos
intestinos (menores niveis) e nos ligamentos uterossacros (niveis intermediarios em relacdo

aos trés focos peritoneais).

Figura 14. Niveis de expressdo proteica de leptina (A) e ObR (B) nos trés locais de
acometimento mais frequentes dentre as pacientes do grupo endometriose
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Vaginal.
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4 DISCUSSAO

Como mostra a literatura (Vigano et al. 2004, Gao et al. 2006, Giudice 2010,
Ceccaroni et al. 2013, Huang et al. 2013), os focos de afeccdo da doenca sdo varios e nas
pacientes incluidas nesse estudo mostraram-se bastante variaveis sendo os mais frequentes
aqueles aderidos nos intestinos, nos ligamentos uterossacros e nos septos vaginais e por esta
razdo esses focos foram os escolhidos para as analises de expressao proteica.

E valido ressaltar que todas as pacientes incluidas neste trabalho foram classificadas
como “endometriose severa” (Grau 1V) e estavam sob uso de terapia hormonal para reduzir o
viés que existe entre os diferentes graus de severidade da doenca e a variacdo hormonal do
ciclo menstrual. Esse critério acarretou em um tamanho amostral pequeno, considerando
algumas perdas amostrais ocorridas durante as cirurgias. Tais perdas, como o extravasamento
do liquido cistico do endometrioma, no momento da cirurgia, s&o comuns de acontecer e estéo
relatadas na literatura (Koninckx et al. 2012). Sabemos que aumentando o tamanho do nosso
“n” amostral, poderiamos aumentar a validade do nosso estudo, especialmente para as
variaveis que ndo foram significativas, assim, podemos considerar o tamanho da nossa
amostra como um fator limitante para este estudo.

A relacdo entre leptina e endometriose € um assunto que vem sendo muito estudado
na tentativa de entender o papel desse horménio na etiologia da doenca. Encontramos
trabalhos com resultados controversos que avaliam os niveis de leptina no soro e/ou no fluido
peritoneal, de pacientes com endometriose (Matarese et al. 2000, De Placido et al. 2001,
Vigano et al. 2002, Mahutte et al. 2003, Bedaiwy et al. 2006, Barcz et al. 2008, Bricou et al.
2008, Alviggi et al. 2009), no entanto, poucos citam implantes peritoneais em suas analises, e
ndo identificam suas localizagdes, ou ainda, tratam apenas como endometriose (Kitawaki et
al. 2000, Kao et al. 2003, Lima-Couy et al. 2004, Wu et al. 2007, Nacul et al. 2013, Oh et al.
2013). Ainda, na maioria desses trabalhos grupos considerados como controle incluiam
mulheres inférteis de causa desconhecida (Matarese et al. 2000, De Placido et al. 2001,
Vigano et al. 2002), submetidas a ligadura tubaria (Matarese et al. 2000, De Placido et al.
2001, Bedaiwy et al. 2006, Tao et al. 2011), presenca de massa anexial (Vigano et al. 2002),
presenca de miomas (Tao et al. 2011), e ainda, outras patologias diferentes de endometriose
(Kitawaki et al. 2000, De Placido et al. 2001, Bedaiwy et al. 2006).

O indice de massa corporal (IMC) das pacientes em questdo, foi considerado como

um critério de inclusdo. A faixa determinada foi de 20 a 30 Kg/m?, o que inclui pacientes
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consideradas normais e com sobrepeso, com uma predominéncia das pacientes com o IMC
normal, j& que a endometriose é mais frequente em mulheres com indices de massa corporal
menor (Monajemzadeh et al. 2013, Shah et al. 2013)

Outro critério de inclusdo foi 0 uso de contraceptivos hormonais. O uso da terapia
hormonal blogqueia o eixo hipotalamo-hipofise-ovariano durante todo o ciclo, mantendo os
ovarios em repouso, imunes as flutuagdes hormonais ciclicas (Teirmaa et al. 1998). Assim,
todas as pacientes que estavam recebendo terapia hormonal para o tratamento clinico de
endometriose ou no caso do grupo controle, como método contraceptivo foram incluidas no
estudo. Nossos resultados ndo apresentaram diferenca significativa entre o0s niveis séricos de
estradiol nos grupos controle e endometriose, confirmando a eficécia da terapia hormonal.

