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RESUMO

A compreensdao dos mecanismos que regulam o endométrio e suas
implicagdes clinicas podem contribuir para melhorar as taxas de implantacdo
do embrido humano. Apesar de muitas proteinas e moléculas influenciarem a
receptividade endometrial, sua contribuicdo coordenada para o processo de
implantacdo do embrido ainda é pouco compreendida. Dentre a complexa rede
que guia este processo em direcdo a preparacdo de um endométrio receptivo
se encontram as citocinas, das quais a interleucina-11 (IL-11) e o fator inibidor
de leucemia (LIF) desempenham papel essencial. Estudos demonstram que a
interrupcdo das vias de sinalizacdo celular dessas citocinas prejudica ou
mesmo impede a implantacéo, implicando diretamente na fertilidade feminina.
Além disso, a hiperinsulinemia afeta negativamente a fertilidade da mulher.
Dentro desse contexto, a metformina, farmaco antidiabético, pode exercer
efeitos positivos sobre a expressdo da IL-11 e LIF, revertendo o possivel
prejuizo do excesso de insulina sobre a secrec¢do dessas citocinas. Para avaliar
esse efeito, utilizou-se um modelo de cultura primaria de células estromais de
endométrio humano expostas aos hormdnios sexuais femininos estrogénio e
progesterona, divididas em grupos: controle, metformina, insulina, e associacéo
insulina e metformina. Utilizando RT-gPCR e ensaio imunoenzimatico de
ELISA, foram avaliadas a expressdo génica e proteica, respectivamente, das
duas citocinas. Nao foram observadas diferencas entre os grupos. O ensaio de
MTT para avaliar a proliferacdo celular permitiu a verificacdo da acao
antiproliferativa da metformina sobre o grupo hiperinsulinémico. Embora as
hipoteses formuladas nesse estudo encontrem forte sustentagdo na literatura,
no modelo proposto ndo foi possivel encontrar diferencas na expressao da IL-
11 e LIF. Dada a complexa regulagdo de todos os fatores considerados nessa
pesquisa e suas multiplas inter-relacdes, mais estudos séo necessarios para

esclarecer os mecanismos que orguestram essa complexa rede.

Palavras-chave: endométrio, implantacdo, insulina, citocinas, insulino-

sensibilizantes



ABSTRACT

The understanding of the endometrium regulation and its clinical
implications can help to improve implantation rates of the human embryo.
Although many proteins and molecules influence the endometrial receptivity,
their coordinated contribution to embryo implantation process is still poorly
understood. Among the complex pathways involved in this process toward the
preparation to a receptive endometrium are the cytokines, including interleukin -
11 (IL- 11) and leukemia inhibitory factor (LIF) that play an essential role. It has
been shown that disruption of cellular signaling pathways of these cytokines
impairs or even prevents implantation, direct implications on fertility. Moreover,
the hyperinsulinemia can negatively affected women's fertility. Within this
context, metformin, an antidiabetic drug, may exert positive effects on the
expression of IL-11 and LIF, reversing the possible effects insulin excess. To
evaluate this effect, a model of primary culture of human endometrial stromal
cells exposed to female sex hormones estrogen and progesterone was used.
Cells were divided in groups: control, metformin, insulin, association insulin and
metformin. From qRT-PCR and ELISA immunoenzymatic assay gene
expression and protein, respectively, of the two cytokines were evaluated. No
differences were observed between groups. Additionally, the assay to evaluate
cell proliferation MTT found the important antiproliferative action of metformin
on hyperinsulinemic group. In the proposed model could not find differences in
the expression of IL-11 and LIF. Given the complex regulation of all factors
considered in this study and their multiple interrelationships, more studies are

required to unravel the mechanisms that orchestrate this complex network.

Key-words: endometrium, implantation, insulin, cytokines, insulin-sensitizing
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1 INTRODUCAO

1.1 O endométrio e suarelagcdo com a fertilidade

O sucesso da implantacédo depende de um didlogo sincronizado entre
o0 embrido e a mae. O embrido precisa estar em um adequado estigio de
desenvolvimento como blastocisto. Ja pela parte materna, constitui um pré-
requisito fundamental a sua receptividade endometrial, ou seja, 0 estagio de
desenvolvimento uterino ideal que seja receptivo ao embrido. Para isso, a
mucosa que reveste internamente o Utero — o endométrio — precisa passar por
alteracbes morfolégicas e funcionais definidas precisamente até o
desenvolvimento de um tecido receptivo, 0 que inclui um estroma espesso e
rico em nutrientes (Singh, Chaudhry et al. 2011; Altmae, Reimand et al. 2012;
Oreshkova, Dimitrov et al. 2012).

Vérias desordens endocrinolégicas, ginecoldgicas e/ou metabdlicas
como sindrome dos ovéarios policisticos (SOP), obesidade, e aborto recorrente,
estdo associadas a reducao da fertilidade e da receptividade uterina (Shang,
Jia et al. 2012; Chakraborty, Goswami et al. 2013; Tsai, Wang et al. 2013).
Apesar de recentes avangos nas técnicas de reproducdo assistida, permitindo
a selecao de embrides de alta qualidade, a taxa de implantacdo continua baixa
e ndo tem aumentado suficientemente nas Ultimas décadas (Strowitzki,
Germeyer et al. 2006). A falha na implantacdo do embrido resulta em
infertilidade e é a maior causa do insucesso nas tecnologias de reproducao
assistida (Paiva, Menkhorst et al. 2009). Entre os casais que vivem a
experiéncia da infertilidade, 25% apresentam infertilidade sem causa aparente
(Cahill and Wardle 2002; Dimitriadis, Menkhorst et al. 2010). A falha na
implantagcdo nesses casos € predominantemente atribuida a um endométrio
nao receptivo (Norwitz, Schust et al. 2001; Makker and Singh 2006).
Atualmente, ndo ha meios de determinar se o endométrio € receptivo, devido a
caréncia de biomarcadores confiaveis. Por isso, a identificacdo de marcadores
€ essencial para que novas opg¢des sejam disponibilizadas para o tratamento

da infertilidade (Strowitzki, Germeyer et al. 2006).
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O fenbmeno da receptividade endometrial foi primeiramente
identificado em ratos e posteriormente validado em outras espécies (Singh,
Chaudhry et al. 2011). A preparagcdo do endométrio ocorre na fase secretéria
do ciclo menstrual, sendo direcionada a fase de receptividade, que é conhecida
como janela de implantacdo. A janela de implantacdo consiste em um periodo
limitado temporalmente, durante o qual o endométrio se encontra apto a
implantacéo do embrido, 6 a 9 dias apos o pico de hormonio luteinizante ou do
dia 19 ao dia 24 do ciclo menstrual (Harper 1992; Dimitriadis, Nie et al. 2010).
Diferentes tipos celulares formam a camada endometrial e interagem para
permitir uma implantacdo adequada. Trés grupos de células podem ser
diferenciados nesse processo: células endoteliais, células epiteliais e as células
estromais, além das células imunes nao residentes. Nesse periodo, as células
estromais condicionadas pelo estrogénio irdo se diferenciar em células
deciduais sob a influéncia da progesterona, sofrendo transformacdes
morfogenéticas (Strowitzki, Germeyer et al. 2006). Simultaneamente, ocorrem
alteracdes vasculares e bioquimicas no endométrio, e o0 conjunto desses
eventos é conhecido como decidualizacdo (Ramathal, Bagchi et al. 2010;
Oreshkova, Dimitrov et al. 2012).

