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Listas de Abreviatura

B6.V-Lep®’/J: Camundongas Modificadas Geneticamente, Deficientes do Gene
para Leptina

FSH: Hormonio Foliculo-Estimulante

GnRH: Hormonio Liberador de Gonadotrofinas

HE: Técnica Histologica que Cora Tecidos em Lamina Através da
Hematoxilina-Eosina

IGF-I: Fator de Crescimento Insulindide tipo 1

IGF-II: Fator de Crescimento Insulindide tipo 2

IL-6: Interleucina 6

IMC: indice de Massa Corpéreo

KDa: Kilodaltons

LH: Hormonio Luteinizante

P450c 17 alfa: Enzima Ovariana

PPAR-y: Receptor Gama Ativado por Proliferadores de Peroxissomos
RNAmM: RNA Mensageiro

SHBG: Globulina de Transporte dos Hormonios Sexuais

SOP: Sindrome dos Ovarios Policisticos

TNFa: Fator de Necrose Tumoral

Tx: Transplante

VLDL: Lipoproteinas de Muito Baixa Densidade



Resumo

Objetivo: Avaliar, do ponto de vista histolégico, o efeito do transplante de tecido
adiposo sobre o utero e os ovarios de camundongas obesas e anovuladoras.
Métodos: Foram utilizadas camundongas B6.V-Lep®/J com 2 e 3 meses de
idade, subdivididas em grupos experimentais: 1.Controle (B6.V-Lep®/J fémeas,
com peso normal); 2.0besidade (B6.V-Lep®/J fémeas, obesas); 3.0besidade +
Transplante de tecido adiposo de camundongas doadoras com peso normal
apos 7 dias (B6.V-Lep®/J fémeas e obesas, que receberam aproximadamente
1g de tecido adiposo de camundongas com peso normal isogénicas);
4.0besidade + Transplante de tecido adiposo de camundongas doadoras com
peso normal apés 15 dias (B6.V-Lep®/J fémeas e obesas, que receberam
aproximadamente 1g de tecido adiposo de camundongas com peso normal
isogénicas); 5.0besidade + Transplante de tecido adiposo de camundongas
doadoras com peso normal apds 45 dias (B6.V-Lep®/J fémeas e obesas, que
receberam aproximadamente 1g de tecido adiposo de camundongas com peso
normal isogénicas). Apdés 7, 15 e 45 dias do transplante, os animais foram
sacrificados. Foram verificados o peso corporal e a glicemia, além da analise
histolégica dos uteros e dos ovéarios (H/E).

Resultados e Conclusdes: O grupo das obesas (n=6) apresentou elevacao no

peso corporal (52,0+ 1,3*) e na glicemia (418,4+33,0*) em relagcéo ao controle
(24,0+0,7 e 100,2+2,2, respectivamente, n=5). Os transplantes apés 7 dias
(n=5) e 15 dias (n=9) foram eficazes na reducédo da glicemia (390,2+34,0 e
270,0+38,0*, pré e p6s-Tx 7 dias; e 460,0+31,4 e 125,0+8,4*, pré e pos-Tx 15

dias, respectivamente), mas nao modificaram o peso corporal. Porém, apds 45



dias de transplante (n=7) houve redugcdo da glicemia (467,0x28,0 e
209,0+18,0*, pré e pOs-Tx, respectivamente), assim como tendéncia a
diminuicdo no peso corpéreo observado pré e pds-Tx (50,4+2,4 e 44,043,3).
Valores adotados para *p< 0,0001. A histologia revelou que, ap6s 7 e 15 dias
de Tx, os animais apresentavam ovarios semelhantes aos das obesas,
incluindo presenca de inumeros foliculos, intersticio abundante e auséncia de
corpos lateos. Nos Uteros notou-se intensa estimulagdo hormonal e glandular,
mitoses, raros eosinodfilos e epitélio superficial integro e sem renovacgéo,
sugerindo que tempos precoces de Tx sao incapazes de reverter tais
alteracbes. Entretanto, no grupo Tx 45 dias foram visualizados uteros
praticamente iguais aos do controle, com grande numero de leucdcitos e
remodelacdo do epitélio superficial, além de ovéarios com reduzida quantidade
de foliculos e presenca de corpos luteos, indicando ovulagdo. As camundongas
B6.V-Lep®/J obesas apresentam formacdes polimicrocisticas e estroma
abundante, mimetizando os achados ovarianos das pacientes anovuladoras. O
Tx de tecido adiposo, a longo prazo, parece ter papel na diminuicdo da
obesidade, mostrando-se eficiente na reversdo da hiperglicemia e das
alteracdes ovarianas e uterinas, presentes nas camundongas obesas,

restabelecendo a ovulagao.

Palavras-chave: Hiperinsulinemia, Ovarios Polimicrocisticos, Transplante de

Tecido Adiposo, Obesidade.



Abstract

Objective: To assess from the histological point of view the effect of adipose
tissue transplantation onto the uterus and ovaries of obese, anovulating mice.
Method: B6.V-Lep°b/J mice were used and the following experimental groups
evaluated: 1.Control group (B6.V-Lep®/J female, average weight); 2.Obesity
(B6.V-Lep®/J female, obese); 3.Obesity plus adipose tissue transplant from
mice donors which were average weight after 7 days (B6.V-Lep®/J obese
females which received adipose tissue from thin, isogenic mice); 4.0besity plus
adipose tissue transplant from mice donors which were average weight after 15
(B6.V-Lep®/J obese females which received adipose tissue from thin, isogenic
mice); 5.0besity plus adipose tissue transplant from mice donors which were
average weight after 45 days (B6.V-Lep®/J obese females which received
adipose tissue from thin, isogenic mice);. Within 7, 15 and 45 days of the
transplant the animals were sacrificed. The age range was between 2 and 3
months old. In addition to the histological analyses of uteri and ovaries (H/E),
these animals’ corporal weight and glycemia were verified.