A leptina tem sido considerada atualmente um importante regulador do sistema
reprodutor (Bluher and Mantzoros 2007) e varios estudos tém sido realizados com objetivo de
entender o papel da leptina na etiologia da endometriose. Devido as diferencas na escolha dos
pacientes utilizados nos estudos (gravidade da doenca e uso ou ndo de terapia hormonal) os
resultados encontrados na literatura sdo controversos. Os niveis séricos de leptina encontram-
se inalterados quando comparado a um grupo controle de mulheres em idade reprodutiva, com
exame laparoscépico normal (Vigano et al. 2002, Wertel et al. 2005). Foi também
demonstrado niveis elevados de leptina sérica nas pacientes portadoras de endometriose
comparado a um grupo controle (Matarese et al. 2000).

A leptina, um horménio produzido, principalmente, pelos adipdcitos (Zhang et al.
1994), é também expresso no endométrio e tem desempenhado um importante papel na
doenca endometriose (Kitawaki et al. 2000). O interesse em se entender qual a associacdo
entre a leptina e a endometriose tem crescido bastante nos Gltimos anos. Uma descoberta
interessante, no que diz respeito a leptina e a endometriose, foi que pacientes que apresentam
implantes peritoneais em todos os estagios da doenca, apresentam concentracdes mais
elevadas de leptina no fluido peritoneal do que mulheres em que ndo foram observados tais
implantes, sugerindo que a leptina pode desempenhar um papel no desenvolvimento da
endometriose peritoneal (De Placido et al. 2001).

No entanto, estudos encontrados na literatura sobre este tema séo controversos, fato
este que julgamos estar relacionado com a variabilidade da composi¢do dos grupos controles
em cada trabalho. As pacientes incluidas nestes grupos, geralmente, foram submetidas a
cirurgias para a infertilidade sem causa conhecida (Matarese et al. 2000, De Placido et al.
2001, Vigano et al. 2002), por laqueadura tubaria (Matarese et al. 2000, De Placido et al.
2001, Bedaiwy et al. 2006, Tao et al. 2011), presenca de miomas (Tao et al. 2011), ou outras
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patologias diferentes de endometriose (Kitawaki et al. 2000, De Placido et al. 2001, Bedaiwy
et al. 2006).

Estudos que avaliaram niveis de leptina no soro e no fluido peritoneal de pacientes
com endometriose, reportam resultados conflitantes: niveis elevados em ambos os grupos
(Matarese et al. 2000, De Placido et al. 2001, Mahutte et al. 2003, Bedaiwy et al. 2006,
Gungor et al. 2009, Wu et al. 2010), ou ainda sem alteracdo (Vigano et al. 2002, Wertel et al.
2005, Barcz et al. 2008, Gungor et al. 2009, Tao et al. 2011).

Neste estudo, mostramos que pacientes com endometriose apresentam altos niveis de
leptina no soro, enquanto que esses niveis nos liquidos peritoneais foram inalterados em
comparagdo ao grupo controle. N&do encontramos na literatura, nenhum estudo que tenha
avaliado apenas pacientes no estagio IV da doenca. Mais uma vez, acreditamos que a
variabilidade entre os estudos, em relacdo aos critérios de inclusdo de pacientes sejam
responsaveis para a discrepancia dos resultados. Acreditamos que essa seja a primeira vez que
0s niveis de leptina sdo avaliados no fluido cistico de endometrioma. Nossos resultados
mostram que os niveis de leptina sdo muito altos neste compartimento comparado com 0 Soro
e o fluido peritoneal.

Analisando a leptina em mulheres, com endometriose peritoneal, com e sem implante
ovariano (endometrioma), observamos que na endometriose peritoneal sem implante de
ovario, os niveis de leptina no soro e no fluido peritoneal foram maiores do que em mulheres
com implante ovariano, corroborando os dados ja descritos na literatura (De Placido et al.
2001). Estes dados sugerem que a presenca da doenca peritoneal, porém sem implante nos
ovarios, € um fator que influencia a concentracdo de leptina nos fluidos. Poderiamos supor
também que, a leptina produzida pelo endometrioma, poderia ser sequestrada para o cisto
endometrial em vez de migrar para o soro e/ou para o fluido peritoneal.