Essas mudangas no endométrio foram descritas inicialmente por
Noyes, Hertig and Rock e sdo guiadas sob o controle dos hormdnios sexuais
esteroides, estrogénio e progesterona (Noyes, Hertig et al. 1975). O estrogénio
€ 0 horménio dominante na fase proliferativa, enquanto que a progesterona € o
hormbnio determinante da fase secretéria, quando a decidualizacdo ocorre
(Makrigiannakis, Minas et al. 2006; Strowitzki, Germeyer et al. 2006). A
presenca da progesterona capacita a proliferacédo e transformacéo das células
estromais do endométrio, permitindo o processo da receptividade uterina
(zhang, Funk et al. 1994). Além do papel j& bem estabelecido dos hormonios
no estabelecimento da gravidez, uma variedade de proteinas e moléculas
complexas participam ativamente da implantacdo, como fatores de
crescimento, moléculas de adesao e citocinas. Um conjunto dessas moléculas
exerce papel crucial na preparacdo de um endométrio receptivo para o embrido
(Dimitriadis, Nie et al. 2010; Singh, Chaudhry et al. 2011).
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Embora a implantacdo do embrido seja um processo dinamico por si
s6, por depender da interacdo materno-embriondria, o condicionamento do
endométrio em direcdo a janela de implantacdo é de origem puramente
materna (Strowitzki, Germeyer et al. 2006). Alteracbes morfofuncionais neste
periodo podem dificultar ou mesmo impedir a implantacdo, assim, um
endométrio adequado pode ser considerado como o principal fator
determinante na fertilidade (Strowitzki, Germeyer et al. 2006; Lessey 2011).

Dentro desse contexto, o endométrio tem recebido muito menos
atencdo na pesquisa da reproducdo comparada com o ovario, fertilizacdo ou o
desenvolvimento embrionario (Casper 2011). Além disso, uma receptividade
endometrial reduzida tem sido encontrada em um numero crescente de
infertilidades inexplicaveis (Lessey, Castelbaum et al. 1995; Norwitz, Schust et
al. 2001; Strowitzki, Germeyer et al. 2006), o que levanta a necessidade
premente de mais estudos com foco na biologia do endométrio para avaliar

seus aspectos fisioldgicos e sua resposta a farmacos.

1.2 Citocinas e seu papel na implantacdo do embrido

Entre os fatores essenciais para uma implantacdo bem sucedida, esta
a complexa interacdo de sinalizacao celular do endométrio materno com o
embrido, a qual é mediada por uma infinidade de moléculas-chave como
prostaglandinas, hormoénios, fatores de crescimento, moléculas de adesao,
entre outras. Cada um desses fatores, quando expressos ou inibidos, iréo
contribuir para formar um endométrio adequadamente receptivo. As citocinas
pertencem a este grupo de fatores (van Mourik, Macklon et al. 2009;
Dimitriadis, Nie et al. 2010; Singh, Chaudhry et al. 2011).

As citocinas sdo pequenas glicoproteinas multifuncionais cujas acdes
biologicas sdo mediadas por receptores especificos na superficie celular. S&o
produzidas por mondcitos, macrofagos e linfocitos, e agem como potentes
sinalizadores intracelulares, regulando inclusive fungbes das células

endometriais e interagbes entre mae e embrido (Makrigiannakis, Minas et al.
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2006; van Mourik, Macklon et al. 2009). As citocinas foram descobertas,
primeiramente, associadas as células imunes e hematopoiéticas, sendo
nomeadas de acordo com sua acédo e/ou expressdo em diferentes tecidos
(Paiva, Menkhorst et al. 2009; van Mourik, Macklon et al. 2009). Atualmente,
essa associacao foi ampliada, e sabe-se que as citocinas também participam
de funcdes celulares importantes como proliferacdo, diferenciacédo e
sobrevivéncia celular (Dimitriadis, Menkhorst et al. 2010).

Quando o embrido chega ao utero, ha uma importante producédo de
citocinas, tanto pelas células do blastocisto quanto pelo endométrio que podem
modular a receptividade uterina através da regulacdo de varias moléculas de
adeséao (Singh, Chaudhry et al. 2011; Altmae, Reimand et al. 2012). O conjunto
dessas citocinas anti e pré-inflamatérias na cavidade uterina irh desempenhar
um papel central no desenvolvimento do embrido, atuando como potentes
sinalizadores intracelulares, regulando funcdes celulares endometriais e a
interacdo endométrio-embrido (van Mourik, Macklon et al. 2009; Lessey 2011).
Em mamiferos, uma expressédo desregulada de citocinas e suas sinalizacdes
levam a uma falha absoluta ou parcial da implantacdo do embrido e uma

formacao anormal da placenta (Guzeloglu-Kayisli, Kayisli et al. 2009).

Existem redundancias dentro das familias de citocinas, e muitas
geralmente exercem fungdes similares e sobrepostas em certas células (Singh,
Chaudhry et al. 2011). Em nosso grupo de pesquisa, a expressado de algumas
citocinas como interleucina-8 (IL-8) e interleucina- 1B (IL-1B) em modelo de
cultura celular endometrial ja foi investigada, onde se encontrou aumento da
expressdo da IL-1B apos tratamento com metformina (Machado 2013), o que
motivou o0 seguimento de estudos na mesma linha. O foco deste trabalho foi o
estudo das citocinas interleucina-11 (IL-11) e fator inibidor de leucemia (LIF), as
quais sdo requeridas na implantacdo do embrido em ratos e em humanos
(Cork, Li et al. 2001; Mikolajczyk, Wirstlein et al. 2006; Paiva, Menkhorst et al.
2009; Dimitriadis, Nie et al. 2010).
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1.3 Citocinas tipo IL-6: interleucina 11 (IL-11) e fator inibidor da leucemia
(LIF)

A IL-11 e o LIF constituem apenas um pequeno numero de fatores que
estdo envolvidas intimamente com a implantacdo do embrido no endométrio
(Robb, Dimitriadis et al. 2002; Marwood, Visser et al. 2009). A IL-11 e o LIF
foram primeiramente descobertos por seus efeitos sob as células do sistema
hematopoiético e imune, respectivamente. O LIF foi originalmente identificado
por sua habilidade em induzir a diferenciacdo de macrofagos da linhagem
celular mieloide M1 (Du and Williams 1994), enquanto a IL-11 foi identificada
como um fator de crescimento com ac¢do em multiplos estadgios na

hematopoiese, em sinergismo com outros fatores (Paul, Bennett et al. 1990).

Ambas sdo membros da familia da IL-6, que inclui também oncostatina
M, cardiotrofina-1, fator neurotréfico ciliar, entre outros (Paiva, Menkhorst et al.
2009). Elas compartilham uma subunidade glicoproteica acessoria transdutora
de sinal (gp130), embora possuam subunidades de receptores especificas
individuais (IL-11Ra e LIF-R). A ligacdo de cada citocina ao seu receptor
cognato desencadeia a dimerizacdo com o gpl30, formando um receptor de
alta afinidade, podendo induzir a ativacao de varias vias, principalmente a da
Janus quinase/sinal transdutor e ativador da transcrigdo proteica (JAK/STAT)
(Figura 1) (Marwood, Visser et al. 2009; Paiva, Menkhorst et al. 2009). Outras
vias que podem ser ativadas sdo a da proteina quinase ativada por mitdbgeno
(MAPK) e fosfatidilinositol 3 quinase/AKt (PI3k/AKT) (Chen, Cheng et al. 2000).
Com isso, tanto a IL-11 como o LIF possuem uma variedade de papeis
biolégicos incluindo proliferacédo, diferenciacdo e sobrevivéncia celular, todas
funcdes essenciais para implantacdao e desenvolvimento do embrido (Robb,
Dimitriadis et al. 2002; Marwood, Visser et al. 2009; Dimitriadis, Menkhorst et
al. 2010).
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Figura 1. Ligacdo da IL-11 e LIF a subunidade de receptor compartilhada gp130 e
ativacdo subsequente da via JAK/STAT. Adaptado de (Guo, Xu et al. 2012).

O RNAmM da IL-11 e o do LIF e seus receptores sao expressos pelo
epitélio glandular e luminal do endométrio, predominantemente durante o
periodo receptivo do Utero, na fase secretdria do ciclo menstrual, independente
da presenca do blastocisto (Figura 2A) (Mikolajczyk, Wirstlein et al. 2006;
Marwood, Visser et al. 2009). As células estromais do endométrio, que nessa
mesma fase do ciclo irdo sofrer o processo de decidualizagdo, também
secretam as proteinas IL-11 e LIF, isso & evidenciado por sua presenga no
fluido uterino, porém em quantidade reduzida, comparadas as células epiteliais
(Charnock-Jones, Sharkey et al. 1994; Arici, Engin et al. 1995). Além disso, as
tubas uterinas humanas também expressam IL-11 e LIF, sugerindo acbes
adicionais dessas citocinas no desenvolvimento do blastocisto (Makrigiannakis,
Minas et al. 2006). Na Figura 2B, pode-se ver a expressao da IL-11 e do LIF no

ambiente pré-implantacao.
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vilosidades placentarias

sitio de implantacéao

endométrio

Figura 2. Expressao da IL-11 e LIF (A) Interacdo entre blastocisto e endométrio na
pré-implantacdo, mostrando a secre¢édo de IL-11 e LIF pelo epitélio glandular (ge) e
pelas células estromais (s) e deciduais (dc) (B) secrecdo de IL-11 e LIF no sitio de
implantacao (cc-coluna celular). Adaptado de Paiva, Menkhorst et al. 2009.