Results and Conclusion: The obese group (n=6) presented with elevation in

corporal weight (52,0 + 1,3*)and glycemia (418,4+ 33,0%) in relation to the
control group (24,0 £ 0,7 and 100,2+ 2,2 respectively, n=5). The transplants
after 7 days (n=5) and 15 days (n=9) were effective in reducing glycemia (390,2
+ 34,0 and 270,0 + 38,0*, 7 days pre and post transplant; and 460,0 + 31,4 and
125,0 £ 8,4*, 15 days pre and post transplant respectively), but not in changing
corporal weight. However, within 45 days of the transplant (n=7) there was a

reduction in glycemia (467,0 £ 28,0 and 209,0 £ 18,0%, pre and post- transplant



respectively), as well as a tendency to reduce corporal weight observed pre and
post transplant (50,4 £2,4 and 44,0 £ 3,3). Values used for *p< 0,0001.
Histology revealed that within 7 and 15 days of the transplant, the animals
presented with ovaries similar to those in the obese group, containing
countless follicles, abundant interstice and absence of corpora lutea. The uteri
revealed intense hormonal and glandular stimulation, mitosis, scarse
eosinophils and the superficial epithelium whole, without renovation, indicative
of the inability of short term transplantations to reverse such alterations. In the
45-day-group, however, the uteri looked very much the same as those of the
control group, with a great number of leucocytes and remodellation of the
superficial epithelium, as well as ovaries with a reduced amount of follicles and
presence of corpora lutea, suggesting ovulation. The obese B6.V-Lep®/J mice
present with polymicrocystic formation and abundant oestrone, mimicking the
ovarian findings of the anovulating patients. The long term adipose tissue
transplantation, on the other hand, seems to play a part in reducing obesity,
proving to be efficient in reversing hypoglycemia and the ovarian and uterine

alterations present in obese mice, re-establishing ovulation.

Key words: Polymicrocystic ovaries, Anovulation, Adipose Tissue Transplant,

Obesity.



Introducao

A Sindrome dos Ovérios Policisticos (SOP) representa o classico
exemplo da perda de ciclicidade funcional por retroalimentagédo anémala. Neste
caso, a producao excessiva extraglandular de androgénios e sua conversdo em
estrogénios constitui o substrato fisiopatol6gico da anovulagéo croénica™?>.

Representa um dos disturbios enddécrinos reprodutivos mais comuns em
mulheres, acometendo cerca de 5% a 10% da populagdo feminina em idade
fértil®. Associa-se a obesidade ao quadro de infertilidade*®®. A ocorréncia
familiar é frequente, principalmente quando ha parentesco de primeiro grau (20
a 60%)’. Além disso, pacientes com SOP tém risco aumentado para o
desenvolvimento de cancer de endométrio e doencas cardiovasculares, assim
como alteracées no metabolismo da glicose e risco precoce de “diabetes
mellitus “%°.

Dentre os fatores genéticos envolvidos na génese desta afeccdo estdo a
insulina e o fator de crescimento insulinéide | (IGF-1), os quais agem junto com
0 horménio luteinizante (LH) no aumento da producdo de androgénios nos
ovarios'®!. Niveis elevados de IGF-I determinam elevacdo da atividade da
enzima P450cl7alfa ovariana, essencial para a producdo dos androgénios
ovarianos®. Além disso, a literatura descreve que, em mulheres com SOP,
pode haver alteracdo no receptor de insulina, resultando em resisténcia a
insulina, além de elevacdo da atividade da P450cl7alfa, com subsequente

hiperandrogenismo™®*.

A primeira possibilidade para esse fendmeno é a
insulina ativar os receptores do IGF-I. Este é capaz de ligar-se ao receptor de

insulina, porém, com afinidade 100 a 1000 vezes inferior que a propria insulina.



Esta apresenta estruturas complementares ao receptor de IGF-I, € capaz de
ligar-se a ele, porém com afinidade 500 vezes inferior a do IGF-I. Na SOP,
existe um aumento dos receptores IGF-1 o que facilita a ligagéo da insulina com
esses. Somado a isso, a resisténcia insulinica leva a reducdo hepética da
producdo de globulinas carreadoras dos hormonios sexuais (SHBG),
aumentando a fracéo livre de androgénios.

Clinicamente, observam-se alteracdbes menstruais e hirsutismo,
geralmente acompanhados de aumento de peso'**3.

Os exames laboratoriais complementares frequentemente revelam
valores elevados de LH e baixos indices de horménio foliculo-estimulante
(FSH), porém, estes sdo achados nao constantes. Ocorre hipersensibilidade da
hipéfise devido ao estimulo do horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH), o
gual causa aumento dos niveis de LH, sendo que esta hipersensibilidade
anormal pode decorrer do hiperestrogenismo que acompanha a sindrome
(estrona e estradiol livre aumentados)'®. O aumento do LH provoca hiperplasia
do estroma ovariano, com consequente hiperandrogenismo, o que dificulta a
ovulacdo™. Os niveis de LH plasmaticos sdo diretamente proporcionais ao grau
de resisténcia a insulina, pela atuacado do IGF-I e da insulina no hipotdlamo e
hipdfise. Dos androgénios, incluindo a androstenediona e a
dehidroepiandrosterona, é freqlente o incremento dos niveis de testosterona,
principalmente na forma livre, uma vez que a sintese hepética de SHBG esta
diminuida devido & acéio dos androgénios e da insulina *°.

O aspecto morfoldgico dos ovarios esta alterado; acham-se aumentados
de volume, bilateralmente, de coloracdo branco-nacarada, com capsula

espessa, lisa e avascular. Inameros foliculos, em namero de 20 ou mais, com



diametro variavel (1-15 mm) dispdem-se na regido subcapsular *°. Ocorrem
graus variaveis de hiperplasia do estroma e os foliculos encontram-se em
estagios iniciais de maturagéo.

O diagndstico de SOP é clinico e de exclusdo. No geral, as pacientes
apresentam historia clinica de anovulacdo crénica, com inicio logo apés a
menarca; sinais clinicos ou laboratoriais de hiperandrogenismo e ultra-
sonografia indicando aumento do volume dos ovarios com imagens cisticas
periféricas e hiperecogenicidade do estroma ovariano®’.

