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ESTUDO DAS VARIAGOES PLASMATICA DE INTERLEUCINA-6 E FATOR DE
NECROSE TUMORAL-o. EM RATAS WISTAR INDUZIDAS A SINDROME DO
OVARIO POLICISTICO COM VALERATO DE ESTRADIOL

RESUMO

A sindrome do ovdrio policistico (SOP) ¢ uma endocrinopatia heterogénea com
caracteristicas metabolicas tais como, resisténcia a insulina, hiperinsulinemia, obesidade e
caracteristicas enddcrinas como, anovulacdo e hiperandrogenismo e morfoldgica como a
presenga de cistos ovarianos. Os niveis plasmaticos de citocinas pro-inflamatdrias como fator
de necrose tumoral-a. (TNF-a) e interleucina-6 (IL-6) encontram-se elevados na obesidade e
também na SOP. O hiperandrogenismo, a oligomenorreia e a anovulagdo cronica, sio
consequéncias da hiperinsulinemia compensatoria que exerce efeito estimulante direto nos
processos inflamatorios observados na SOP. O objetivo deste estudo foi verificar as variagdes
plasmatica de IL-6 e TNF-a em ratas Wistar induzidas & SOP com valerato de estradiol (VE).
Foram utilizadas 36 ratas Wistar adultas (200 a 300g), divididas em 6 grupos com 6 ratas por
caixa, em condi¢des controladas de temperatura (22 + 2° C) e luminosidade (ciclos 12h x
12h). Os ciclos estrais foram acompanhados regularmente. Apds a indug¢do da SOP, os
animais foram separados em 3 grupos: 30, 45 e 60 dias. Para cada grupo SOP havia um grupo
controle. Houve diferenca significativa da massa corporal dos grupos SOP em relacdo aos
grupos controle. O indice gonadossomatico apresentou diferenca significante para o grupo
SOP 30 dias em relagdo ao controle. Houve diferengas significativas dos niveis plasmaticos
de citocinas, com aumento de IL-6 e diminui¢do do TNF-a dos grupos SOP em relagdo aos
respectivos grupos controle. Observou-se aumentos significantes dos niveis plasmaticos de
testosterona (T) e de estradiol (E2) dos grupos SOP em relacdo aos grupos controle e
observou-se cistos ovarianos nos grupos SOP. Os nossos resultados mostram alteragdes
endocrinas e inflamatdrias além de morfologia ovariana caracteristica da SOP, sugerindo que
o modelo utilizado ¢ adequado para estudos desta sindrome. Além disso, pode-se sugerir que
as alteragcdes endocrinas, principalmente o hiperandrogenismo, podem induzir processos
inflamatorios com aumento nos niveis plasmaticos de IL-6, podendo agravar situagdes de
sindrome metabolica, diabetes mellitus tipo-2 e doengas cardiovasculares comumente
presentes em mulheres e animais com a SOP.

Palavras-chave: ovdrio policistico, inflamagdo, citocinas, esteroides ovarianos.



STUDY ON INTERLEUKIN-6 AND TUMOR NECROSIS FACTOR-a PLASMA
VARIATIONS IN WISTAR FEMALE RATS INDUCED TO POLYCYSTIC OVARY
SYNDROME BY ESTRADIOL VALERATE

ABSTRACT

Polycystic ovary syndrome (PCOS) is a heterogeneous endocrinopathy with metabolic
features such as insulin resistance, hyperinsulinemia, obesity and endocrine such as
anovulation, hyperandrogenism and the presence of ovarian cysts. Pro-inflammatory cytokine
plasma levels such as tumor necrosis factor-o. (TNF-a) and interleukin-6 (IL-6) are high in
obesity and also in PCOS. Hyperandrogenism, oligomenorrhoea and chronic anovulation are
consequences of compensatory hyperinsulinemia that exert a direct stimulating effect on
inflammatory processes observed in PCOS. The objective of this study was to verify IL-6 and
TNF-a plasma variations in Wistar female rats induce to PCOS by estradiol valerate (EV).
Thirty six Wistar adult female rats (200 to 300g) were divided into 6 groups with 6 rats per
box under controlled temperature (22 + 2° C) and luminosity (12-by-12-hour cycles)
conditions. Estrous cycles were followed up regularly. Once PCOS was induced, the animals
were separated in 3 groups: 30, 45 and 60 days. For each PCOS group, there was a control
group. There was a significant body mass difference in the PCOS groups compared to the
control groups. The gonadosomatic index presented a significant difference in the PCOS
group 30 dfays over the control group. There was a significant difference in cytokine plasma
levels with IL-6 increase and TNF-a reduction in the PCOS groups compared to the related
control groups. Significant increases in testosterone (T) and estradiol (E2) plasma levels were
observed in the PCOS groups compared to the control groups. Ovarian cysts were observed in
the PCOS groups. Our results show endocrine and inflammatory alterations as well as typical
PCOS ovarian morphology and suggest the model used is suitable to study this syndrome.
Furthermore, it may be suggested that endocrine alterations, mainly hyperandrogenism, may
induce inflammatory processes by increased IL-6 levels, which may aggravate metabolic
syndrome, type 2 diabetes mellitus and cardiovascular diseases commonly present in women
and animals with PCOS.

Key-words: polycystic ovary, inflammation, cytokines, ovarian steroids.
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1. INTRODUCAO

1.1 Sindrome do Ovario Policistico

A Sindrome do Ovério Policistico (SOP) ¢ uma endocrinopatia heterogénea, com
caracteristicas metabdlicas tais como, resisténcia a insulina, hiperinsulinemia
(DUMITRESCU et al., 2015; SPRITZER et al., 2015), obesidade e caracteristicas endocrinas
como, anovulagdo e hiperandrogenismo e morfologia ovariana anormal (WU et al., 2014;
PANDEY et al., 2015; SPRITZER et al., 2015). Cerca de 5% a 10% das mulheres em idade
reprodutiva, sdo afetadas pela SOP (WU et al., 2015), e entre 38% e 88% dessas mulheres
estdo com sobrepeso ou sdo obesas (SEOW et al., 2010; BARBER e FRANKS, 2012; GARG
e MERHI, 2015).

De acordo com o primeiro consenso elaborado para o diagnostico da SOP, em 1990,
pelo National Institute of Health (NIH) — Consenso do NIH, estabeleceu-se uma defini¢ao
clinica para a SOP. Documentou-se, portanto, que os critérios para o diagnostico do disturbio
endocrino deveriam incluir, a0 mesmo tempo, a presenca de anovulagdo e evidéncias de
hiperandrogenemia (bioquimica), hirsutismo e acne (clinica), ou ambos sem referéncia a
morfologia do ovario (CONWAY et al., 2014). Posteriormente, outro consenso foi elaborado
em 2003, para uma defini¢do mais abrangente da sindrome, o European Society of Human
Reproduction and Embryology/American Society of Reproductive Medicine (ESHRE/ASRM),
em Rotterdam (Consenso de Rotterdam). Esse consenso propos que a presenca de dois dos
trés critérios (oligo-ovulagdo, hiperandrogenismo e ovdario policistico confirmado com a
ultrassonografia), seria o suficiente para o diagnostico da SOP (AZZIZ et al., 2009).