O mecanismo que regula a producdo dessas citocinas ainda precisa
ser claramente elucidado. No entanto, ha fortes evidéncias de que a
progesterona é o maior regulador direto e indireto da expresséao da IL-11 e do
LIF em primatas, sustentado pelo fato de que a expressdao de ambas no
endométrio coincide com a predominancia da progesterona nesse tecido
(Robb, Dimitriadis et al. 2002; Paiva, Menkhorst et al. 2009). Somado a isso,
mulheres tratadas com mifepristona (antagonista do receptor de progesterona)
imediatamente apds ovulacdo, tém a expressdo de LIF reduzida durante a
janela de implantagcéo (Danielsson, Swahn et al. 1997). A expresséo da IL-11 e

do LIF também é regulada por citocinas pro-inflamatorias incluindo interleucina-
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1 (IL-1) e fator de necrose tumoral a (TNF-a), reforcando o conceito de que o
processo inflamatério é importante durante a implantacdo (Makrigiannakis,
Minas et al. 2006). In vitro, IL-18, TNF-a e leptina estimulam a secrecéo de LIF
(Sawai, Matsuzaki et al. 1997). Similarmente, IL-la, TNF-a e fator de
transformacao do crescimento B (TGF-B) estimulam a secrecédo de IL-11 por
células epiteliais e estromais (Cork, Li et al. 2001). Outros fatores locais, como
o fator de crescimento heparina-ligando EGF (HB-EGF) (Lessey 2002) e a
gonadotrofina coriénica humana (hCG) (Licht, Fluhr et al. 2007), também tém
efeito regulatorio sobre a secrecao de LIF por células endometriais cultivadas in
vitro. A regulacdo da producdo da IL-11 durante a decidualizacdo in vitro
também é estimulada via fatores locais como relaxina e prostaglandina E2
(Dimitriadis, Nie et al. 2010).

Assim, a regulacdo da producao da IL-11 e do LIF parece ser complexa
e é provavelmente dependente de microambientes bem controlados e do
balanco entre reguladores positivos e negativos (Makrigiannakis, Minas et al.
2006; Marwood, Visser et al. 2009). Portanto, mais estudos sdo requeridos
para estabelecer quais fatores sdo 0os mais importantes, uma vez que esses
podem prover uma oportunidade de manipulagcdo do ambiente durante a janela
de implantagao.

1.4 1L-11 e LIF: acdes na interface embrido-endométrio

A relacdo das citocinas com a implantacdo do embrido no endométrio
foi primeiramente estabelecida a partir de estudos in vivo com animais, onde
essa relacdo ja se encontra bem elucidada, diferente dos humanos.
Camundongos LIF-deficientes séo inférteis devido a falha na implantacéo, pois
o embrido ndo adere (Fouladi-Nashta, Jones et al. 2005). Em contrapartida,
camundongos fémeas com mutacdo nula (knockout) no gene do receptor da IL-
11 (IL-11Ro0) séo inférteis devido a um defeito na resposta a decidualizacdo na
implantacédo do embrido. No entanto, quando os embrides de camundongos
nocaute para LIF e IL-11Ra s&o transferidos para méaes selvagens, estes se

desenvolvem normalmente (Robb, Li et al. 1998). Dessa maneira, fica claro que
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defeitos na fertilidade de camundongos com deficiéncia tanto de LIF quanto do
IL-11Ra s&o consequéncia de um defeito puramente materno, evidenciando a
importdncia de um endométrio receptivo para ocorréncia da implantacédo
(Paiva, Menkhorst et al. 2009).

Estudos recentes sugerem um papel essencial da IL-11 e do LIF na
decidualizacdo, a qual é determinante para o estabelecimento da gravidez
(Ramathal, Bagchi et al. 2010; Shuya, Menkhorst et al. 2011). A expressao do
receptor para LIF foi identificada em células estromais decidualizadas de
camundongos e humanos. A presenca do RNAm da IL-11 e do gp130 também
foi encontrada nas células estromais durante o processo de decidualizacao
(Dimitriadis, Robb et al. 2003; Dimitriadis, Stoikos et al. 2006). Estudos in vitro
tém identificado um papel dessas duas citocinas na adesdo do embrido ao
endométrio. O LIF e a IL-11 mostraram a capacidade de aumentar a adesao de
células epiteliais primarias a fibronectina e ao colageno 1V, duas proteinas
presentes na superficie das células do blastocisto humano no primeiro trimestre
da gravidez (Marwood, Visser et al. 2009). Além disso, o tratamento de células
epiteliais endometriais primarias com IL-11 promove o aumento da adesdo do
blastocisto a essas células (Dimitriadis, Nie et al. 2010). Esses efeitos séo
abolidos depois da aplicacdo de um anticorpo neutralizador de IL-11 ou um
antagonista do LIF, que inibe a fosforilacdo do STAT3 (fator transcricional da
via JAK/STAT) induzida pela IL-11 e LIF, respectivamente (Marwood, Visser et
al. 2009). Além disso, uma inibicdo direta do STAT3 também bloqueia a adesao
das células endometriais a fibronectina mediada por LIF e IL-11, reforcando a
hipotese de que ambas utilizam mecanismos de sinal de transducdo comuns
(Marwood, Visser et al. 2009).

Estudos clinicos indicam que a IL-11 e o LIF possuem func¢des distintas
porém nao redundantes no endométrio de mulheres com varias formas de
infertilidade (Salamonsen, Nie et al. 2009). Em biépsias de mulheres inférteis
cuidadosamente cronometradas, a IL-11, IL-11Ra e o LIF se mostraram
anormais ou ausentes durante a janela de implantagdo. Em outro estudo, a IL-
11 e o fator de transcricdo STAT3 fosforilado estavam desregulados na fase

receptiva do endométrio de mulheres com infertilidade sem causa aparente
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(Norwitz, Schust et al. 2001; Dimitriadis, Stoikos et al. 2006; Dimitriadis,
Sharkey et al. 2007). Os niveis de LIF no fluido uterino também se encontram
reduzidos ou inalterados em mulheres inférteis, comparadas com mulheres
férteis (Mikolajczyk, Wirstlein et al. 2006). Em mulheres propensas a falha de
fertilizac&o in vitro ou com aborto recorrente, os niveis de IL-11 no endomeétrio,
nos fluidos uterinos e no plasma sao baixos, sugerindo um papel da IL-11
alterada na dificuldade de engravidar (Makkar, Ng et al. 2006).

Tomadas em conjunto, todas essas evidéncias indicam que a IL-11 e o
LIF exercem papel crucial na fertilidade feminina (Dimitriadis, Stoikos et al.
2006; Paiva, Menkhorst et al. 2009; Dimitriadis, Nie et al. 2010). Estudos in vivo
e in vitro demonstram que o LIF e a IL-11 sdo moléculas-chave na regulacéo
da implantacdo. No entanto, evidéncias em humanos sdo menos claras
comparadas com seus papeis ja bem estabelecidos nos roedores, indicando a
necessidade do aprofundamento de pesquisas nessa area (Robb, Dimitriadis et
al. 2002; Dimitriadis, Nie et al. 2010).