Para o restabelecimento da fertilidade, utilizam-se drogas indutoras da
ovulacao, tais como citrato de clomifeno, citrato de tamoxifeno, gonadotrofinas
de mulheres menopausadas ou de gestantes, além de FSH humano purificado
e os anélogos do GnRH'"*®, Na maioria dos casos, a droga de escolha é o
clomifeno, que é um modulador seletivo do receptor de estrogénio, o qual
promove aumento nos niveis de FSH e LH, maturacéo folicular, elevacdo dos
niveis de estradiol, postura ovular e normalizacéo da retroalimentacdo aciclica.

Em pacientes com SOP resistentes ao clomifeno, podem ser utilizadas

drogas que diminuam os niveis de insulina, incluindo a metformina®®**

(quando
este fator esté ligado a sindrome). A sua utilizagéo isolada promove a ovulacao
em 78% a 96% das pacientes. Quando associada ao clomifeno, a metformina
aumenta as taxas de ovulagcdo e gravidez em pacientes previamente né&o
resistentes ao clomifeno.

Nas pacientes obesas, a perda de peso isolada é capaz de reverter 0s
sinais e sintomas advindos do hiperandrogenismo®:.

Alternativas terapéuticas para a irregularidade menstrual sdo substancias

gue diminuem os niveis de insulina; também neste caso, a metformina é



bastante estudada e apresenta bons resultados na melhoria da ciclicidade

menstrual*®*®

, mas com acao menos pronunciada sobre o peso corporeo.

A terapéutica cirurgica fica reservada tdo somente aos casos em que
falharam as tentativas clinicas para a inducéo da ovulacdo®’.

Entretanto, mudancas nos habitos de vida tém papel fundamental e
previnem as repercussfes da sindrome a longo prazo. A perda de peso
favorece a reducdo dos niveis androgénicos, melhora o perfil lipidico e diminui
a resisténcia periférica a insulina, contribuindo para o retorno dos ciclos
ovulatérios e para prevencdo do diabete e de doencas cardiovasculares®®?.
Perda de peso de 5 a 10% pode ser suficiente para restabelecer a funcao
ovariana e melhorar a resposta & inducéo da ovulacdo®. O fluxo aumentado de
acidos graxos livres, quando da presenca do pico pés-prandial de glicose, leva
ao aumento da sintese hepética de triglicerideos, com producdo de
lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) e redug&o dos niveis séricos de
lipoproteinas de alta densidade (HDL). Apesar do uso da metformina ter
demonstrado resultados positivos na regularizacdo do ciclo menstrual®?, e
assim contribuir para a reducdo do risco de cancer de endométrio, ainda
necessita de estudos mais aprofundados.

Outro achado constante em pacientes com SOP € a resisténcia a insulina

e a hiperinsulinemia compensatéria***’23

, a qual esta presente em cerca de
75% das mulheres obesas, mas que também acomete ao redor de 50% dos
casos com indice de massa corpdrea normal. A obesidade costuma ser do tipo
central, em maca. A circunferéncia abdominal, na altura do umbigo, é igual ou

maior a 80 cm e esta presente em 70% das pacientes. O aumento da relagdo

cintura-quadril traduz massa de gordura central, correlacionando-se



diretamente com a resisténcia a insulina®. A resisténcia a insulina representa
condicdo na qual a concentracdo de insulina “normal” ndo produz um efeito
biol6gico adequado. Nessa situacdo, as células beta-pancreéticas sdo capazes
de elevar a sintese de insulina para compensar a resisténcia a sua utilizacdo
periférica. Somando-se a isso, ocorre também decréscimo de depuragdo
hepética, culminando com a hiperinsulinemia. A resisténcia insulinica esta
aumentada freqlentemente nas pacientes obesas, mas, alguns autores,
estratificando pacientes com SOP em obesas e ndo obesas demonstraram que
a hiperinsulinemia independe da obesidade, porém, é agravada por ela®.

Os mecanismos pelos quais a resisténcia periférica a insulina e a
hiperinsulinemia levam a anovulacdo ainda sdo pouco esclarecidos. Sabe-se
qgue a hiperinsulinemia aumenta a secrecdo androgénica pelas células da teca
no estroma ovariano®, atuando sinergicamente com o LH, aumentando a
producdo de androgénios pelas células tecais devido a maior ligacdo da
insulina aos receptores de IGF-1 no estroma e com o hormonio de crescimento.

A literatura descreve modelo experimental de ovarios polimicrocisticos em
camundongas obesas diabéticas com resisténcia a insulina®. O fato desses
animais exibirem obesidade, resisténcia a insulina e infertilidade demonstra sua
habilidade como modelo experimental para policistose ovariana.

Atualmente, tem sido motivo de discussbes o papel da leptina na
infertilidade de camundongas obesas®. E um horménio secretado pelo tecido

adiposo® e pela placenta®’?®

, sendo que sua administragdo é capaz de regular
0 peso corporal e o metabolismo da glicose, restituindo, dessa maneira, a
fertilidade de camundongas obesas e inférteis?®®**°. Mounzih e cols, em 1997

sugerem em seu trabalho, com machos, que o tratamento com leptina corrige a



infertilidade, efeito este mediado, pelo menos em parte, pela normalizacado do
peso testicular, da espermatogénese e morfologia das células de Leydig®.
Além disso, a leptina restaura o peso corporal normal em camundongos, como
também a fertilidade em fémeas adultas®. A literatura cita que pacientes com
deficiéncia de leptina também podem ser tratadas com leptina recombinante,
com sucesso>%

A leptina, proteina pequena com 167 residuos de aminoacidos e 16 KDa,
possui importante papel no balanco energético, apresentando duas agfes: a
primeira em neurbnios do ndcleo argueado hipotalamico, onde estimula a
expressdo de neuropeptideos ligados aos mecanismos de inibicdo da ingestao
alimentar e aumento do gasto energético total, via inervacado simpdtica; a
segunda, em outros neurénios do mesmo nucleo, inibindo a expressao do
neuropeptidio Y e agouti, envolvidos nos mecanismos de ingestao alimentar e
reducéo do gasto energético®”.