No entanto, as divergéncias permaneceram, como visto em um estudo realizado em
2005, onde verificou-se que a maioria dos ginecologistas considerou que ovario policistico, a
ultrassonografia, era de suma importancia para o diagndstico da SOP, enquanto que o foco
dos endocrinologistas estava mais na anovulacao e no hirsutismo (CUSSONS et al., 2005).
Foi em 2006 que a The Androgen Excess PCOS Society (AEPCOS) sugeriu a jungdo dos dois
consensos, 0 do NIH e o de Rotterdam, para critério de diagndstico, com a argumentacdo de
que a SOP ¢ principalmente um distirbio hiperandrogénico, e a presenga de hirsutismo e acne
ou hiperandrogenemia constitui uma condicdo necessaria para o diagndstico da SOP

(SHI e VINE, 2012; CONWAY et al., 2014).

Em 2011, o consenso de Rotterdam e ESHRE/ASRM, identificaram diferentes
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fenotipos, desde os caracterizados por disfungdes ovarianas (hiperandrogenismo e anovulagao
cronica) até ovario com morfologia policistica. Sugeriu-se que os principais distirbios
metabodlicos devem ser abordados na terapéutica clinica durante a definicdo do fenotipo da

SOP, individualizando os pacientes (FAUSER et al., 2012).

As condigdes clinicas e bioquimicas da SOP podem ser afetadas pela obesidade por
estar associada a varios eventos metabolicos, tais como, resisténcia a insulina acompanhada
de hiperinsulinemia compensatdria, aumentando de 5 a 8 vezes o risco de desenvolvimento de
diabetes mellitus tipo 2 em mulheres com SOP. Além disso, os riscos de desenvolver
hipertensdo arterial e doengas coronarianas, também sdo maiores em mulheres com SOP e
obesas (SEOW et al., 2010; BARBER ¢ FRANKS, 2012; SPRITZER et al., 2015). Também o
estresse oxidativo, a dislipidemia, as inflama¢des cronicas, aumentam o risco de acidente
vascular cerebral (AVC) em mulheres com a sindrome (POLOTSKY et al., 2014,
FRANCISQUETI et al., 2017). Estima-se que a prevaléncia de cada fator de risco para as
doengas cardiovasculares ¢ de, aproximadamente, o dobro em mulheres com SOP comparado

as que ndo tém a sindrome (PALOMBA et al., 2015).

Frequentemente a obesidade encontra-se associada & SOP, com uma estimativa de
40% a 50% em mulheres com a sindrome. O aumento de cerca de 51% em 1987-1990 para
74% em 2000-2002, de mulheres obesas com SOP, retrata um aumento relevante de
prevaléncia da obesidade na SOP. A obesidade por si s6 ¢ considerada um fator patogénico
que leva a riscos cardiometabdlicos, e que também estd em sinergia com fatores intrinsecos da

SOP, como por exemplo, a sindrome metabdlica (SM) (MARQUES et al., 2015).

Estudos apontam a obesidade como fator central na determinacdo da heterogeneidade
metabolica em pacientes com SOP. As mulheres, obesas e ndo obesas, com SOP tém os niveis
de insulina plasmética aumentados em comparagdo as mulheres magras (Indice de Massa
Corporea (IMC) = 18)) ou obesas (IMC > 30) sem a sindrome. Isso sugere que a resisténcia
hepatica (central) a insulina, independe da obesidade, ja que o aumento dos niveis plasmaticos
de insulina, juntamente com a sensibilidade hepatica normal a insulina, conduziria a um
estado de hipoglicemia. No entanto, os perfis metabolicos das pacientes ndo obesas com SOP,
consistiu na supressdo da lipdlise, com o aumento da utilizagdo da glicose pelos tecidos
periféricos, indicando a sensibilidade a insulina pelos tecidos periféricos preservados, tais
como o musculo esquelético e o tecido adiposo. Entretanto, as pacientes que possuem a

sindrome e sdo obesas, apresentam resisténcia a insulina, tanto periférica como central. Neste
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caso, ¢ demonstrado a influéncia da obesidade na heterogeneidade metabolica da SOP

(CONWAY et al., 2014).

A obesidade amplifica o hiperandrogenismo na SOP, tendo como resultado disso, o
aumento da testosterona total, no aumento do nivel de androgénio livre e na diminui¢do da
globulina de ligacdo a hormodnios sexuais (SHBG). A obesidade e o hiperandrogenismo em
mulheres com SOP, pode resultar em infertilidade e anovulagdo (MESSINIS et al., 2015). A
obesidade esta intimamente relacionada ao desenvolvimento da sindrome metabolica, por
meio dos componentes que compde para a classificagdo da SM. Essas condigdes tém inicio
com o aumento do tecido adiposo na regido visceral, contendo um maior numero de
macrofagos  residentes em  comparacdo aos outros depositos de  gordura

(FRANCISQUETI et al., 2017).

O acesso relativo a 6rgdos alvos (hipotalamo, hipdfise, ovario e tecido 0sseo) e
manipulacdo genética, sdo algumas problematicas encontradas entre os pesquisadores, no
estudo em mulheres com SOP (ARAUJO, 2017). A partir desta dificuldade, torna-se relevante
os modelos de roedores para se compreender os distirbios do ovario em mulheres com SOP
(LOMBARDI, 2012). Esse tipo de modelo pode exibir distirbios metabolicos e reprodutivos
similares 2 SOP, com a vantagem do seu manuseio e pelo periodo de vida reprodutiva curto.
Outros tipos de modelos apresentados para estudos, como ovelhas e primatas, apresentam
caracteristicas semelhantes as mulheres portadoras da SOP, mas o alto custo de manutencdo

desses animais torna-os inviaveis (WALTER et al., 2012).

Para estudar a fisiopatologia e outros fatores da SOP, varios modelos animais tém sido
utilizados para o entendimento da sindrome, como por exemplo a exposi¢dao de ratas a luz
continua (LOMBARDI, 2012), influéncias ambientais e enddcrinas como inibidores de
aromatase, inducdo da SOP com valerato de estradiol, andrégenos e estrogenos (SHI; VINE,
2012; FRANKS, 2012). Alguns modelos utilizam inje¢des diarias ou implantes subcutaneos
de hormonios tais como dehidroepiandrosterona (DHEA), propionato de testosterona (PT),
Sa-dihidrotestosterona (5a-DHT) e antiprogesterona (RU486). De acordo com o tipo de
hormonio utilizado para a indugdo, as concentracdes plasmaticas de esteroides ovarianos
observadas nesses modelos sofrem variagdes. Na inducdo com DHEA, PT e RU486, por
exemplo, as concentragdes plasmaticas de T e LH estdo aumentadas e as concentragdes
plasmaticas de P4 estdo diminuidas no modelo de indugdo com PT. Ja na indu¢do com DHT,

os niveis plasmaticos de T estdo inalterados e de P4 estdo diminuidos, indicando anovulacdo
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(SHI e VINE, 2012). Segundo Beloosesky et al. (2004), varios modelos de indu¢do a SOP
foram desenvolvidos, tais como: administragdo prolongada de T em ratas adultas, exposicao a
luz constante, androgeniza¢do neonatal, administracdo de gonadotrofina coridnica humana
(hCG) em ratas hipotireoideanas, exposi¢do cronica a estrogénio e tratamento com insulina.
Em um modelo de indu¢do a SOP pela administracdo de testosterona (T) em ratas imaturas, os
niveis plasmaticos de progesterona estdo reduzidos nos animais induzidos a SOP

(BELOOESKKY et al., 2004).