1.5 Acdo dainsulina no endométrio

Previamente, foi relatada uma dificuldade na distincdo das ac¢les da
insulina in vivo no endométrio porque, muitas vezes, o hiperandrogenismo e a
hiperinsulinemia séo correlacionados positivamente em mulheres anovulatérias
(Giudice 2006; Shang, Jia et al. 2012). Sabe-se que a insulina estimula a
oxidacao da glicose na fase secret6ria tardia no endométrio humano, sugerindo
seu envolvimento em atividades metabdlicas do tecido endometrial (Truchan,
Taylor et al. 1987). Adicionalmente, receptores de insulina estdo presente no
endométrio, com expressdo maxima na fase secretdria, dando suporte a
hipotese de que a insulina influencia diretamente o crescimento endometrial
através de efeitos metabdlicos e mitogénicos (Strowitzki, von Eye et al. 1993).
Além disso, o transportador de glicose 1 (GLUT1), um transportador né&o
regulado pela insulina, é expresso no endométrio de animais e humanos
(Strowitzki, Capp et al. 2001), indicando a importancia do transporte da glicose

nesse tecido. Nesse mesmo nivel, outro transportador de glicose, porém
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insulino-dependente, o GLUT4, é também expresso e parece ser regulado pelo
peso corporal e pela insulina (Mioni, Chiarelli et al. 2004). Um estudo
experimental mostrou que a expressdao do GLUT4 estd prejudicada em
pacientes com sindrome dos ovarios policisticos (SOP) (Mioni, Chiarelli et al.
2004), sugerindo que a hiperinsulinemia induz uma expressao inadequada de
GLUT4 e assim, um suprimento reduzido de glicose ao endométrio. As
consequéncias dessa alteracdo podem ser responsaveis pelo prejuizo a
receptividade endometrial, e a metformina pode ser efetiva na restauracdo da

funcionalidade do endométrio (Mioni, Chiarelli et al. 2004).

A insulina também exerce funcdo na implantacdo, por ser um produto
do blastocisto, pode causar alteracdes no padrao de expressdo das células
estromais decidualizadas, e esse efeito possivelmente pode ser modulado pela
metformina, farmaco antidiabético (Germeyer, Jauckus et al. 2011). O excesso
de insulina interfere nos niveis de glicodelina e IGFBP-1, importantes
moléculas que agem na inibicdo da reacao imune do endométrio em resposta
ao embrido, facilitado o processo de adesdo na interface feto-mae (Giudice
2006; Shang, Jia et al. 2012). O fator de crescimento da insulina tipo | ligado a
proteina (IGFBP-1) também constitui um importante biomarcador da
decidualizacdo, e estudos in vitro verificaram que a insulina, ao inibir sua
producdo por células estromais endometriais (Capp, Jauckus et al. 2011;
Shang, Jia et al. 2012), acaba por aumentar os niveis de IGF-I livre na
circulagdo (Capp, Jauckus et al. 2011). Essa inibicdo através de baixas doses
de insulina € mediada via PI3-kinase, enquanto que altas doses de insulina
também ativam a via da MAPK. Essas observacdes sugerem que niveis
fisiol6égicos de insulina tem papel homeostatico no metabolismo energético do
endométrio e na hiperinsulinemia, a insulina pode ativar a mitose celular
através da via da MAPK e assim predispor o endométrio a hiperplasia e/ou
cancer (Giudice 2006).

Estudos in vitro também revelam que a insulina promove a proliferacéo
em linhagens de cancer endometrial tanto negativas como positivas para
receptor de estrogénio, evidenciando a independéncia entre estrogénio e

insulina na promocédo do cancer. Além disso, a insulina estimula a expresséo e
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atividade da aromatase no estroma (Michalakis, Mintziori et al. 2013)
Considerando que o estrogénio é um produto direto dessa enzima e que esse
hormbénio estimula a proliferacdo no endométrio, isso pode ser outro
mecanismo pelo qual a insulina pode influenciar o processo de carcinogénese
(Giudice 2006; Shang, Jia et al. 2012).

Todos esses fatores somados contribuem para disfungdo endometrial e
infertilidade. Os mecanismos potenciais sobre essas desordens s&o complexos
e precisam de mais pesquisas para completa elucidacdo. Nesse contexto, a
metformina tem aparecido com o novo propdsito de auxiliar no tratamento
dessas desordens da reproducéo feminina (Palomba, Falbo et al. 2009; Zhang
and Liao 2010).

1.6 Hiperinsulinema e infertilidade feminina

A resisténcia a insulina refere-se a uma reduzida sensibilidade tecidual
a acdo da insulina. Para superar essa resisténcia e buscar a manutencdo da
homeostase da glicose, o pancreas, de maneira compensatodria, secreta
quantidades cada vez maiores de insulina resultando em um estado
hiperinsulinémico, que por sua vez esta associado a complexos efeitos sobre a
regulacdo do metabolismo proteico e lipidico, e sobre a sintese e modulacdo da
producdo de androgénios (Prado 1992; Shanik, Xu et al. 2008). As causas da
hiperinsulinemia sdo mecanismos genéticos e ambientais complexos e suas
consequéncias podem contribuir para o desenvolvimento de inUmeras doencas,
aumentando o risco para doencas cardiovasculares, diabetes mellitus tipo I
(DM2), e disfungbes que levam a infertilidade (Prado 1992; Diamanti-
Kandarakis and Papavassiliou 2006; Shanik, Xu et al. 2008).

A associacdo da hiperinsulinemia com a infertilidade pode ser
encontrada em alguns disturbios ou desordens reprodutivas e metabolicas
como a SOP, a obesidade, defeitos da fase latea e o aborto recorrente (Nestler
1997; Pasquali, Patton et al. 2007; Shang, Jia et al. 2012; Boutzios, Karalaki et

al. 2013; Michalakis, Mintziori et al. 2013). A obesidade esté relacionada a altas
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concentracfes de insulina circulantes (Garcia, Sanz et al. 2013). Existe uma
alta prevaléncia de mulheres obesas na populacdo infértil e a ligacdo entre
obesidade e infertilidade ja foi avaliada (Pasquali, Patton et al. 2007). O
principal fator implicado nessa associacédo parece ser o excesso de insulina e a

resisténcia a insulina.

Esses efeitos adversos ficam bem evidentes na SOP (Nestler 1997;
Traub 2011; Murri, Insenser et al. 2014). A SOP ¢é uma desordem
endocrinolégica heterogénea de etiologia ainda desconhecida, que afeta de 6 a
10% de mulheres em idade reprodutiva. O critério de diagndstico para SOP
inclui no minimo duas de trés caracteristicas: anovulagdo crénica ou
oligomenorreia, hiperandrogenismo bioquimico ou clinico, e morfologia de
ovarios policisticos, segundo o critério de Rotterdam de 2003 (Palomba, Falbo
et al. 2009; Strowitzki, Capp et al. 2010).

Embora a hiperinsulinemia ndo esteja incluida no critério diagndstico da
SOP, ela tem sido amplamente reconhecida, junto com a obesidade, como um
dos principais fatores fisiopatoldgicos que afetam as mulheres com essa
sindrome (Nestler 1997; Ehrmann 2005; Traub 2011; Murri, Insenser et al.
2014). A resisténcia a insulina com hiperinsulinemia compensatoria esta
presente em 50 a 80% das mulheres com SOP, enquanto a obesidade é
encontrada numa faixa de 30 a 70% das mulheres afetadas por essa condicdo
(Dunaif 1999; Ehrmann 2005; Murri, Insenser et al. 2014). Um estudo
ontogenético recente sugeriu 0 excesso de insulina como fator importante na
patogénse da SOP, evidenciado pelo fato de que adolescentes e adultas
jovens quase sempre manifestam essa caracteristica (Abbott and Bacha 2013).
Tal fato é suportado pela melhora no padrdao do hiperandrogenismo com o uso
de insulino-sensiblizantes, como a metformina (Palomba, Falbo et al. 2009), ou

mudancas no estilo de vida como um rigoroso programa de perda de peso.

A obesidade é outro fator, que somado a hiperglicemia e histérico
familiar, contribuem para a diferenciacdo do fenétipo da SOP ou para
amplificagdo desse gendtipo (Littlejohn, Weiss et al. 2007), no entanto a

obesidade € um fator independente da hiperinsulinemia (Abbott and Bacha
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2013; Murri, Insenser et al. 2014). A obesidade constitui também um dos
fatores de risco para o aborto recorrente (Shang, Jia et al. 2012; Chakraborty,
Goswami et al. 2013) e a resisténcia a insulina foi sugerida como fator preditor
significativo para interrupcdo espontanea precoce da gravidez (Chakraborty,
Goswami et al. 2013; Tsai, Wang et al. 2013). Mulheres com aborto recorrente

frequentemente tem SOP.