Além do tratamento convencional por meio da injecdo de leptina para
corrigir a obesidade, ha a possibilidade de utilizar o transplante de tecido
adiposo, o qual provocaria a liberagéo fisiologica desse hormdnio. Sabe-se que
o transplante de tecido adiposo de camundongas normais melhora as
anormalidades metabdlicas de camundongas com lipodistrofia®=*. Estudo
recente utilizando protocolo longo, por até 40 semanas, demonstrou que
camundongas obesas transplantadas com tecido adiposo de animais com peso
normal tiveram modificacbes multiplas em seu fenotipo, incluindo reducéo de
peso corpoéreo, prevencdo da obesidade, normalizagdo nos niveis de insulina e
nos testes de tolerancia a insulina, prevencao da elevacdo de corticosteroides

e restauracdo da fertilidade®.



Portanto, a técnica de transplante de tecido adiposo como alternativa ao
tratamento hormonal, se mostrou efetiva tanto na prevencao quanto na terapia
de camundongas obesas, no que diz respeito a lipodistrofia e alguns tipos de
obesidade. Porém, pouco se sabe sobre os efeitos precoces, ou seja, a curto
prazo, desse procedimento em camundongas obesas e inférteis. Dai a
necessidade de se realizarem estudos intensivos no sentido de avaliar,
histologicamente, 0os aspectos ovarianos e uterinos desses animais.

Tendo em vista as parcas informacdes na literatura relativas ao
comportamento do transplante de tecido adiposo em camundongas obesas, e
considerando ser este modelo animal eficiente, propusemo-nos a realizar o

presente estudo.



Proposicéo

PropbBe-se, no presente estudo, a avaliar os efeitos bioquimicos e
histomorfologicos do tratamento com transplante de tecido adiposo, apés 7, 15

e 45 dias, sobre os ovarios e o Utero de camundongas obesas e anovuladoras.

Para Tanto, avaliar-se-&:

1) A glicemia e o peso corporal.

2) Os aspectos histomorfolégicos dos ovarios e do Utero.

3) A acao do transplante de tecido adiposo gonadal em camundongas
obesas, a partir de camundongas isogénicas magras doadoras, apos
periodos precoces de 7 e 15 dias e apds longo periodo de 45 dias, sobre:

e A polimicrocistose ovariana;

e A obesidade e a hiperinsulinemia.



Material e Métodos

Grupos Experimentais

Foram utilizadas camundongas obesas (B6. V-Lep®/J, n=30) e com peso
normal (B6. V-Lep®/J, n=5), oriundas do Centro de Desenvolvimento de
Modelos Experimentais (CEDEME) da UNIFESP-EPM, com idade entre 2 e 3
meses. Trata-se de animais geneticamente modificados. Estas camundongas
B6. V-Lep®/J, denominadas ob/ob, s&o deficientes do gene para leptina e, por
essa razéo, desenvolvem obesidade e hiperinsulinemia. Este protocolo animal
foi aprovado pelo Comité de Etica da UNIFESP-EPM, sob a inscricdo 0508/07.

Os animais foram mantidos no biotério do CEDEME durante o protocolo
experimental, com temperatura controlada e ciclo claro-escuro, tendo livre
acesso a agua de torneira e racdo padrdo para camundongas (Purina®, Sao

Paulo, Brasil).




Deste modo, os animais foram divididos nos seguintes grupos:

1) Grupo Controle: Representado por 5 camundongas B6.V-Lep®/J com peso
normal, com idade entre 2 e 3 meses, utilizadas como controle dos parametros
bioquimicos e histoldgicos avaliados, e doadoras do tecido adiposo para os
grupos que receberam o transplante. Estes animais foram sacrificados apés a
separacao dos grupos.

2)Grupo Obesidade: composto por 6 camundongas B6.V-Lep®/J obesas, com
idade entre 2 e 3 meses.

3)Grupo Obesidade + Transplante de tecido adiposo de camundongas
doadoras com peso normal apés 7 dias: formado por 5 camundongas
B6.V-Lep®/J obesas, com idade entre 2 e 3 meses, que receberam transplante
de tecido adiposo gonadal de camundongas com peso normal isogénicas. O
volume médio de tecido adiposo gonadal coletado de 3 ou 4 doadoras foi de
aproximadamente 1g, os quais foram transplantados na regido dorsal de cada
receptora devidamente anestesiada com quetamina e xilasina. Apos 7 dias de
transplante, os animais foram sacrificados.

4)Grupo Obesidade + Transplante de tecido adiposo de camundongas
doadoras com peso normal apds 15 dias: constituido por 9 camundongas
B6.V-Lep®/J obesas, com idade entre 2 e 3 meses, que receberam transplante
de tecido adiposo gonadal de camundongas com peso normal isogénicas. O
volume médio de tecido coletado de 3 ou 4 doadoras foi de aproximadamente

1g, os quais foram transplantados na regido dorsal de cada receptora



devidamente anestesiada com quetamina e xilasina. Apés 15 dias de
transplante, os animais foram sacrificados.

5)Grupo Obesidade + Transplante de tecido adiposo de camundongas
doadoras com peso normal apos 45 dias: composto por 7 camundongas B6.V-
Lep®/J obesas, com idade entre 2 e 3 meses, que receberam transplante de
tecido adiposo gonadal de camundongas com peso normal isogénicas. O
volume médio de tecido adiposo gonadal coletado de 3 ou 4 doadoras foi de
aproximadamente 1g, os quais foram transplantados na regido dorsal de cada
receptora devidamente anestesiada com quetamina e xilasina. Apds 45 dias de

transplante, os animais foram sacrificados.

Peso Corporal

O peso corporal foi aferido antes e depois de cada tratamento, e no dia
do sacrificio do animal. Foi utilizada balangca com capacidade de 2610g e
precisdo de 1g (Labortex ®). Este parametro foi usado para analise do ritmo de

crescimento dos animais.

Glicemia

Amostras de sangue foram obtidas a partir da artéria caudal dos animais

e utilizadas para a determinag&o do nivel de glicemia, através de tiras reativas

detectadas pelo aparelho ACCU-CHEK ® Sensor (California, EUA).