A regulacdo da leptina por esteroides € outro ponto controverso. Dados de estudos
com modelos experimentais, sugerem que esteroides gonadais modulam a expressdo de
leptina (Murakami et al. 1995, Slieker et al. 1996, Shimizu et al. 1997). As concentracdes de
leptina s&o maiores entre as mulheres do que entre os homens, diferenca esta que pode ser
explicada pelo aumento dos depoésitos de gordura em mulheres que sdo, na maioria das vezes,
maiores que dos homens (Haffner et al. 1997, Castracane et al. 1998). Os niveis de leptina em
mulheres na pré-menopausa sdo mais elevados do que aqueles em mulheres pos-
menopausicas (Rosenbaum et al. 1996). Além disso, estudos também demonstram que a
proteina leptina também pode variar durante o ciclo menstrual (Hardie et al. 1997, Shimizu et

al. 1997), ou ndo, mesmo em mulheres em terapia hormonal (Tataranni et al. 1997, Teirmaa
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et al. 1998, Matarese et al. 2000). Nao houve diferenca nos niveis séricos de estradiol entre 0s
grupos deste estudo, confirmando assim a eficicia da terapia hormonal em que todas as
pacientes do estudo estavam submetidas. No entanto, o0 grupo endometriose apresentou niveis
mais baixos de estradiol no fluido peritoneal em relacéo ao grupo controle.

Sabendo que os tecidos endometridticos ectdpicos tem a capacidade de produzir
estrogénio (Bulun et al. 1999, Bulun et al. 2000), avaliamos a expresséo proteica da enzima
aromatase nos implantes peritoneais, tendo em vista que a aromatase, uma proteina membro
do citocromo P450 (CYP), da superfamilia da enzima monooxigenase, é a enzima critica para
a sintese de estrogénios, onde o seu complexo catalisa a transformacéo de androgénios em
estradiol e estrona (Simpson et al. 1994).

A aromatase mostrou-se mais expressa nos tecidos implantados nos septos vaginais e
menos expressa nos implantados nos intestinos, enquanto, nos implantes dos ligamentos
uterossacros, apresentou valores intermediarios.

Apesar de uma correlagdo ndo significativa entre a expressdo proteica da aromatase
em cada tecido endometrial implantado nos focos estudados e o nivel de estradiol do fluido
peritoneal (provavelmente pelo pequeno nimero de amostras), os resultados sugerem uma
correlagdo positiva no septo vaginal e negativa no intestino, indicando que o estradiol
sintetizado em cada implante seja liberado para o fluido de maneira proporcional a sua
sintese. No entanto, essa andlise ndo nos permite explicar o porqué da concentragcdo de
estradiol do fluido peritoneal, no grupo endometriose, ser menor, do que no grupo controle.

Em relacdo a expressdo proteica de leptina e de ObR, os resultados foram muito
semelhantes com os da enzima aromatase. Ambos, foram superiores nos septos vaginais em
comparagdo com os tecidos implantados nos intestinos. Tecidos endometriais implantados nos
ligamentos uterossacros expressaram valores médios para as duas proteinas. Um artigo
recentemente publicado (Nacul et al. 2013) mostrou que os implantes peritoneais expressam
alta concentracdo de RNAm de leptina e ObR no endométrio ectopico.

N&o encontramos na literatura, nenhum estudo que compara a expressao proteica da
enzima aromatase, da leptina e de ObR entre os diferentes implantes peritoneais ectopicos. No
entanto, podemos sugerir que, devido as propriedades imunol6gicas e angiogénicas da
proteina leptina (Ryan et al. 1995, Suganami et al. 2004), a elevada expressdo de tais
proteinas pode ser, de algum modo, responsavel pela migracéo e orientacdo do endométrio
ectopico ao seu local de implantacéo.

Transtornos causados pela deficiéncia ou o excesso da proteina leptina nos fluidos

corporais e/ou tecidos, levaram a motivacdo de cientistas a desenvolverem farmacos que
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podem ativar ou inibir o receptor (ObR) desta citocina (Otvos et al. 2008). Recentemente, em
setembro de 2012, foi realizado um pedido de patente, com o registro WO-2012129228-A2,
pela descoberta de um peptideo capaz de impedir a sinalizacdo do receptor ObR em células
responsivas a leptina. Esse peptideo, antagonista da leptina, liga-se ao receptor, ndo ativando
suas vias de sinalizacdo. O desenvolvimento de uma “leptina mutante” com propriedades
antagonistas e outras proteinas que bloqueiam a atividade da leptina poderdo também gerar
novas descobertas para a pesquisa em endometriose (Teirmaa et al. 1998) e, eventualmente,
para o tratamento clinico desta patologia.