Segundo Shi e Vine (2012), o valerato de estradiol (VE) ¢ um estrogénio de agdo
prolongada que pode causar desordem no eixo hipotaldmico-hipofisario, comprometendo a
sintese do hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH), tendo como resultado
armazenamento e liberagdo inadequados de horménio luteinizante (LH), que é considerado
fator patogénico relevante no desenvolvimento da SOP. Uma tnica dose de VE (2 mg/ 0,2
ml./rata) em ratas adultas jovens induz anovulacdo e ovarios policisticos durante 8 semanas

(BRAWER1986; PEREIRA et al., 2014; MONTREZOR et al., 2015).

Ratas com idade reprodutiva entre 3 e 12 meses apresentam ciclos estrais com duragdo
média de 4 dias, ou seja, ciclo de curta duracdo. Tal caracteristica torna esse modelo animal
adequado para estudos que investigam alteracdes ocorridas no ciclo reprodutivo
(MARCONDES, 2017). Ratas Wistar induzidas a SOP com valerato de estradiol ¢ um modelo
viavel para o estudo dos efeitos patoldgicos da sindrome em mulheres portadoras da SOP

(BROWER, 1986; PEREIRA et al., 2014; MONTREZOR, 2015).

Novas tecnologias vém sendo aplicadas para ampliar a capacidade de entendimento
com relacdo a fisiologia do sistema imune, correlacionando fun¢des dos genes e alteracdes
epigenéticas, com a proposta de encontrar um modelo ideal para o estudo do desenvolvimento

da resposta inflamatdria em modelos animais induzidos a SOP (OLIVEIRA, 2017).

1.1.2  Tecido Adiposo, Obesidade e Inflamagao

As citocinas sdo glicoproteinas produzidas por uma variedade de células, sobretudo as
mononucleares, e agem em nivel local e sist€émico, controlando processos hormonais, imunes

e inflamatorios. Elas funcionam como mensageiros intercelulares e atuam como um dos



18

principais mediadores da resposta inflamatdria, sendo responsaveis por lesdes vasculares e
disfuncdes organicas (BRASIL et al., 1999).

Em pequenas quantidades, as citocinas tém efeitos benéficos, determinando o
mecanismo de defesa do organismo. Em elevadas concentragdes podem desencadear efeitos
deletérios ao organismo, causando instabilidades metabdlicas e hemodinamicas
(OLIVEIRA et al., 2011; CARDOZO et al., 2017).

O tecido adiposo ¢ um 6rgdo dindmico e secreta hormonios, citocinas e adipocinas,
que participam de processos que regulam o metabolismo da glicose, as respostas
inflamatorias, a imunidade e a reproducdo, sendo uma fonte rica em células estaminais. Na
obesidade, os depdsitos de gordura corporal estdo hipertrofiados, estimulados pelos
androgenos que influenciam a expressdo de enzimas e de proteinas envolvidas no
metabolismo de lipideos e carboidratos, o estresse oxidativo e a diferenciacdo dos pré-
adipdcitos em adipocitos maduros (ALANIZ et al, 2007), aumentando a secrecdo das
adipocinas, na mesma propor¢dao do aumento do volume das células adiposas. As adipocinas
estdo comumente relacionadas a eventos metabolicos e doengas cardiovasculares, como a
aterosclerose, hipertensdo arterial sistémica, diabetes mellitus tipo 2, resisténcia a insulina,

dislipidemia e a sindrome metabdlica (SPRITZER et al., 2015).

Alteragdes na morfologia e na fungdo do tecido adiposo, como a diminui¢do da
vascularizagdo, pode induzir hipoxia tecidual, estimulando a inflamacdo localizada,
aumentando a producdo de citocinas, quimiocinas, adipocitocinas, leptina, resistina e

visfatina, diminuindo a produ¢ao de adiponectina (PIRES et al., 2015).

As principais consequéncias da hipertrofia e da hiperplasia adiposas sdo as expressoes
de proteinas pro-inflamatorias, como a interleucina-6 (IL-6), o fator de necrose tumoral-alfa
(TNF-a), a proteina C reativa (PCR), a resistina, o inibidor do ativador de plasminogénio-1
(PAI-1) e os fatores que estdo envolvidos no sistema renina-angiotensina. Geralmente, o
tecido adiposo visceral ¢ o mais sensivel a lipdlise por via das catecolaminas, e mais resistente
a acdo da insulina, aumentando a concentracdo de acidos graxos livres (AGL) no sangue
(QUEIROZ et al., 2009; FRANCISQUETI et al, 2017). A obesidade, com maior
concentragcdo de tecido adiposo na regido visceral, por si mesmo j& acarreta uma série de
riscos cardio-metabdlicos. A associacdo da SOP com a obesidade parece aumentar a

prevaléncia desses riscos (BARBER e FRANKS, 2012). Niveis elevados de glicose e
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triglicérides no sangue, induz a ativacdo de células imunes e, com isso, a secrecdo de
proteinas pro-inflamatdrias como a IL-6 e o TNF-a (NAZARETH, 2017).

Uma das caracteristicas clinicas comuns na SOP ¢ a resisténcia a insulina (RI), que
estad presente em 50% a 70% das mulheres com a sindrome (BARBER e FRANKS, 2012).
Tem-se observado em mulheres com SOP que as células endoteliais arteriais, resistentes a
insulina, estdo associadas com a diminui¢ao da sintese e da liberacao de oxido nitrico (NO) e,
como consequéncia disso, hd aumento da sintese de agentes que aumentam a rigidez vascular,
comprometendo a sua agdo vasodilatadora. Com isso, a hiperinsulinemia tem efeitos diretos
sobre a hipertrofia da parede vascular, somado a resisténcia a insulina, promovem o aumento
da producdo de endotelina—1 (ET-1) gerando a disfuncdo endotelial (HERMSDORFF e
MONTEIRO, 2004; CONWAY et al., 2014). O hiperandrogenismo, a oligomenorreia € a
anovulagdo cronica, sdo consequéncias da hiperinsulinemia compensatdria que exerce efeito
estimulante direto nos processos inflamatorios observados na SOP. Desta forma, os niveis
plasmaticos de citocinas pro-inflamatorias, tais como, TNF-a, IL-6 ¢ a PCR, encontram-se
elevados na obesidade e também na SOP, independente da obesidade (OLIVEIRA et al.,
2007; GONZALES, 2011). Portanto, a secre¢do elevada de citocinas pode influenciar no
desenvolvimento da SOP, por estimular a produg¢do de hormonios esteroides, sendo o
hiperandrogenismo, uma das caracteristicas da SOP (BARBER e FRANKS, 2012).