A hiperinsulinemia também constitui um dos fatores possivelmente
responsaveis pelos defeitos da fase lutea (Boutzios, Karalaki et al. 2013).
Defeito de fase lutea se refere a uma disfuncéo ovulatoria, definida como um
defeito do corpo Iluteo em produzir e secretar quantidades adequadas de
progesterona durante a fase latea do ciclo menstrual, o que inclui defeito do
corpo lateo em preservar altos niveis de progesterona na segunda metade do
ciclo assim como defeito no endométrio em responder aos niveis circulantes de
progesterona (Boutzios, Karalaki et al. 2013). Assim, os defeitos de fase lutea
junto com a SOP compartilham a hiperinsulinemia como fator importante na
patogénese dessas disfuncdes (Nestler 1997; Boutzios, Karalaki et al. 2013).
Mulheres com SOP podem apresentar defeitos da fase IUtea: as células da
granulosa dessas mulheres demonstram menor habilidade de produzir e
secretar progesterona, isso pode resultar de um metabolismo anormal da
glicose devido a um defeito na via de sinalizacdo intracelular da insulina. Além
disso, a hiperinsulinemia pode causar um efeito negativo diretamente sobre a
hipéfise (Fedorcsak, Dale et al. 2004; Rice, Christoforidis et al. 2005), afetando
a fertilidade feminina. Enfim, s&o variadas disfun¢gdes que se inter-relacionam,

e provam a ligacao da hiperinsulinemia com a infertilidade.

Estudos clinicos e epidemiolégicos recentes também apontam uma
relevante associagao entre a resisténcia a insulina e o cancer de endométrio, o
qual representa 8% de todos cénceres femininos, sugerindo um papel
importante da insulina no desenvolvimento e crescimento desse cancer uma
vez que receptores de insulina estdo presentes no endométrio e cancer de
endométrio (Capp E 1996; Bjorge, Stocks et al. 2010; Papaioannou and
Tzafettas 2010; Mu, Zhu et al. 2012; Li and Shao 2014).
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Os mecanismos para esta associacdo ndo estdo bem esclarecidos,
mas acredita-se que ocorra de duas formas. De forma indireta, onde os altos
niveis de insulina e o aumento da biodisponibilidade do fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF-1) inibem a sintese hepética da globulina
carreadora de esteroides sexuais (SHBG) (Irwin, de las Fuentes et al. 1993;
Papaioannou and Tzafettas 2010). Ambos hormdnios atuam estimulando a
sintese ovariana de esteroides sexuais, 0s quais promovem a proliferacao
celular no epitélio endometrial e inibem a apoptose. Considerando a forma
direta, a hiperinsulinemia pode promover a carcinogénese aumentando
proliferacdo e a sobrevivéncia celular através das vias da PI3K/Akt e MAPK
(Cust, Kaaks et al. 2007; Bjorge, Stocks et al. 2010; Papaioannou and Tzafettas
2010). Essa associacao fica mais evidente em mulheres obesas, com DM2 ou
SOP. A prevaléncia da hiperplasia endometrial estd aumentada entre mulheres
com SOP, variando numa taxa de 12% a 49%. A resisténcia a insulina é
sugerida como fator etiolégico comum na SOP e obesidade e importante
contribuinte para o desenvolvimento do cancer endometrial (Li and Shao 2014).
Muitos mecanismos tém sido propostos associando a SOP com o risco de
hiperplasia endometrial e cancer de endomeétrio, incluindo o efeito estimulatorio
do estrogénio, defeito na acdo da progesterona, hiperandrogenismo, excesso
de hormonio luteinizante (LH) ou IGF-1, e a hiperinsulinemia (Papaioannou and
Tzafettas 2010; Mu, Zhu et al. 2012).

Ao se considerar conjuntamente todos esses fatores interferentes na
fertilidade da mulher, é possivel dimensionar o grande impacto do excesso da
insulina nesses problemas, que varia de disfungdes reprodutivas ao
desenvolvimento de cancer (Mu, Zhu et al. 2012; Michalakis, Mintziori et al.
2013). Embora, para infertilidade, existam tratamentos disponiveis, como
medicacOes indutoras da ovulacdo, perfuracdo ovariana laparoscopica, entre
outras; as taxas de gravidez muitas vezes permanecem paradoxalmente baixas
e com alta taxa de abortos espontaneos (Strowitzki, Germeyer et al. 2006).
Essas evidéncias sugerem func¢des endometriais anormais, reforgcando a
importancia de um desenvolvimento endometrial adequado para a fertilidade

(Strowitzki, Germeyer et al. 2006; Chakraborty, Goswami et al. 2013). Dentro
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desse contexto, estudos tém sugerido que a metformina, um agente insulino-
sensibilizante, apresenta potencial efeito terapéutico no tratamento da
infertilidade assim como no cancer endometrial, embora os resultados ainda
nao estejam bem esclarecidos (Palomba, Falbo et al. 2009). Com isso, se torna
necessario o aprofundamento do estudo sobre a metformina e a procura por
novas terapias para o tratamento da infertilidade, focando esforgos na reducgéo

da acdo da insulina nos tecidos reprodutivos, incluindo o endométrio.

1.7 A Metformina na pesquisa da reproducéo

A metformina é um insulino-sensibilizante utilizado para o tratamento
de diabetes mellitus tipo Il (DM2) h& mais de 40 anos. Entretanto, nos ultimos
anos tem se estudado o seu papel sobre aspectos reprodutivos. A metformina
foi introduzida na pratica clinica para tratar pacientes obesas com SOP em
1994 (Velazquez, Mendoza et al. 1994). Considerando que muitas mulheres
apresentam resisténcia ao tratamento de primeira escolha para induzir a
ovulacdo — o citrato de clomifeno - e outras ndo obtém éxito com uma mudanca
no estilo de vida, foi proposto o uso de medicamentos insulino-sensibilizantes,

sendo a metformina o mais utilizado (Palomba, Falbo et al. 2009).

Estudos demonstram que a metformina € utilizada com sucesso para o
tratamento da infertilidade de pacientes com SOP uma vez que diminui 0s
niveis dos androgénios e restaura os ciclos menstruais dessas mulheres, sem
0 aumento de taxas de gestacdo multipla (Costello, Chapman et al. 2006;
Zhang and Liao 2010). Evidéncias consideraveis tém mostrado o beneficio do
tratamento em pacientes com SOP, incluindo a reducdo da hiperinsulinemia,
resisténcia insulinica, hiperandrogenismo, melhora da funcdo ovulatéria, e
efeitos benéficos no endométrio (Nestler 1997; Chou, von Eye Corleta et al.
2003; Costello, Chapman et al. 2006; Katsiki and Hatzitolios 2010).

Essas acgbes positivas sobre aspectos reprodutivos podem ser
consequéncia de agbes diretas ou indiretas da metformina nos niveis de

androgénios (Nestler and Jakubowicz 1996; Palomba, Falbo et al. 2009).
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Assim, sugeriu-se um efeito direto da metformina sobre a via da insulina no
endométrio, uma vez que essa via ja mostrou participacdo prévia nesse tecido
com a identificagdo de receptores para o horménio e transportadores de
glicose. Indiretamente, a metformina pode reduzir os niveis de androgénios
(Nestler and Jakubowicz 1996). Nesse contexto, Jakubowicz e Sepalla
mostraram um aumento nas concentracdes séricas de glicodelina e IGF-1, dois
biomarcadores importantes da receptividade endometrial, com o uso de
metformina (Jakubowicz, Seppala et al. 2001). A consequéncia dessa alteracao
pode ser responsavel pelo prejuizo a receptividade endometrial e a metformina
pode ser efetiva na restauracdo da funcionalidade do endométrio (Mioni,
Chiarelli et al. 2004; Palomba, Russo et al. 2006; Capp, Jauckus et al. 2011). A
acado da metformina também foi avaliada em relacdo a espessura endometrial,
a qual tem sido considerada um marcador da receptividade uterina e na
predicéo de gravidez (Gonen and Casper 1990; Habara, Nakatsuka et al. 2002;
Palomba, Russo et al. 2006). Ha divergéncias na literatura, entretanto, a maior
parte relata que a metformina ndo parece exercer efeito sobre esse parametro
(Palomba, Russo et al. 2006).