Acreditamos que o modelo proposto por nds é mais homogéneo, ja que as pacientes
de ambos os grupos estavam sob terapia hormonal, o grupo controle ndo apresentou qualquer
indicio de doenca do sistema reprodutor e estudamos trés focos peritoneais diferentes,
tornando este trabalho inédito e fazendo com que ele contribua com dados que podem ajudar a

esclarecer o papel da leptina na fisiopatologia da endometriose.
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CONCLUSAO

De acordo com os dados encontrados neste estudo, concluimos que a presenca da
doenca peritoneal e ndo o endometrioma é o fator que influencia a concentracdo da proteina
leptina presente no soro e no fluido peritoneal em pacientes com endometriose de grau 1V,
Em adicdo, as diferencas nos niveis de expressao de leptina, ObR e aromatase entre 0s
diferentes locais de implantacdo do tecido endometrial ectopico sugerem a possibilidade de

estas proteinas estarem envolvidas na localizacdo de implantagdo do endométrio ectopico.
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Abstract

Badeground: The aim of this sudy was to evaluate the leptin levesin the ssrum and peritoneal fluid (PF) and the
protein expression in three different peritoneal ectopic implants in patients who underwent surgery for deep
infiltrating endaometricsis.

Methods: All patients had been teated at the Department of Gynecology of the Pedro Emesto University Hospital,
Rio de lanein. The study group consisted of 15 patients who undenwent sungery for adnexal mamses and infertility,
whille the contral group corsisted of ten women who underwent surgery for tubal ligation. Peritoneal fluid and
samples tissues were oollected during surgeny. Serum samples wene abtained before anesthesia. In this study, the
lzptin lavek in the serum and peritoneal fluid {PF) were evaluated by BLISA. The protein expression of leptin and its
receptars {(bF) and aromatase ermyme were evaluated by Western blot analyss of the intestine uterasacral
ligament and vagiral =sptum in the ectopic implants. The Fest and one-way ANCVA with Holm-Sdak post-test
were wed, and p< 005 was corsidered to be statistically signifiant.

Results: Compared to the controls, the serum leptin kevels fcontrol =147 ngfml £263, endometrioss =192 ngfml+
184 p< Q0001) were inceased, while in P, there was no diffierence (control = 88 ngfmil + 043, endometriosis = 7.7
ng/mil + (158, p =0.18) Compasng waomen with and without ovarian implan &, the leptin levels in both the serum and
PF wer agnificanty higher in women without ovarian implants Eerume with ovarian implant = 1285+ 199 without
ovafan implant = 2314 + 260 ngfml, p= 004 PF: with ovarian implant = 428 + 130 without ovarian implant=1118%
298ng/ml, p= 0048 The leptin, ObR and aromatase potein expression levels wee inoreased in lesions in the vaginal
septum and were dedreased in the intestine lesions.

Condusiomn: Thi study reports ssveral interesting asodatiors between the leptin lavels in serum, peritoneal fluid, and
tismue samiples and the lo@lzation of the ectopic endometrium. Athough this study does not provide a dear pictune of
the role of leptinin the development and progression of perioneal implnts, it contibued new data that might be
useful to eluddating the enigma that is the role of leptn in endometricsis dissase

Keywords: Endometrial imiplants, Endometriosis, Perftoneal fluid, Leptin, Leptin recaptor, Aromatase

Badogrownd

Endometrosis is a chronle, estrogen -dependent inflanmmes-
tory disease chamcterized by implantation and growth of
thaue outside of the uterus in lesions of varying sies and
appearance containing endometrial glands and groms as-
soclated, or not, with infertility, dysmenorrhea, and pelvic
pain [1-3]. This diseste represents a public health kssue
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affecting 10-15 % of women of reproductive age [4]. Stud-
les have demonstrated that endometriosis s assoctated
with the incressed scretion of pro-inflammatory cyto-
kines and growth as well as anglogenic Bobors [5].

Leptin, the 16 kDa product of the Chese (Ob) gens, &
predominantly produced in adipose thsue [6]. This hor-
mone i known for its role in food intake, has ] metabolism,
and reproductive function [7] Leptin is now recognized to
hove immune- regulatory, pro-inflammmstory, and seosngio-
genests functions, and it Is thought to have a mwle in the
pathogeness of endometross [5, 8-12].
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