A dislipidemia ¢ a disfuncdo metabolica na SOP que estd presente em 70% das
mulheres com a sindrome, caracterizada por hipertrigliceridemia, niveis plasmaticos
reduzidos de lipoproteina de alta densidade (HDL) e elevados de lipoproteina de baixa
densidade (LDL), sendo quadro clinico tipico para um estado de resisténcia a insulina
(CONWAY etal., 2014).

Estudos correlacionam obesidade e SOP e demonstram efeitos patogénicos da
obesidade na maioria das mulheres com a sindrome. O tratamento para a redu¢do em até 5%
da massa corporal melhora as vias de sinalizagdo e a sensibilidade a insulina sobre as fungdes
ovulatorias, o ciclo menstrual, as caracteristicas hiperandrogénicas e as fungdes metabolicas.
A orientac¢do nutricional e o exercicio fisico sdo indicados para garantir a perda de peso e uma
melhor qualidade de vida (AZEVEDO et al., 2008; BARBER ¢ FRANKS, 2012; SPRITZER
etal., 2015; PALOMBA et al., 2015).
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1.1.3 Fator de Necrose Tumoral-alfa

O TNF-a ¢ uma proteina soluvel que pertence a categoria de moléculas denominadas
monocinas, secretada pelos macrofagos e pode ser ativado por varios estimulos, inclusive por
produtos bacterianos. Sua expressdo se d4 nos adipdcitos e existe correlagdo negativa na
indugdo da lipdlise mediada pela proteina ativadora mitogénio quinase (MAPKSs). Ha
indicacdes que a TNF-a tem efeito autdcrino e pardcrino sobre os adipécitos regulando o
tamanho desses conforme o aumento do consumo energético. Também promove a
proliferacdo, diferenciacdo e morte celular (apoptose), inibicdo da lipogénese, inibi¢do do
transportador de glicose tipo 4 (GLUT-4) e da acetil-CoA sintetase, demonstrando importante
papel como  regulador no actimulo de gordura no tecido  adiposo

(HERMSDORFF e MONTEIRO, 2004).

Geralmente, esse tipo de citocina esta mais elevada em pessoas obesas, aumentando a
secre¢do de leptina, sendo responsavel, parcialmente, pela hiperleptinemia, no aumento dos
niveis plasmaticos de IL-6, PCR, PAI-1, na supressdao da GLUT-4 e de adiponectina no tecido
adiposo. O TNF-a estd envolvido na indugdo da aterogénese, participando da diferenciacdo
de mondcitos em macrofagos na parede endotelial, por meio da transcrigdo do receptor
kappa-p que modula inflamagdes na parede vascular. Além disso, o TNF-a reduz a
biodisponibilidade do 6xido nitrico das células endoteliais, prejudicando a vasodilatagao
endotélio-dependente, provoca apoptose das células endoteliais, contribuindo com disfungdes

neste tecido (GEHRKE e PEREIRA, 2007; OLIVEIRA, 2017).

Estudos realizados em ratos obesos, ap6s a supressdo do TNF-a, demonstram
importante melhora na captacdo de glicose em resposta a acdo da insulina, mostrando a
relacdo entre a obesidade e a resisténcia a insulina na obesidade. J4& em humanos obesos,
existe forte correlacdo inversa entre 0 TNF-a e a mobilizagdo da glicose. A supressdao que o
TNF-a exerce sobre a sinalizagdo da insulina, reduzindo a fosforilacdo do receptor insulina
substrato-1 (IRS-1) e a atividade do receptor insulina quinase (PI3K), resulta em diminui¢do
da sintese e da translocacdo de GLUT-4 para a membrana celular, reduzindo a capta¢do da

glicose pelas células mediadoras da a¢do da insulina (HERMSDORFF e MONTEIRO, 2004).
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1.1.4 Interleucina-6

A IL-6 ¢ uma citocina com efeitos pro-inflamatdrios e, assim como o TNF-a, inibe a
expressdao da lipase lipoprotéica (LLP), aumentando os niveis plasmaticos de acido graxos
livres e glicerol. Além disso, sua expressdo aumentada pode estar relacionada a supressao da
leptina e estimulacdo da produ¢do de PCR, bem como na redugdo da expressdao de GLUT-4
muscular e hepatica (SIPPEL et al., 2014). A sua expressdao esta aumentada em individuos
obesos, pela acdo das catecolaminas, via adrenorreceptores [, € P3 no tecido adiposo, com
maior expressdo nos depositos de gordura abdominal (HERMSDORFF e MONTEIRO,
2004). A IL-6 também desempenha papel importante relacionado com a maturagdo dos
ovarios e nos processos de fertilizacdo e implantacdo. Dessa forma, pode ser um mediador
chave de inflamagdo cronica na SOP. Os niveis plasmaticos elevados de IL-6 podem ter
ligagcdes com a resisténcia a insulina e hiperandrogenismo na SOP. Somado a isso, ha hipdtese
de que a SOP aumenta o risco de diabetes pela ativacdo da inflamagdo cronica

(XU et al., 2014).

Sendo uma citocina pleiotropica, a IL-6 desempenha fungdes relacionadas a
inflamagdo, defesa do hospedeiro e injuria tecidual. Aparece como mediador central da
resposta inflamatéria de fase aguda, tornando-se dessa forma, a principal citocina pro-
coagulante, determinando a produg¢do e a elevacdo das concentragdes de PCR. Individuos com
niveis plasmaticos elevados de PCR apresentam niveis elevados de IL-6, quando comparados
com individuos com niveis plasmaticos reduzidos de PCR e de IL-6. Esta citocina pode
predizer morbidade em individuos saudaveis e mortalidade em pessoas que ja apresentaram
algum evento cardiovascular (VOLP et al., 2008; DE OLIVEIRA, 2017). Tanto a proteina de
fase aguda como a IL-6, estdo com seus niveis séricos aumentados em pacientes poOs-
operados. Na maioria dos casos, hd um aumento rapido dos niveis séricos de PCR e IL-6 e,
inversamente, uma redu¢do em todas as outras proteinas de fase aguda apods a cirurgia. Os
resultados desse estudo mostraram que essas modificagdes diferem a partir da presenga ou
ndo de infec¢do pos-operatdria. Mostrou também, que as proteinas de fase aguda e a IL-6
apresentam relacdo com complicacdes infecciosas e podem alertar os cirurgides, para
desenvolvimento de infec¢do silenciosa que ndo sdo clinicamente evidentes

(NASCIMENTO et al, 2007).

Zang et al. (2013), apontam que a IL-6 também estd implicada no processo de
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tumorigénese. Diversos tipos de tumores sdo estimulados pela IL-6, tais como, melanoma,
linfoma, leucemia, carcinoma ovariano e carcinoma de prostata. Esse estudo mostrou que a
concentragdo sérica de IL-6 esta elevada em pacientes com carcinoma hepatocelular (HCC),

podendo ser usada como um marcador tumoral.

Estudos realizados em camundongos induzidos ao estresse, mostraram ativa¢do da
cascata inflamatoria e elevagdo de IL-6 circulante. Sendo assim, a IL-6 pode ser considerada
um biomarcador inflamatério, desempenhando funcdes tanto nas respostas inflamatorias

agudas como nas cronicas, estimuladas pelo estresse (EHTERAM et al., 2017).