Outro nivel de acdo da metformina é sobre a proliferacdo celular. A
metformina tem apresentado importante efeito antiproliferativo em varios tipos
celulares, como células musculares lisas vasculares (Li, Zhang et al. 2005),
diversos tipos de cancer (Dowling, Niraula et al. 2012; Umene, Banno et al.
2013), incluindo as células endometriais (Takemura, Osuga et al. 2007; Hanna,
Zhou et al. 2012). A hip6tese é que essa acdo antiproliferativa ocorra através
da inibicdo da via PI3K/Akt , e pela ativacdo da proteina quinase ativada por
AMP (AMPK) com consequente inibicdo da via do alvo da rapamicina em
mamiferos (MTOR) (Gotlieb, Saumet et al. 2008; Cantrell, Zhou et al. 2010;
Umene, Banno et al. 2013). A metformina ativa a AMPK simulando as
alteracdes metabdlicas intracelulares da deprivacdo nutricional (Shaw, Lamia et
al. 2005). Apesar de achados de que a metformina induz mudancgas na
atividade tirosina/quinase do receptor de insulina (Stith, Goalstone et al. 1996;
Holland, Morrison et al. 2004), trabalhos recentes demonstram que o principal

mecanismo pelo qual a metformina reduz os niveis de glicose e insulina no
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DM2, é consequéncia da ativacdo da via da AMPK nos hepatocitos (Shaw,
Lamia et al. 2005). Também foi relatado que a metformina tem como alvo o
complexo da cadeia respiratéria | da mitocdndria, ou ativa AMPK via mudancas
nas espécies reativas de nitrogénio mitocondriais (Zou, Kirkpatrick et al. 2004).
Em roedores foi sugerido que as biguanidas, da qual a metformina é um
representante, podem exercer efeito protetor contra o desenvolvimento de
tumores malignos em ratos expostos a agentes carcionogénicos (Alexandrov,
Anisimov et al. 1980).

Vérios fatores relacionados a SOP, como obesidade, hiperinsulinemia
cronica e DM2, podem influenciar a proliferagdo endometrial por meio de acdes
diretas ou indiretas (Alexandrov, Anisimov et al. 1980; Bjorge, Stocks et al.
2010; Papaioannou and Tzafettas 2010). Dessa forma, o uso de metformina foi
proposto, recentemente, como um agente preventivo de carcinoma
endometrial, sugerindo que a metformina, juntamente com mudanca no estilo
de vida, é capaz de reduzir esses fatores, inibindo a proliferacdo celular

endometrial (Campagnoli, Abba et al. 2013).

Em extensa revisdo, Palomba e colaboradores relatam que a
administracdo de metformina age sobre o Utero promovendo a melhora de
muitos parametros reguladores da receptividade endometrial, seja reduzindo o
hiperandrogenismo ou a resisténcia a insulina (Palomba, Russo et al. 2006;
Palomba, Falbo et al. 2009), sendo dificil identificar apenas uma Unica acao
especifica da metformina. Além disso, mais estudos sdo necessarios para
explicar o exato mecanismo pelo qual a metformina exerce efeito positivo sobre
o endométrio (Palomba, Russo et al. 2006; Palomba, Falbo et al. 2009),
reforcando a necessidade de maiores pesquisas relacionando sua forma de

acao frente a infertilidade.



2 JUTIFICATIVA

A hiperinsulinemia estad associada a infertilidade, interferindo na
implantagédo endometrial. Nesse contexto, a metformina tem sido usada com
sucesso no tratamento da infertilidade, porém os efeitos que ela exerce sobre o
endométrio e sobre fatores relacionados ao processo de implantacdo, como

citocinas, ainda sao pouco compreendidos.



3 HIPOTESES

- O excesso de insulina inibe a expressao génica e proteica de citocinas como

a IL-11 e LIF no endométrio;

- A metformina aumenta a expressdo génica e proteica da IL-11 e LIF no

endométrio;

- A metformina inibe a proliferacdo celular em um ambiente hiperinsulinémico

no endométrio.



4 OBJETIVOS

- Estabelecer culturas celulares de células estromais endometriais humanas

viaveis para avaliagcdo das intervencoes.

- Avaliar o efeito da metformina sobre a proliferagdo celular em cultura de

células estromais endometriais em um ambiente hiperinsulinémico.

- Avaliar a acdo da metformina sobre a expressdo génica e proteica das
citocinas IL-11 e LIF em cultura de células estromais endometriais em um

ambiente hiperinsulinémico.



5 METODOLOGIA

5.1 Delineamento

Trata-se de um estudo experimental in vitro.

5.2 Pacientes

As células endometriais foram obtidas de pacientes submetidas a
histerectomia no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), cuja indicacdo
foi independente deste estudo. As pacientes foram informadas que as células
endometriais normalmente sdo descartadas e permitiram, mediante assinatura
de termo de consentimento livre e esclarecido, a utilizacdo deste material na
pesquisa. Foram excluidas do estudo: pacientes na pos-menopausa, Ou
aquelas que utilizaram hormonios esteroides nos trés meses anteriores a

cirurgia.

5.3 Calculo do tamanho da amostra

Para detectar uma diferenca de um desvio padrao (tamanho de efeito
de moderado a grande) na expressao génica e proteica da IL-11 e do LIF entre
0s grupos, considerando um a=0,05, um poder de 90% e uma correlagado entre
as medidas de 0,7, foram necessarias 7 pacientes, das quais se obtiveram as
células endometriais para cultura. Para o calculo da amostra foi utilizado o

programa PEPI 4.0.

5.4 Aspectos éticos

As pacientes que concordaram em participar do estudo assinaram o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 1).O presente estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Grupo de Pesquisa e Pds-
Graduacao do HCPA, sob o numero 12-0261.
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5.5 Coleta das amostras

As amostras foram coletadas no centro cirargico do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (HCPA), imediatamente apds a retirada do utero,
sendo transferidas para um frasco estéril, identificado, contendo solucdo de
Hank (Gibco BRL Grand Island, NY, USA) e solucdo de 2% de
penicilina/estreptomicina 0,5 mg/mL (Gibco BRL Grand Island, NY, USA). O
endométrio foi coletado com o auxilio de um bisturi, fazendo-se uma raspagem
no lado interno do Utero e imergindo o conteudo no frasco com o meio
apropriado para manutencdo das células viaveis. A amostra foi entéo
acondicionada a uma temperatura média de 4°C, nunca ultrapassando um
periodo maior que 24 horas até o inicio da cultura celular. Uma parte da

amostra foi encaminhada ao exame anatomo-patolégico.