Anélise Histomorfolégica

Apés a retirada, os ovarios e o utero foram cortados em fragmentos
simétricos, mantidos em formol a 10% para posterior montagem em blocos de
parafina. O tecido foi cortado na espessura de 5um e montado em laminas
silanizadas. As laminas foram coradas pela Hematoxilina-Eosina (H/E) e
analisadas em microscépio Optico de luz Carl Zeiss, com oculares 4X, 10X e

40X.

Método Estatistico

Os resultados foram apresentados em forma de média + erro padrdo (X +
EP). As diferencas estatisticas foram identificadas pelo test-t ou pela analise de

variancia (ANOVA). Valores de p<0,05 foram considerados significantes.



Resulltados

O grupo Obesidade apresentou durante a observagcao, elevacdo no peso
corporal e no nivel de glicemia em relacdo ao grupo controle (camundongas
com peso normal) mostrando haver diferenca significativa. (Tabela 1 e Gréficos

1A e 1B).

Tabela 1: Peso Corporal e Glicemia dos Animais dos Grupos Controle e

Obesidade.

Peso Corporal (g) Glicemia (mg/dl)
Controle (n=5) 24,0+0,7 100,2 £2,2
Obesidade (n=6) 52,0+£1,3* 418,4 + 33,0*

* p<0,0001 vs. Controle




Grafico 1 A — Peso Corporal

Grafico 1 B - Glicemia
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O transplante de tecido adiposo gonadal, no grupo Obesidade, mostrou,
apos 7 dias (Tx 7), ser eficaz na reducéo da glicemia, porém, ndo modificou o

peso corporal (Tabela 2 e Gréaficos 2A e 2B).

Tabela 2: Peso Corporal e Glicemia dos animais do grupo Obesidade, apés 7

dias de transplante.

Peso Corporal (g) Glicemia (mg/dl)
Basal 53,0£2,0 390,2 £34,0
Pds Tx 7 dias 51,0£3,0 270,0 £ 38,0*

*p<0,05 vs Basal



Grafico 2 A — Peso Corporal Grafico 2 B - Glicemia
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De igual modo, o transplante de tecido adiposo gonadal, no grupo
Obesidade mostrou, ap6s 15 dias (Tx 15), ser eficaz na reducdo da glicemia,

porém, nao modificou o peso corporal. (Tabela 3 e Gréaficos 3A e 3B).

Tabela 3. Peso Corporal e Glicemia dos Animais do grupo Obesidade, ap6s 15

dias de transplante.

Peso Corporal (g) Glicemia (mg/dl)
Basal 52,4 +3,0 460,0 +31,4
Pés Tx 15 dias 51,2+2,0 125,0 + 8,4*
*p<0,0001 vs Basal




Grafico 3 A — Peso Corporal Grafico 3 B - Glicemia
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Ja o transplante de tecido adiposo gonadal no grupo Obesidade mostrou,
apos 45 dias (Tx 45), ser eficaz na reducdo da glicemia, assim como houve

uma tendéncia a diminuigdo do peso corporeo. (Tabela 4 e Gréficos 4A e 4B).

Tabela 4: Peso Corporal e Glicemia dos Animais do grupo Obesidade, apds 45

dias de transplante.

Peso Corporal (g) Glicemia (mg/dl)
Basal 50,4+2,4 467,0 £28,0
Pés Tx 45 dias 44,0 £3,3 209,0 £ 18,0*

*p<0,0001 vs Basal
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Histologicamente, nos ovarios dos animais Controle, encontramos
pequeno numero de foliculos periféricos, que se degeneram e se transformam

em células intersticiais. ( Figuras 1, 2, 3, 4, 5 e 6).

F."
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intersticio

foliculo
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Figura 1: Ovéario Controle, HE,4x. Figura 2: Ovario Controle, HE,4x.



foliculos

glandulas
Epitélio
superficial
intersticio

faoliculo

Figura 3: Ovério Controle, HE,10x. Figura 4: Ovério Controle, HE,10x.

Figura 5: Ovério Controle, HE, 40x. Figura 6: Ovério Controle, intersticio, HE,
40x.

Nos ovéarios dos animais obesos, notamos grande quantidade de
foliculos e auséncia de corpo lateo, bem como Utero de menor tamanho e com

raros eosinofilos. (Figuras 7, 8, 9, 10 e 11).




Figura 7: Ovério de Animal Obeso, HE, 4X Figura 8: Ovario de Animal Obeso, HE,

10X

Figura 10: Utero de Animal Obeso, HE,10X Figura 11: Utero de Animal Obeso,
HE,4X
Apés 7 dias de transplante de tecido adiposo, 0s ovarios apresentavam
padrdo ainda muito parecido com os das obesas, com presenca de inimeros
foliculos degenerados, intersticio abundante e auséncia de corpo lateo.(

Figuras 12, 13, 14, 15 e 16).




Figura 12: Ovério 7 dias p6s Tx, HE, 4x Figura 13: Ovério 7 dias p6s Tx, HE,

10x

Figura 14: Ovario 7 dias pos Tx, HE, 10x Figura 15: Ovario 7 dias pos Tx, HE,

40x

Figura 16: Ovario 7 dias pos Tx, HE, 40X
Apés 7 dias de transplante de tecido adiposo, no que diz respeito a
histologia do u(tero, o epitélio superficial mostrava-se integro e bem
desenvolvido. Notava-se, ainda, presenca de muitas figuras de mitoses e raros
eosinofilos. Neste tempo poés-transplante, ja h4 muita semelhanca com o Gtero

das obesas. (Figuras 17, 18, 19, 20, 21 e 22).
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4x.

Superficial

Figura 19: Utero 7 dias p6s Tx, HE, 10x. Figura 20: Utero 7 dias p6s Tx, HE,

10x.

Mitose

Figura 21: Utero 7 dias pos Tx, HE, 40x.  Figura 22: Utero 7 dias pés Tx, HE, 40x.

Apés 15 dias de transplante de tecido adiposo, evidenciou-se nao ter

havido regresséo das alteragdes do quadro ovariano. (Figuras 23 e 24).



foliculos

Figura 23: Ovério 15 dias p6s Tx, HE, 10x. Figura 24: Ovério 15 dias po6s Tx,

HE,10x.