Diante do exposto, as disfun¢des endocrinas-metabolicas na SOP estimulam o
desenvolvimento de inflamagdes cronicas e degenerativas em mulheres com a sindrome
(MURRI et al., 2013), agravando o estado de saude dessas mulheres, tendo impacto negativo
em suas vidas cotidiana. Desse modo, vimos a relevancia do nosso estudo no entendimento de

comportamentos fisiopatologicos na SOP.

2. JUSTIFICATIVA

Alteragdes enddcrinas e metabodlicas observadas em mulheres em idade reprodutiva e
portadoras de SOP como hiperandrogenismo, obesidade e diabetes mellitus tipo 2, tém
interferéncias diretas na qualidade de vida dessas mulheres. Sendo assim, os distirbios
enddcrino-metabolicos, cardiovasculares e inflamatorios, desencadeados com a SOP, tornam-
se relevantes diante do aumento da expectativa de vida da populagdo mundial. Além disso a
obesidade presente entre 38% e 88% em mulheres com SOP, mostra que efeitos relacionados
com hipertrofia e hiperplasia das células adiposas, trazem complicacdes cardio-metabdlicas,
além de inflamagdes sistémicas, elevando desse modo, os niveis de risco para a saide dessas
mulheres. Desta forma, a utilizagdo de um modelo animal que mimetiza a SOP torna-se
ferramenta interessante para estudos correlacionando alteragdes endocrinas e inflamatorias

com uma endocrinopatia relevante que acomete milhares de mulheres ao redor do mundo.
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3. OBJETIVOS
3.1 GERAL

O presente trabalho teve como objetivo verificar as variagdes plasmaticas de IL-6 e

TNF-a em ratas Wistar induzidas a SOP com valerato de estradiol.

3.2 Especificos

A - Induzir a Sindrome do Ovario Policistico em ratas Wistar adultas por meio da

administracdo de Valerato de Estradiol (VE);

B — Realizar dosagens plasmaticas de progesterona (P4), testosterona (T) e estradiol
(E2);

C - Analisar a influéncia de SOP nas variacdes plasmaticas de IL-6 e TNF-a

4. MATERIAL E METODOS
4.1 Animais

Foram utilizadas 36 ratas Wistar adultas (200 a 300g), obtidas do Biotério Central da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - FMRP-USP. Os animais foram alojados em caixas
padrdo, divididos em 6 grupos de 6 animais por caixa, identificados individualmente nas
caudas e mantidos no Biotério da Universidade de Araraquara UNIARA, em condic¢des
controladas de temperatura (22 + 2" C) e luminosidade (ciclos 12h x 12 h). Agua e ragio

foram oferecidas ad libitum.

4.1.2 Avaliacdo do ciclo estral e controle da massa corporal

A verificacdo dos ciclos estrais foi realizada através da coleta de lavado vaginal
utilizando-se um conta gotas, inserido no inicio da vagina das ratas (ndo profundamente) onde
foi injetado e aspirado volume de aproximadamente 10 uL de solucdo salina 0,9%. Em
seguida, o volume aspirado foi colocado em uma lamina histolégica de vidro e examinado ao
microscopico de luz, usando objetivas de 10x e 40x de aumento. Trés tipos celulares foram

reconhecidos: células epiteliais, células cornificadas e leucécitos. Na observagdo do lavado
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vaginal, de acordo com o tipo celular predominante, pode-se determinar a fase do ciclo estral

das ratas (proestro, estro, metaestro e diestro) (MARCONDES et al., 2002).

A verificagdo do ciclo estral teve a periodicidade de 3 vezes/semana, durante 4
semanas antes do procedimento de inducdo hormonal & SOP (29/05/17 a 26/06/17). Foram
utilizadas no experimento ratas que apresentaram quatro ciclos normais e consecutivos
(BRAWER, 1986; MONTREZOR et al., 2015). Apds a indug¢do a SOP, a verificagdo dos
ciclos estrais continuou até a realizacdo da eutandsia dos animais, conforme o tempo de

duragdo dos grupos experimentais.

Todos os animais foram pesados quando chegaram ao Biotério da UNIARA, no dia da
indugdo hormonal, semanalmente a partir do dia da inducdo e no final de cada etapa

experimental (dias das eutanasias).

Todos os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso
de Animais - CEUA UNIARA, sob protocolo n” 031/2016, de 09 de margo de 2017 (Anexo) e
foram realizados seguindo as normas vigentes do Conselho Nacional de Controle de

Experimentacdo Animal (CONCEA).

4.1.3 Inducdo a SOP

A indugdo para ovario policistico foi realizada com dose tnica de valerato de estradiol
(Sigma-Aldrich). O horménio foi dissolvido em 6leo mineral e administrado intramuscular na
dose de 2 mg/0,2 mL/rata (BRAWER et al., 1986; PEREIRA et al., 2014; MONTREZOR et

al., 2015). Os animais controle receberam injecao intramuscular de 0,2 mL de 6leo mineral.

Apos a inje¢ao hormonal, os animais foram divididos em 6 grupos (n = 6): grupo 30
dias apos indugdo; grupo 45 dias ap6s inducdo e grupo 60 dias apds indugdo. Para cada grupo
de animais tratados, houve um grupo de animais controle. As datas propostas ap6s a indugdo
fizeram referéncia ao tempo necessario para que seja instalada a SOP (BRAWER et al., 1986;

MONTREZOR et al., 2015).
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4.5 FEutanésia

Ao final de cada periodo experimental (30, 45 e 60 dias) todos os animais foram
sacrificados com aprofundamento da anestesia (Pentobarbital sédio 3%, 0,6 mL/100 g de peso

corporal).

4.6  Obtencao do plasma para dosagens dos esteroides ovarianos, TNF-a e IL-6

Imediatamente apos a eutanasia, foi coletado sangue por meio de pung¢do cardiaca e/ou
do arco aortico com seringas de 5 mL e agulhas 30x7, e acondicionado em tubos vacutainer
de 4 mL com heparina e mantidos em gelo. O sangue foi centrifugado (2.500 rpm x 20
minutos) para a separagdo do plasma que foi acondicionado em eppendorfs e congelado a

-20°C para futuras anélises de: P4, T, E2, TNF-a e IL-6.

As dosagens plasmaticas de progesterona, testosterona e estradiol foram realizadas
com kits comerciais de radioimunoensaio (RIE) com duplo anticorpo. Os limites inferiores
para as detecgdes de P4, T e E2 foram 0,02 ng/mL, 0,05 ng/mL 0,08 ng/mL, respectivamente.
As variagdes dos coeficientes intra-ensaios foram de 7,5% para a progesterona, 4% para a
testosterona e 12% para o estradiol. As dosagens foram realizadas no Laboratorio de
Fisiologia da Faculdade de Odontologia da Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto
(FORP-USP).