5.6 Processo de cultura celular

No laboratério, em capela de fluxo laminar, a amostra foi limpa através
da retirada de pequenos coagulos e quatro lavagens sucessivas em solucao de
Hank (Gibco BRL Grand Island, NY, USA). Os fragmentos de endométrio foram
reduzidos a fragmentos ainda menores com o auxilio de uma tesoura estéril e
entdo transferidos para um frasco Erlenmeyer previamente pesado para a
determinacdo do peso do tecido. ApO6s a pesagem, foi calculado o valor
necessario de colagenase tipo IA (Sigma Chem Co. St Louis, MO, USA) para
dissociar o tecido, sendo utilizado 7,5 mg/g de tecido. Ainda, foi acrescentado
ao meio de dissociagéo solucdo de Hank, mantendo-se uma relacdo de 10 mL
de meio para cada 4 g de tecido. Foi adicionada a colagenase IA a solucéo de
Hank e o endométrio foi submetido a dissociacdo enziméatica durante 2 horas, a
37°C, sob agitacdo constante. Dissociado o tecido, a acdo da colagenase foi
inibida pela adicdo de igual volume de solugdo de Hank adicionado
previamente. O isolamento das células endometriais foi baseado no trabalho de
Satyaswaroop e colaboradores (1979). O material dissociado foi centrifugado a
800xg durante 10 minutos, sendo o sobrenadante desprezado e o precipitado

suspendido com meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium High
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glucose/LGC Biotecnologia, Cotia, SP, Brasil). Uma nova centrifugacao foi feita
e a suspensao celular foi vertida em filtro de nylon 100 micra (Polylabo,
Strasbourg, France) para reter por¢des de tecido nao digeridas. Para promover
a separacao das células epiteliais das estromais o filtrado passou por um
separador celular de 40 um (BD Falcon Franklin Lakes, N.J, USA) onde as
células estromais passaram e as epiteliais ficaram retidas. As células estromais
foram suspendidas com meio DMEM suplementado com 1% de antibiotico
(penicilina/streptomicina 0,5 mg/mL), 10 % soro bovino fetal (SBF — Gibco BRL
Grand Island, N.Y, USA) e estradiol 10° M, para serem semeadas em garrafa
de cultura de 75 cm? ou 150 cm? (Greiner Bio-One GmbH Maybachstrasse
Frickenhausen, Germany), dependendo da quantidade de tecido dissociado,
por onde permaneceram durante aproximadamente 5 dias até atingirem uma
confluéncia em torno de 80%, sendo acompanhada diariamente através de
microscopio invertido (Axyover 25, Carl Zeis Jena, Germany). O meio foi
trocado a cada 2 dias. As células estromais foram mantidas em garrafas e
incubadas em estufa (NuAire Inc., Minesota, USA) a 37°C com atmosfera
umida e adicdo automatica de 5% de CO,. A adeséo das células foi avaliada
nas primeiras 48 horas, e a diferenciacdo nas 48 horas subsequentes. Apos
atingirem a confluéncia, as células foram liberadas das garrafas com uso de
tripsina. As células em suspensdo, antes da semeadura, foram submetidas a
um teste de viabilidade por coloragdo com azul de Tripan e contagem em
hemocitbmetro. Em seguida, para as técnicas de extracdo de RNA e coleta de
sobrenadante, para cada grupo utilizou-se uma placa estéril do tipo multiwell de
6 pocos (TPP — Techno Plastic Produtcs AG, Suica) numa concentracdo de
1x10* células/mL por poco, contabilizando um total de 4 placas. Para a técnica
do MTT (dimettylthiazoldiphenyltetrazolium bromide), as células foram
semeadas em placas de 96 pocos, numa concentracdo de 10? células/mL,

utilizando 6 pogos para cada grupo.

Cada processo de cultura celular contabilizou uma média de 12 dias. A
semeadura seguiu conforme o0s grupos experimentais definidos de acordo com
a chave a seguir (Figura 3). A cada dois dias foram feitos os tratamentos

correspondentes a cada grupo, renovando-se o meio. Prévio a divisdo dos
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grupos, antes de terem atingido uma confluéncia adequada, as células foram
tratadas somente com estrogénio, uma vez que as células estromais sdo
fisiologicamente dependentes desse hormoOnio para sobreviverem (Apparao,
Lovely et al. 2002).

EP: Estrogénio + Progesterona

EPM: Estrogénio + Progesterona + Metformina

EPI: Estrogénio + Progesterona + Insulina

EPIM: Estrogénio + Progesterona + Insulina + Metformina

Figura 3. Chave dos grupos experimentais: EP: cultivo com estradiol e
progesterona. EPM: Tratamento com estradiol, progesterona e metformina.
EPI: Tratamento com estradiol, progesterona e insulina. EPIM: Tratamento com
estradiol, progesterona, insulina e metformina.

Atingido cerca de 80% de confluéncia, as células foram tripsinizadas e
divididas nos 4 grupos acima listados, com a combinacdo hormonal
correspondente a cada grupo, por onde permaneceram sem o tratamento com
metformina até o dia 10, para permitir a adeséo, diferenciacdo e crescimento
celular. No dia 10, os grupos EPM e EPIM foram tratados com metformina para
avaliacdo do seu efeito a curto-prazo (48 horas). No dia 12 foi coletado 3
mL/grupo de sobrenadante, feito a extracdo de RNA com trizol, e realizado o
experimento de proliferagdo (MTT). Todo o processo, desde a coleta até a
finalizacdo da cultura, esta representado na linha de tempo do experimento
(Figura 4).
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Tempo (dias) -1 0 5 10 12
ER,

EPM
EPI
EPIM

Coleta Cultura Contagem celular Tto metformina
Tto: E, Divisdo dos grupos Extracdo de RNA

Procedimentos Coleta sobrenadante
Ensaio MTT

Figura 4. Linha do tempo da cultura celular endometrial. E2= estrogénio, Tto=
tratamento

As concentragdes de insulina e metformina foram padronizadas
conforme estudo anterior do nosso grupo de pesquisa (Machado 2013). A
progesterona, horménio que define as caracteristicas histolégicas de um
endométrio secretor (Noyes, Hertig et al. 1975) é fundamental para
receptividade uterina (Lessey 2011), uma vez que € um dos principais fatores
que induz a decidualizacdo (Ramathal, Bagchi et al. 2010), e por isso também
integrou todos os grupos. A concentracao suprafisiolégica do hormonio insulina
conferiu caracteristica hiperinsulinémica ao modelo, e a dose de 1mM (103M)
de metformina foi escolhida por essa concentracdo ter se mostrado capaz de
alterar a expressao de outras citocinas importantes na implantagcdo (Apparao,
Lovely et al. 2002; Zhang and Liao 2010; Germeyer, Jauckus et al. 2011)
(Tabela 1).

Tabela 1. Concentragéo dos tratamentos dos grupos experimentais.

Grupos E2 P Insulina Metformina
EP 10-*mol/L 10-*mol/L

EPM 10-*mol/L 10-°mol/L 10-M
EPI 10-*mol/L 10-°mol/L 100ng/mL

EPIM 10-%mol/L 10-*mol/L 100ng/mL 10-M

E,=estrogénio, P=progesterona.
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5.7 Avaliacédo da viabilidade e proliferacao celular

Para avaliar a viabilidade e proliferacdo celular foi utilizada a técnica de
MTT (dimettylthiazoldiphenyltetrazolium bromide) (Mosmann 1983), na qual as
células foram semeadas em placas multiwell de 96 pocos em uma densidade
de 10° células/mL de meio de cultura, incubadas com 100 pL de meio
respectivo a cada grupo. No dia da avaliagéo, foram retirados 10 yL do meio de
cultura e adicionados 10 pL de solugcéo de 5 mg/mL de MTT (Sigma Chem. Co.
St Louis, MO, USA) diluido em PBS com pH de 7,2 e incubado por 4 horas a
37°C. O MTT mede a atividade metabdlica das células, onde é acumulado por
endocitose, quantificando a reducdo metabdlica do MTT por desidrogenases
associadas ao NADPH e ao NADH, no que resulta a reducao do tetrazélio a
cristais de formazano, intensamente coloridos, que se acumulam em
compartimentos endossomais e/ou lisossomais, sendo depois transportados
para fora das células por exocitose. Sendo a endocitose um mecanismo
fundamental das células vivas o ensaio € frequentemente utilizado para
analisar a viabilidade e proliferacdo celular, resultando em um aumento da
atividade do sistema mitocondrial que conduz a um aumento na quantidade de
formazan formado. A coloracdo produzida nessa reacdo é medida por
densidade Optica, sendo esta diretamente proporcional ao nimero de células
viaveis na placa.

ApoOs as 4 horas de incubacédo, aspirou-se todo o meio, ficando o
formazan retido no fundo da placa. Adicionou-se 100 pL de solvente organico
DMSO (dimetyl sulfoxide) (Sigma, St Louis, MO, EUA) por poco e a densidade
Optica foi medida em uma leitora de ELISA no comprimento de onda de 540
nm. A leitura do MTT para cada grupo foi feita em sextuplicata (média da leitura

de 6 pocos).