Apés 15 dias de transplante de tecido adiposo, a andlise histoldgica do
Gtero também nédo revelou mudancas significativas. No entanto, em algumas
areas, o epitélio apresentava-se super-estimulado, com maior presenca de
leucécitos em relagé@o ao periodo de 7 dias pos transplante, evidenciando haver

alto nivel de estrogeno, com glandulas bem estimuladas.( Figuras 25, 26, 27,

28, 29 e 30).




Figura 25: Utero 15 dias pos Tx, HE, 4x. Figura 26: Utero 15 dias pos Tx,

HE,4x.

Figura 27: Utero 15 dias p6s Tx, HE, 10x. Figura 28: Utero 15 dias p6s Tx, HE,

10x.

Glandulas

Glandulas




Figura 29: Utero 15 dias pos Tx, HE, 40x. Figura 30: Utero 15 dias p6s Tx, HE,

40x.

Apés 45 dias de transplante de tecido adiposo, os ovarios mostravam
reduzida quantidade de foliculos e observou-se a presenca de corpos luteos,
caracteristicas estas muito semelhantes as dos animais do grupo controle,

indicando ter havido o restabelecimento da ovulagéo. (Figuras 31, 32, 33, 34, e

35).

Corpos liteos

Figura 31: Ovario 45 dias p6s Tx, HE, 4x. Figura 32: Ovario 45 dias pos Tx,

HE,4x.

Corpo liteo exuberante!
Corpos liteos

Figura 33: Ovario 45 dias pos Tx, HE,10x. Figura 34: Ovario 45 dias pos Tx,

HE,10x.



Figura 35: Ovério 45 dias pés Tx, HE, 40x.

No que diz respeito a histologia dos Uteros, com o transplante de tecido
adiposo, apos 45 dias, notou-se a presenca de inumeros leucdécitos no
endométrio, sinalizando o restabelecimento do controle hormonal. Ocorreu
renovacao epitelial superficial, tipico da fase de estro. (Figuras 36, 37, 38, 39,

40, 41, e 42).

Figura 36: Utero 45 dias pos Tx, HE, 4x. Figura 37: Utero 45 dias pos Tx, HE,4x.



Figura 38: Utero 45 dias pos Tx, HE,10x. Figura 39: Utero 45 dias pos Tx,

HE,10x.

Figura 40: Utero 45 dias pés Tx, HE,10x. Figura 41: Utero 45 dias pds Tx, HE,

40x.




Figura 42: Utero 45 dias pos Tx, HE, 40x.

Revela-se no Quadro 1, a sintese dos aspectos histomorfolégicos dos
ovarios e do utero das camundongas estudadas.

Quadro 1: Aspectos Histomorfoldgicos dos Ovérios e do Utero dos animais
estudados

Ovario Ovario Ovario Ovario Ovario
Controle Obesa Tx7 Tx 15 Tx 45

4X
10X
10X e 40X
Utero Utero Utero Utero Utero
Controle Obesa Tx7 Tx 15 Tx 45
4X

10X






DISCUSSAO

O modelo animal proposto no presente trabalho mostrou que as
camundongas obesas utilizadas neste protocolo apresentaram caracteristicas
semelhantes as da Sindrome dos Ovarios Policisticos (SOP), incluindo
obesidade, inumeros polimicrocistos ovarianos, anovulagdo crénica e
infertilidade, além de hiperglicemia constante. Estes fatores, quando
associados, favorecem o desenvolvimento de céncer de endométrio e de
doencas cardiovasculares, assim como alteragdes no metabolismo da glicose e
risco precoce para o desenvolvimento e estabelecimento de “diabetes mellitus”.

A SOP é a desordem enddcrina mais comum entre as mulheres em
idade reprodutiva, caracterizada por ciclos anovulatérios, infertilidade e
hiperandrogenismo, com perda de ciclicidade funcional, além de
frequentemente haver a presenca de obesidade. Em 2003, o consenso de
Rotterdan, na Holanda*, propds, como critérios diagndsticos, ciclos
espaniomenorréicos ou amenorréia (anovulagdo crénica), sinais clinicos ou
bioquimicos de hiperandrogenismo, além de ovarios policisticos (presenca ao
exame ecografico de 12 ou mais foliculos entre 2 e 9mm de didmetro médio ou
volume ovariano de 10 cm® ou mais)®.

O fator obesidade em humanos, muitas vezes, inclui circunferéncia
abdominal maior ou igual a 80 cm, o qual tem relacdo importante com o
desenvolvimento de resisténcia periférica a insulina. Este fator esta presente,
de maneira proporcional, nas camundongas usadas neste trabalho, como pode
ser observado na imagem contida na secdo de Material e Métodos. Legro e
cols® relataram que aproximadamente 50 a 70% das mulheres com SOP

apresentavam resisténcia periférica a insulina, o que agravava o quadro de



hiperandrogenismo. E importante salientar que mulheres com SOP e
hiperinsulinemia podem apresentar-se com peso normal, porém, 44% delas
tém obesidade™.

No presente estudo, pudemos comprovar, pelo modelo experimental
proposto, que a camundonga geneticamente modificada, com auséncia do
gene para leptina, desenvolve obesidade, ovarios polimicrocisticos com padréo
de anovulacao e infertilidade, além da presenca de
hiperglicemia/hiperinsulinemia e resisténcia periférica a insulina. Por esta
razao, realizamos o transplante de tecido adiposo gonadal de camundongas
doadoras com peso normal para receptoras obesas, avaliando a repercussao
sobre a glicemia e o peso corporal, além da andlise histomorfoldgica do utero e
dos ovérios, apos 7, 15 e 45 dias do procedimento (Tx).

Com relagcdo a glicemia, houve retorno aos niveis glicémicos de
referéncia, ou entdo reducdo significante apdés todos os periodos de Tx
avaliados, demonstrando, assim, provavel melhora na resisténcia periférica a
insulina. No que diz respeito ao peso corporal das camundongas obesas
transplantadas, notamos tendéncia a reducdo somente apds o periodo mais
longo de Tx, ou seja, apés 45 dias. Como o0s animais envolvidos no
experimento tinham idade entre 2 e 3 meses (periodo em que se encontravam
na mesma fase reprodutiva), ha a possibilidade de termos utilizado animais que
estavam no inicio do segundo més de vida, e outros no final do terceiro més, o
que pode ter propiciado um erro padréo relativamente alto para as médias de
peso corporal encontradas. Tal fato justificaria, pelo menos em parte, termos
obtido resultados n&o significantes, isto é, tendéncia a reducdo de peso

corporal, apos 45 dias de Tx.