As dosagens plasmaticas de TNF-a e IL-6 foram realizadas com ensaios enzimaticos
(Elisa), utilizando-se kits comerciais, seguindo as recomendagdes do fabricante. As leituras
das reacdes colorimétricas foram realizadas a 450 nm em leitor de microplacas. As dosagens
foram realizadas no Laboratdrio de Fisiologia da Faculdade de Odontologia da Universidade

de Sao Paulo, Ribeirdo Preto (FORP-USP).

4.7 Indice Gonadossomatico — IGS

Imediatamente antes da eutanasia os animais foram pesados e, apds a eutandsia, os

ovarios foram retirados cirurgicamente, cuidadosamente dissecados e pesados. As massas
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ovarianas (ovdrios direitos e esquerdos) foram utilizadas para a determinag¢do do indice

gonadossomatico: [ (massa dos ovarios/massa corporal) x100].

4.8  Obtencao dos ovarios para a confec¢do de laminas histologicas

Ap0s a eutandsia, foi realizada uma incisdo mediana na parede abdominal de todas as
ratas para a retirada dos ovarios. Os mesmos foram dissecados, pesados e fixados em solucao
de formaldeido 10% em tampao fosfato de sédio 0,1 M, pH 7,2, & temperatura ambiente por
24 horas. Em seguida, os ovarios foram lavados em agua corrente por 24 horas para remog¢ao
do excesso do fixador, desidratados em alcool, diafanizados em xilol, infiltrados e incluidos
em parafina. Foram realizados cortes histoldgicos de 5 micras de espessura nos blocos de
parafina e corados com Hematoxilina-Eosina (HE). As laminas foram confeccionadas no
Laboratorio de Patologia da Faculdade de Medicina da Universidade Estadual Paulista,

UNESP — Botucatu.

5. ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas por meio de teste paramétrico ou nao-
paramétrico, para dados independentes e mais de duas amostras (ANOVA), seguidas de teste
t-Student para amostras independentes na comparagdo entre os grupos controle e SOP,
utilizando o programa SPSS- v.21. O nivel de significancia estatistica estabelecido foi de 5%,

p<0,05.
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6. RESULTADOS
6.1 EXPERIMENTO IN VIVO
6.1.1 Massa corporal e massa dos ovarios
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Figura 1 — Varia¢des médias (em gramas (g)) das massas corporais das ratas controle (n=6) (linha tracejada) e
das ratas SOP (n=6) (linha continua) (A), e das massas dos ovarios direitos e esquerdos das ratas controle (n=6)
(barras brancas) e das ratas SOP (n=6) (barras negras) (B). Os resultados sdo apresentados em média + DPM.
* indica diferenga entre as ratas controle e ratas SOP. p<0,05.

Na andlise da figura 1A observa-se diferenca significativa das variagdes médias da
massa corporal entre os grupos controle (344,00 + 13,565 g) e SOP (306,40 + 32,354 g), na 4*

semana ap6s a inducdo da SOP, com maior massa para o grupo controle. Na analise da
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variagdo média das massas ovarianas do grupo 30 dias (figura 1B), observa-se diferenca

significante para os ovarios direito, entre os grupos controle (0,072820 + 0,0090924 g) e SOP

(0,047400 + 0,0113007 g), e para os ovarios esquerdos, entre os grupos controle (0,072960 +
0,0097133 g) e SOP (0,48440 + 0,0185798 g), com maiores massas dos grupos controle em

relacdo aos grupos SOP. Nao houve variagdes estatisticamente significantes das massas dos

ovarios entre os ovarios do grupo SOP e nem entre os ovarios do grupo controle.
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Figura 2 — Varia¢des médias (em gramas (g)) das massas corporais das ratas controle (n=6) (linha tracejada) e
das ratas SOP (n=6) (linha continua) (A), e das massas dos ovarios direitos e esquerdos das ratas controle (n=6)
(barras brancas) e das ratas SOP (n=6) (barras Negras) (B). Os resultados sio apresentados em média + DPM. *

indica diferenga entre as ratas controle e ratas SOP. p<0,05.
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Na andlise da figura 2A observa-se diferenca significativa das variagdes médias da
massa corporal entre os grupos controle (396,00 + 25,768 g) e SOP (342,80 + 27,806 g), 6
semanas apods a inducdo da SOP. Na andlise das variagdes médias das massas dos ovarios
direitos e esquerdos do grupo 45 dias (figura 2B), ndo se observa diferenca significante entre

os grupos controle e SOP.

Grupo 60 dias
A
500 1
llndu(;éo SOP
400 i #
Gl IS TETES il
g 300
2 * Grupo SOP
3 # Grupo controle
& 200
"
@
=
100
0

-3 -2 -1 o 1 2 3 4 5 6 7 8

Tempo (semanas)

0,1000

0,0800 - -[

0,0600 O Controle

H sopP

0,0400 4

Massa dos ovarios (g)

0,0200 4

0,0000
Direito Esquerdo

Ovarios

Figura 3 — Varia¢des médias (em gramas (g)) das massas corporais das ratas controle (n=6) (linha tracejada) e
das ratas SOP (n=6) (linha continua) (A), e das massas dos ovarios direitos e esquerdos das ratas controle (n=6)
(barras brancas) e das ratas SOP (n=6) (barras negras) (B). Os resultados sdo apresentados em média = DPM. *
indica diferenga entre as ratas controle e ratas SOP. p<0,05.



30

Na andlise da figura 3A observa-se diferenca significativa das variagdes médias da
massa corporal entre os grupos controle e SOP. Semana 1: controle (347,33 + 16,232 g), SOP
(303,67 + 26,334 g); semana 2: controle (355,5 £ 15,617 g) e SOP (318,00 + 24,787 g);
semana 3: controle (365,33 + 16,232 g) e SOP (328,33 £29,669 g); semana 6: controle
(390,67 + 28,190 g) e SOP (348,00 + 32,447 g) e semana 7: controle (387,33 £ 27,267 g) e
SOP (344,33 + 32,284), apos a indugdo da SOP. Na andlise das variacdes médias das massas
dos ovarios direitos e esquerdos do grupo 60 dias (figura 3B), ndo se observa diferenca

significante entre os grupos controle e SOP.

6.1.2 Indice Gonadossomatico (IGS)

0,04 -
#
i

0,03 4 I [
O\Ao [
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- Il SOP

0,01 -

0

L] L)
30 dias 45 dias 60 dias

Grupos

Figura 4 — Variagdo média (em porcentagem (%)) do indice gonadossomatico (IGS) das ratas controle (n=6)
(barras brancas) e das ratas SOP (barras negras), para os grupos 30 dias (n=6), 45 dias (n=6) e 60 dias (n=6). Os
resultados sdo apresentados em média + DPM. *indica diferenca entre as ratas controle e ratas SOP. p<0,05.