Alguns autores tém relacionado a regulacdo de peso corporal e do
metabolismo da glicose, & acdo principal da leptina**°. O tratamento com
leptina melhorou anormalidades metabdlicas em camundongos mutados para o
gene da leptina, incluindo hiperfagia, resisténcia a insulina e diabete®, além de
lipodistrofias®. Esta atuacéo é explicada, pelo menos em parte, através da
ligacédo da leptina aos seus receptores hipotalamicos, reduzindo o apetite e a
ingesta alimentar®”°®. Mounzih e cols. * descrevem, em seu trabalho, que seria
a administracdo de leptina que restauraria a adiposidade, a resisténcia a
insulina e a fertilidade, e n&do a restricdo calorica ou a perda de peso. Ha, ainda,
a acdo da adiponectina como agente sensibilizante a insulina, a qual reduz a
producdo de glicose hepatica e aumenta a ac&o da insulina no figado®°.

Sabidamente, o tecido adiposo contém os adipdécitos, 0s quais possuem
propriedades metabdlicas, incluindo a capacidade de produzir hormonios.
Atuam em processos fisioldgicos e fisiopatoldgicos. A literatura descreve o seu
envolvimento em processos como obesidade, “diabetes mellitus” tipo 2,
hipertensao arterial, dislipidemias, aterosclerose e inflamagdes agudas e
cronicas, entre outros>®. Além dos adipécitos, o tecido adiposo também contém
uma matriz de tecido conjuntivo, constituida de fibras colagenas e reticulares,
tecido nervoso, células do estroma vascular, ndédulos linfaticos, células imunes,
incluindo leucécitos e macréfagos, além de fibroblastos e pré-adipdcitos™.
Como principal reservatorio energético do organismo, o tecido adiposo atua de
maneira enddcrina e paracrina, produzindo substancias pré e antiinflamatérias,
as chamadas adipocinas. Dentre elas, estdo a leptina, a adiponectina e a

resistina®®. Atualmente tem sido alvo de constante interesse por parte dos

pesquisadores a ligagdo entre excesso de tecido adiposo/obesidade,



resisténcia a insulina e as suas conseqiéncias sobre a fertilidade feminina, sob
a oOptica do papel desempenhado, primordialmente, pela leptina, seguido pela
adiponectina e resistina®*>°.

Outros fatores ja estdo bem descritos na literatura como presentes no
estado de obesidade associado a resisténcia a insulina, e implicados na sua
etiologia, incluindo elevados niveis séricos de proteina C reativa, interleucina 6
(IL-6), fator a de necrose tumoral (TNF- a) e receptores nucleares como o
receptor gama ativado por proliferadores de peroxissomos (PPAR-y)**®2,
Porém, os mecanismos de agcdo que desregulam a agéo da insulina sob niveis
celulares e moleculares, associados a obesidade ainda permanecem obscuros.

Algumas sugestbes foram aventadas sobre o papel da resistina e da
adiponectina influenciando a ac¢éo da insulina e, potencialmente, atuando para
a manutencdo do fendtipo obesidade/resisténcia a insulina/infertilidade, uma
vez que estas adipocinas modulam a homeostase da glicose e da gordura®>®.

Estudos utilizando roedores obesos mostraram niveis séricos elevados
de resistina, entretanto, € comum a observacdo de niveis de expressdo de
RNAm para resistina diminuidos ou inalterados neste modelo, o que pode ser
explicado por altera¢des na traducao ou pos-traducdo dessa proteina, ou ainda
por mudancas no seu clearance®. Trabalhos utilizando protocolo com
individuos obesos ou com alto indice de massa corpérea (IMC) tém mostrado
elevados niveis de expressado de resistina no tecido adiposo, assim como altos
niveis séricos dessa proteina®°%3.

Em contraste, dados revelam reduzidos niveis séricos e de expressao de

RNAm para adiponectina, em tecido adiposo de individuos obesos®, assim

como em trabalhos utilizando porcos®® e roedores®®.



Com relacado a leptina, a literatura descreve aumento na sua producao e
secrecao associado a reducdo da quantidade de tecido adiposo em animais de
experimentacdo®. Dentre as funcées atribuidas & leptina, estdo a reducéo na
ingesta alimentar e manutencdo da homeostase de energia; todavia, na
obesidade, ha o desenvolvimento de resisténcia a leptina, o qual resulta em
disfuncéo do estado energético®>*>’,

Para melhor relacionar a agcéo das adipocinas anteriormente descritas, e
a presencga do fendtipo obesidade/resisténcia periférica a insulina levando a
infertilidade, evidéncias suportam esta ligacdo sob 4 pontos de vista: a
secrecéo das adipocinas pelo tecido adiposo e 1) seus efeitos centrais sobre o
hipotalamo e pituitéria, 2) seus efeitos periféricos sobre o ovario e o trato
reprodutivo, 3) seus efeitos diretos sobre o o6cito e o embrido, e ainda 4) seus
efeitos durante a gestacdo. Sabidamente, os niveis de leptina, adiponectina e
resistina na circulagdo e nos tecidos influenciam a sintese de horménios
sexuais, a puberdade e desordens reprodutivas, incluindo a SOP®.

No que diz respeito a alteracdes genéticas, a partir da década de 80
iniciaram-se 0s estudos que estabeleceram uma relacdo entre 0s niveis
elevados de insulina e o hiperandrogenismo, os quais evidenciaram a agao da
insulina e dos fatores insulinéides de crescimento 1 e 2 (IGF-1 e IGF-2) sobre o
desenvolvimento do foliculo ovariano® e sobre a estimulacdo da sintese de
androgénios nas células da teca interna in vitro*>. Em funcéo desses estudos,
sabe-se que a resisténcia insulinica caracteriza-se pela diminuicdo da
sensibilidade dos tecidos a acdo da insulina, gerando importantes
complicagdes metabdlicas, incluindo o desenvolvimento de obesidade, e

consequiéncias maléficas sobre a fertilidade. Hamilton e cols*® mostraram que



uma parcela significativa de mulheres inférteis ou subférteis sdo obesas ou
estdo acima do peso, apresentando disfuncdo menstrual e anovulagéo.