Na andlise da figura 4 observa-se diferenca estatistica do IGS somente entre os grupos
controle e SOP 30 dias, onde o IGS do grupo controle (0,026475 + 0,0059934 %) ¢ maior em
relagdo ao grupo SOP (0,016702 + 0,0036032 %), ndo havendo diferengas estatisticas entre o

grupo 45 dias e nem entre o grupo 60 dias.
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6.2  Niveis plasmaticos de esteroides P4, E2 e T
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Figura 5 — Variagdo média (em ng/mL) dos niveis plasmaticos de P4 (A), E2 (B) e T (C) das ratas controle
(n=6) e das ratas SOP para grupos 30 dias (n=6), 45 dias (n=6) e¢ 60 dias (n=6). Os resultados sdo apresentados
em média + DPM. * indica diferenga entre as ratas controle e ratas SOP. p<0,05.
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Os resultados apresentados na figura 5 mostram as variagdes médias dos niveis
plasmaticos dos esteroides ovarianos progesterona (A), estradiol (B) e testosterona (C). Na
figura 5 (A), nota-se que ndo houve diferenca significante nos niveis plasmaticos de P4 entre
os grupos analisados. Na figura 5 (B), observa-se diferencas significantes das médias
plasmaticas de E2 dos grupos SOP (30, 45 e 60 dias: 65,9220 + 16,9648 ng/mL, 50,4400 +
6,91090 e 71,2280 + 5,07974 ng/mL, respectivamente), em relagdo ao grupo controle
(35,6920 + 5,74160 ng/mL). Para todos os grupos SOP observa-se maiores niveis plasmaticos
de E2 em relagdo ao grupo controle. Na figura 5 (C), nota-se diferencas significantes dos
niveis plasmaticos de T dos grupos SOP (30, 45 e 60 dias: 34,2120 + 2,44953 ng/mL, 55,4300
+ 6,52717 ng/mL e 43,4980 £ 5,10055 ng/mL, respectivamente), em relagdo ao grupo
controle (24,7960 + 4,81291 ng/mL). Os maiores niveis plasmaticos foram observados nos

grupos SOP.

6.3  Niveis plasmaticos de citocinas pro-inflamatorias (IL-6 e TNF-a)
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*
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Figura 6 — Variagdo média (em ng/mL) dos niveis plasmaticos de citocinas pro-inflamatorias, IL-6 (A) e TNF-
a (B) para os grupos controle (n=6) e os grupos SOP 30 dias (n=6), 45 dias (n=6) e 60 dias (n=6). Os resultados
sdo apresentados em média = DPM. *indica diferenga entre as ratas controle e ratas SOP. p<0,05.
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Na figura 6 (A) observa-se que os niveis plasmaticos de IL-6 para os grupos SOP (30,
45 e 60 dias: 55,6760 + 29,39943 ng/mL, 88,714 + 48,34251 ng/mL e 110,27 + 29,81941
ng/mL respectivamente), estdo significativamente aumentados em relacdo aos niveis
plasmaticos do grupo controle (21,6240 + 12,92721 ng/mL), sendo a maior média para o
grupo SOP 60 dias. Na figura 6 (B) nota-se diferengas significantes dos niveis plasmaticos de
TNF-a dos grupos SOP (30 e 60 dias: 2,80050 + 0,386849 ng/mL e 0,56550 + 0,559878
ng/mL, respectivamente), em relagdo ao grupo controle (3,88675 + 0,492367 ng/mL).
Observa-se que houve diminui¢do dos niveis plasmaticos da citocina para os grupos SOP 30 e

60 dias em relagdo ao grupo controle, com menor média plasmatica para o grupo SOP 60 dias.

6.4  Morfologia dos ovarios

Figura 7 — Aspectos morfologicos dos ovarios de ratas controle e induzidas & SOP com VE. Grupos 30 dias:
controle (A) e SOP (B). Grupos 45 dias: controle (C) e SOP (D). Grupos 60 dias: controle (E) e SOP (F). As
setas indicam os cistos foliculares e foliculos degenerando; CL = corpo liteo e F = foliculo. Coloragdo HE.
Aumento inicial 100x
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Observa-se na figura 7 os aspectos morfologicos dos ovarios das ratas controles e
induzidas a SOP com valerato de estradiol. Nota-se a presenca de cistos foliculares e foliculos
degenerando apo6s a inducdo por VE (grupos SOP 30 dias (B), 45 dias (D), 60 dias (F)), em
relacdo aos grupos controle (30 dias (A), 45 dias (C), 60 dias (E)), onde observa-se a presenca

de foliculos ovarianos e de corpos luteos.

6.5 Ciclos estrais

O controle dos ciclos estrais das ratas foi realizado com a determinacao das suas fases,
conforme os tipos celulares encontrados por meio de microscopia Optica em esfregaco vaginal
(MARCONDES et al.,, 2002). As células observadas permitiram concluir que houve
alteragdes dos ciclos estrais das ratas induzidas a SOP com VE, havendo anestro,
componentes de critérios para a confirmacdo da SOP, conforme o Consenso de Rotterdam
2004. Apds quatro dias da inducdo a SOP, a maioria das ratas estava em metaestro, seguido
de menor numero de animais em diestro e, outro grupo de animais, estava em estro. No 6° dia
apos a inducdo, a maior parte dos animais apresentavam-se em proestro, seguido de um grupo
em estro e outro em diestro, sugerindo mudangas irregulares nos ciclos estrais ao longo dos
periodos experimentais até a eutandsia de cada grupo. J& os grupos controles, apresentaram
ciclos estrais regulares (dados ndo apresentados). Estas irregularidades dos ciclos estrais dos

grupos experimentais ¢ um indicativo da instalagdo da SOP (BRAWER, 1986).

7. DISCUSSAO

A sindrome do ovario policistico ¢ considerada, até hoje, multicomplexa,
apresentando diversas varidveis em sua etiologia, e que ainda ndo ¢ bem conhecida no campo
da endocrinologia ginecologica. Estudos mostram, que os distirbios metabdlicos que
acontecem na SOP, estdo relacionados com comorbidades como a sindrome metabdlica,
diabetes mellitus 2, obesidade, anovulag¢do, dislipidemia e inflamag¢des cronicas
(AMADEI; PEREIRA; CARVALHO, 2006). Estes disturbios metabolicos independem da
obesidade (COOK et al., 2011), podendo ou ndo comprometer a fertilidade (MA et al., 2017).

Nossos dados mostram que a massa corporal das ratas SOP e controle tiveram
comportamentos diferentes ao longo dos tempos experimentais. Os grupos SOP apresentaram

menor massa corporal em relagdo ao grupo controle desde a indugdo ao ovario policistico até
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o final do periodo experimental, sugerindo que alteracdes endocrinas que ocorrem na SOP
podem ter contribuido para tais diferencas. Nao hé consenso estabelecido em relagdo a
aumento e/ou diminuicdo da massa corporal em modelos animais induzidos &8 SOP nem em
mulheres portadoras da sindrome. Caldwell et al. (2014, 2017), mostraram que ratas induzidas
a SOP com DTH (dihidrotestosterona) tiveram aumento significativo em suas massas
corporais (magra e gorda) em relagdo ao controle. Camundongos induzidos a SOP com
excesso de DTH, também apresentaram aumento significante dos adipocitos e da massa
corporal (HOUTEN et al., 2012; MARCONDES et al., 2017). O estudo de Ma et al. (2017),
contrapoe esses resultados, mostrando que a massa corporal das ratas induzidas a SOP com
DTH, ndo teve diferenca significativa em relagdo ao controle, mostrando também, que a

infertilidade ndo estd necessariamente associada a obesidade ou ao sobrepeso.

Os resultados do nosso estudo corroboram com o que tem sido descrito na literatura
sobre alteragdes morfologicas dos ovarios de ratas induzidas a SOP por VE. Tais alteragdes
sdo, principalmente, na morfologia dos ovarios, com redu¢do no tamanho dos mesmos
(SHI e VINE, 2012). Nossos resultados mostram altera¢des nas massas dos ovarios, tanto dos
grupos controle quanto dos grupos SOP, ora com diminui¢do, ora com aumento nos grupos
SOP. O indice gonadossomatico (IGS) ¢ um fator importante para mostrar a relagdo do peso
dos ovarios com a massa corporal. Os dados encontrados em nosso estudo, demonstraram que
houve alteracdes significativas entre os grupos controle e SOP. Dessa forma, tais alteracdes
sugerem que a SOP induz tanto alteracdes ovarianas como também alteracdes da massa
corporal. Além disso, os dados de morfologia dos ovarios do presente trabalho demostraram a
presenca de foliculos em degeneragdo e de cistos ovarianos nos grupos induzidos a SOP. Em
contrapartida, nos ovarios das ratas dos grupos controle observaram-se foliculos e corpos
luteos normais. Desta forma, fica morfologicamente demonstrado a presenga de cistos
ovarianos nos grupos tratados com VE. Tais dados mostram que o modelo animal utilizado

pode ser empregado para estudos dependentes de ovarios policisticos.

Ratas induzidas a SOP por VE, demonstram menores concentragdes plasmaticas de T
e maiores concentracdes de P4 (SHI; VINE, 2012). Em contraposi¢do a esses resultados,
Montrezor et al. (2015), mostraram que os niveis plasmaticos de P4, E2 e T sdo maiores em
ratas induzidas & SOP com VE, pela disfunc¢ao ovariana. No entanto, ratas tratadas com T tem
os niveis de P4 mais baixos em comparacdo aos controles, devido aos fendmenos
anovulatorios presentes na SOP (BELOOSESKY et al., 2004). Os resultados do presente

estudo, mostraram que nao houve diferenga significante entre os niveis plasmaticos de P4 dos
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grupos SOP em relagdo ao controle. Contudo, os niveis plasmaticos de T e E2 estavam
significativamente elevados nos grupos SOP em relacdo o grupo controle. Os elevados niveis
plasmaticos de T indicam hiperandrogenemia, provavelmente produto das células da teca dos
cistos presentes nos ovarios, caracteristicas morfologica e enddcrina na SOP. Camundongos
estimulados com androégenos, sem caracteristicas de SOP, apresentaram aumento no niimero
de foliculos ovarianos em crescimento, sem a presen¢a de cistos nos ovarios, com niveis
plasmaticos normais de T e E2 (CALDWELL et al., 2014). Resultados semelhantes foram
observados em macacas (ABBOTT et al., 1998) e ovelhas (WEST et al., 2001). Sendo assim,
pode-se sugerir que a instalacio da SOP pela injecdo de VE alterou a esteroidogénese
ovariana ¢ aumentou o numero de cistos, indicando que o modelo proposto no presente

trabalho ¢ um modelo viavel para estudos relacionados a SOP.

Em mulheres com SOP, os niveis plasmaticos de IL-6 estdo elevados, podendo ser
uma consequéncia do hiperandrogenismo (OLIVEIRA et al., 2007; GONZALES, 2011; XU
et al., 2014;). Sdo escassos os estudos com animais experimentais induzidos a SOP com VE,
que mostram as variagdes plasmaticas de IL-6. Em nosso estudo, os niveis plasmaticos de
IL-6 estdo aumentados nos grupos SOP em relagdo aos grupos controle, um resultado

significativo na contribui¢do para os estudos da SOP.

A expressdo de TNF-a se da através dos adipdcitos, indicando seu efeito autdcrino e
pardcrino, envolvido na regulagdo do tamanho dos adipocitos. Este tipo de citocina,
geralmente estd com niveis plasmdticos aumentados na obesidade (HERMSDORFF e
MONTEIRO, 2004; GEHRKE e PEREIRA, 2007; OLIVEIRA, 2017). Ratas Wistar
induzidas a SOP com VE podem desenvolver obesidade, com os niveis plasmaticos de TNF-a
aumentados (KAYEDPOOR et al., 2017). O TNF-a influéncia a expressao génica em tecidos
metabolicamente importantes, como o tecido adiposo, suprimindo genes envolvidos na
captagdo e armazenamento de acido graxos ndo esterificados, suprime genes para fatores de
transcricdo envolvidos na adipogénese e lipogénese e modifica a expressdo de varios fatores
secretados pelos adipdcitos, incluindo a adiponectina e IL-6 (KERSHAW e FLIER, 2004).
Em nosso estudo, os niveis plasmaticos de TNF-a estdo diminuidos nos grupos SOP em
relacdo aos grupos controles. Para o grupo SOP 45 dias, os niveis de TNF-a ndo tiveram
diferenga significante do grupo controle. A massa corporal dos grupos SOP sdo menores em
relacdo aos grupos controles. Isso sugere que, ratas induzidas a SOP com VE e baixa massa

corporal, tem niveis baixos de TNF-a.. Um achado importante para os estudos da SOP.
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Para compreender a fisiopatologia da SOP ¢ essencial o desenvolvimento continuo de
estudos para a identificagdo de biomarcadores e novos tratamentos que possam contribuir para
o entendimento das desordens enddcrinas-metabdlicas encontradas na SOP. Embora a maioria
dos estudos utilizam humanos com a sindrome, é crescente a busca por modelos animais que
viabilizem de forma satisfatoria, as possibilidades de estudos de orgdos e sistemas, como
também dos mecanismos moleculares que ndo podem ser realizados em humanos. Desse
modo, o0 nosso modelo desenvolvido no presente estudo, apresentou caracteristicas inerentes a
SOP, entre elas os disturbios endocrinos e alteragdes morfologicas dos ovarios, indicando que
o modelo proposto ¢ adequado para estudos relacionados a SOP. Contudo, mais estudos sdo

necessarios para a compreensao da fisiopatologia desta sindrome.

8.. CONCLUSAO

De acordo com os nossos resultados, podemos concluir que houve indugdo a SOP por
VE, confirmado pelas alteragdes dos ciclos estrais das ratas induzidas, pelas altera¢des dos
niveis plasmaticos dos esteroides ovarianos, principalmente a hiperandrogenemia, e pela
presenca de cistos foliculares nos ovarios. Além disso, os distirbios endocrinos observados
no presente trabalho, sugerem que as alteracdes plasmaticas de T podem comprometer a
sintese e a liberagdo de IL-6 e de TNF-a, aumentando o risco de desenvolvimento de
inflamacdes cronicas, distirbios metabolicos e vasculares, frequentemente observados em

pacientes com SOP.
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Titulo do Projeto: Influéncias da sindrome do ovario policistico sobre respostas inflamatérias e de
reparagio tecidual utilizando celulose bacteriana incorporada com soro rico em fator de crescimento.
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inflamatérias e de reparagio tecidual utilizando celulose bacteriana incorporada com soro rico em
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