Em relacdo as analises histoldgicas nos animais analisados 7 e 15 dias
pos-Tx, 0s ovarios e o0 Uutero ainda apresentavam padrdo anovulatorio,
sugerindo que periodos muito precoces de Tx sdo insuficientes e ineficientes
para restaurar as alteracdes ovarianas e uterinas encontradas neste modelo.

No entanto, apos 45 dias de Tx observou-se, claramente, o retorno das
caracteristicas histolégicas normais do Utero e dos ovarios, com padréo
ovulatério. Este dado sugere que apds 45 dias de Tx houve normalizacdo da
sensibilidade a insulina e, provavelmente, dos niveis de corticosterona®,
induzindo a fertilidade.

Reforgando os resultados encontrados no presente trabalho, Klebanov e
cols®** demonstraram que o Tx de tecido adiposo de camundongas doadoras
com peso normal para camundongas obesas receptoras reverteu os niveis de
glicemia de jejum, de resisténcia insulinica e o peso corporal. Com isso,
normalizaram-se 0s niveis glicémicos e de glicocorticéides, levando a
fertilidade.

Juntos, esses dados sugerem que este efeito pode ser mediado, pelo
menos em parte, pela acao da leptina, presente no tecido adiposo, e que 0 Tx
pode prevenir e tratar a sindrome causada por baixos ou inexistentes niveis de
leptina, incluindo obesidade, resisténcia a insulina e infertilidade. O excesso de
tecido adiposo ndo tem nenhum efeito adverso sobre a resposta ao Tx de
tecido adiposo para curar anormalidades enddécrinas. Além disso, o Tx pode, no

futuro, ser uma opcgéo a mais na terapia hormonal, uma vez que providencia a



vantagem da liberacdo continua, sem a desvantagem de injecBes diarias,
monitorizacdes repetidas e ajustes em doses de hormoénios exégenos.

Desse modo, concluimos que o Tx de tecido adiposo ap6s 45 dias é
efetivo na reversdo do quadro obesidade/resisténcia a insulina/infertilidade, e
ousamos dizer que esta técnica vislumbra a possibilidade de ser uma
alternativa de tratamento para esses casos. Além disso, a compreensao das
propriedades funcionais do tecido adiposo contribuira para melhorar o
prognostico desse quadro, cuja prevaléncia vem crescendo de modo

preocupante.



CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtidos pode-se concluir que em camundongas

obesas:

1. O transplante de tecido adiposo gonadal de camundongas com peso
normal, mostrou, apés 7 e 15 dias, ser eficaz na reducdo do nivel

glicémico, porém néo influenciou no peso corporal;

2. O transplante de tecido adiposo gonadal de camundongas com peso
normal apd6s 45 dias, mostrou ser eficaz tanto na reducdo do nivel
glicémico como na diminuicdo do peso corporal, além de restabelecer a

ovulacgéao.
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Valores individuais de peso e glicemia de todos os animais envolvidos nos

experimentos:

Peso Corporal (g)

Grupo Controle:
24,0
23,5
25,5
21,1
23,5

agrwndE

X+EP 23,5+0,7

Grupo Obesidade:
52,7
49,5
51,5
51,3
47,0
56,7

oahrwWNE

X+EP 51,5+1,3

Grupo Transplante 7 dias (Basal):
56,7
53,0
56,8
49,5
48,1

agrwnrE

X+EP 52,8+1,8

Grupo Transplante 7 dias (P6s-Tratamento):
55,4
51,8
56,1
48,2
42,6

agrwbdE



X+EP 50,8+2,5

Grupo Transplante 15 dias (Basal):
60,0
64,6
51,8
54,0
63,8
49,7
40,8
40,0
47,3

©CoNoo~WNME

X+EP 52,4+3,0

Grupo Transplante 15 dias (Pés-Tratamento):
50,2
46,8
41,0
49,6
58,2
54,7
59,0
50,0
51,0

CoNoo~wWNME

X+EP 51,2+2,0

Grupo Transplante 45 dias (Basal):
45,3
45,0
46,0
47,0
51,4
56,6
61,5

NooakrwhE

X+EP 50,4424

Grupo Transplante 45 dias (Pés-Tratamento):
33,4
40,0
47,3
33,0
48,8

agrwnrE



6. 51,1
7. 54,7

X+EP 44,0+3,3

Glicemia (mg/dl)

Grupo Controle:
108,0
100,0
97,0
95,0
101,0

agrwpdE

X+EP 100,2+2,2

Grupo Obesidade:

315,0

422,0

470,0

501,0

HI (leitura muito alta dada pelo glicosimetro)
384,0

oA WNE

X+EP 418,4+32,7

Grupo Transplante 7 dias (Basal):
359,0
388,0
467,0
454.,0
283,0

agrwnrE

X+EP 390,2+34,0

Grupo Transplante 7 dias (P6s-Tratamento):
406,0
181,0
233,0
246,0
282,0

agrwnrE

X+EP 270,0+38,0



Grupo Transplante 15 dias (Basal):
423,0

314,0

485,0

509,0

HI

534,0

571,0

HI

304,0

©CoNoo~WNME

X+EP 460,0+31,4

Grupo Transplante 15 dias (Pés-Tratamento):
122,0
102,0
109,0
107,0
165,0
101,0
117,0
165,0
135,0

CoNoo~wWNME

X+EP 125,0+8,4

Grupo Transplante 45 dias (Basal):
420,0
481,0
370,0
385,0
480,0
452,0
578,0

NooakrwhE

X+EP 467,0+28,0

Grupo Transplante 45 dias (Pés-Tratamento):
161,0
231,0
263,0
243,0
223,0

agrwnrE



6. 211,0
7. 130,0

X+EP 209,0+18,0
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