5.8 Avaliagdo da expressdo génica por Reacdo em Cadeia da Polimerase

em Tempo Real a partir de Transcricdo Reversa (RT-qPCR)

Os niveis de RNAm da IL-11 e LIF foram avaliados pela técnica da

Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real a partir de transcricao
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reversa. A técnica consiste de duas etapas, sendo a primeira a transcricao
reversa do RNAm a DNA complementar (cDNA), o qual é submetido a reagéo
em cadeia da polimerase em tempo real (RT-qPCR), que permite a
quantificacdo do cDNA submetido a amplificacdo pela enzima Taq DNA

Polimerase.

5.9 Extracéo de RNA total

ApoOs as células receberem as diferentes condi¢cdes de tratamento,
foram lavadas duas vezes com 1 mL de PBS e lisadas diretamente nas placas
com solugéo de fenol na concentracdo de 1 mL/10 cm? mais isotiocianato de
guanidina (Trizol, Gibco BRL, Gaithersburg, MD). A solucdo contendo o lisado
de células foi transferida para tubos de microcentrifuga e incubada por 5
minutos a 15-30°C. Foram adicionados 0,2 mL de cloroférmio por mL de trizol e
as amostras agitadas vigorosamente por 15 segundos. A seguir, foram
incubadas por 2-3 minutos a 15-30°C e centrifugadas a 12000 x g por 15
minutos a 4°C. A amostra foi separada em fase organica (fenol-cloroférmio),
interface e fase aquosa contendo o RNA. A fase aquosa foi transferida para
tubos novos e identificados, onde o RNA foi precipitado com a adicdo de alcool
isopropilico (0,5 mL/mL de trizol). As amostras foram armazenadas a -20°C por
24 horas ou incubadas a 15-30°C por 10 minutos e centrifugadas a 12000 xg
por 10 minutos a 4°C. O RNA precipitado foi lavado com etanol 75%,
adicionando 1mL de etanol/mL de trizol. As amostras foram agitadas em um
vortex e centrifugadas a 12000 x g, 5 minutos a 4°C, de onde foi possivel a
visualizagéo do pellet de RNA. O sobrenadante foi vertido e o precipitado seco
em bomba de vacuo. O RNA foi dissolvido em agua ultra pura tratada com
DEPC (diethylpyrocarbonate) e incubado por 10 minutos a 60°C. Apés este
procedimento o RNA foi quantificado e as amostras armazenadas para

posterior sintese de cDNA.
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5.10 Quantificacdo do RNA

A guantificagdo da concentragdo de RNA de cada grupo de tratamento
das amostras foi realizada por meio do fluorimetro QuBit™ (Invitrogen®, EUA)
segundo o protocolo especifico Qubit Quantitation Platform, com reagentes do
kit Quant-it™ (Invitrogen®, EUA), utilizando-se 1 pL de RNA diluido 1:20 para
cada 190 pL de working solution em cada leitura. Este aparelho utiliza sondas
(dyes) avancadas que emitem sinais fluorescentes somente quando se ligam a
moléculas especificas, mesmo na presenca de nucleotideos livres ou acidos
nucleicos degradados. Esse sistema fluorimétrico de quantificacdo fornece
dados mais sensiveis e especificos em relacdo a quantidade de RNA, DNA ou

proteinas, mesmo em baixas concentracoes.

5. 11 Sintese do cDNA

A sintese do cDNA foi feita a partir de 0,5 ug de RNA total, utilizando-
se um oligonucleotideo (primer) complementar a cauda poli-A caracteristica do
RNAmM, produzindo um cDNA mais puro, exclusivamente a partir do RNAm.
Considerando que a fracdo do RNAm corresponde a aproximadamente 2-3%
do RNA total, estima-se que 0,5 ug da origem a 10 ng de cDNA. O RNA foi
inicialmente desnaturado a 65°C por 5 minutos juntamente com o primer e 0s
desoxinucleotideos trifosfatados (dNTPs). Em seguida, adicionou-se uma
mistura contendo tampao Tris-HCI 20 mM pH 8,4 com cloreto de potassio (KCI)
50 mM, cloreto de magnésio 25 mM 10 mM e ditiotreitol (DTT) 0,1 M sendo
incubado por 2 minutos a 42° C. Em seguida foi feita incubacdo enzima
transcriptase reversa a 42°C por 50 minutos. Apos nova desnaturagédo a 70°C
por 15 minutos, a mistura foi incubada com a enzima Rnase H de E. coli por 20
minutos a 37°C para destruir o RNA néo transcrito. A reacdo de sintese do
cDNA totalizou um volume de 20uL que foi armazenado a -20°C até a

amplificagéo por PCR.
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5.12 PCR em Tempo Real

Trata-se de uma técnica bastante sensivel que utiliza um sistema de
deteccdo continua da cinética da reacdo de RT-PCR por fluorescéncia. Foi
utilizado o sistema de deteccdo TagMan® (Reagente TagMan PCR Master Mix
- Applied Biosystems) para andlise dos genes de interesse. Na deteccdo por
TagMan a sequéncia de interesse foi marcada com uma molécula fluorescente
(reporter) e um silenciador (quencher). Quando estas moléculas estdo muito
proximas, o quencher absorve a fluorescéncia que o reporter emite, portanto, o
equipamento ndo lé fluorescéncia daquela sonda. No entanto, apos se ligar na
sua regiao complementar nos produtos de amplificacdo gerados durantes os
ciclos, a DNA polimerase cliva esta sonda separando o quencher do reporter, e

emitindo fluorescéncia.

5.13 Quantificacao relativa pelo método AACt

Para analise da expressao génica através do RT-qPCR foi utilizado o
método Delta-Delta Ct (AACy). Calculou-se inicialmente o ACt de cada amostra
(média da duplicata), subtraindo-se os valores de Cr (ciclo limiar) do gene
normalizador (HPRT1) dos valores Cy dos genes alvo (IL-11 e LIF). Para o
calculo do AACy utilizou-se a formula seguinte: [ACt (da amostra) - ACy
(normalizador)]. Uma vez determinado o AA Cr, aplicou-se a férmula 274¢T |

gue resultou no valor da expressao génica relativa.

Para utilizar o método comparativo do AAC+, foi necessario determinar
inicialmente a eficiéncia de amplificacdo do gene alvo e do controle interno.
Para tanto, foram feitas curvas de diluicdo seriadas dos pools de cDNAs para
cada um dos genes estudados. Para comparar a eficiéncia da de amplificacdo
dos dois genes, subtraem-se os valores de C; do gene normalizador dos
valores de Ct do gene alvo. A diferenca € plotada contra o logaritmo da diluicéo
da diluicdo do cDNA. Quando a inclinacdo da reta for menor ou igual a 0,1, a

eficiéncia de amplificacdo € comparavel, podendo-se utilizar esse método.
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Os dados de expressao foram de cada gene foram analisados por fold
change, cuja funcéo é identificar diferencas na expressao de um determinado
gene entre duas condi¢des, levando em conta um dado cut-off ou threshold
(limite). Foi estabelecido um fold change de 1.0, possibilitando observar
qualquer diferenca nos valores de expressdo entre 0 grupo controle e os

demais grupos.

5.14 Protocolo da PCR em tempo real para os genes de interesse

Os ensaios de expresséo génica TagMan® (Gene Expression Assays)
consistem em um par de primers ndo marcados e uma sonda TagMan® com
marcacdao FAM™ ou VIC® na extremidade 5 e MGB (minor groove binder) e
NFQ (nonfluorescent quencher) na extremidade 3’. Este ensaio & baseado na
atividade 5’ nuclease da enzima Taq DNA polymerase. O equipamento utilizado

foi o PCR real time 7500 Fast (Applied Biosystems).

As condicdes de reacdo foram: desnaturacdo inicial a 94°C por 2
minutos, 50 ciclos continuando a desnaturacdo em 94°C por 50 segundos,
anelamento a 60°C por 45 segundos e extensédo a 72°C por 2 minutos. Uma
curva-padrdo com 5 pontos em duplicata com concentragdo conhecida de
cDNA (12,5 a 800 pg) foi utilizada para quantificar as amostras. Os valores
quantitativos foram obtidos a partir do niamero do threshold cycle (Ct), onde o
aumento do sinal fluorescente estd associado com um aumento exponencial do
produto da gPCR.

5.15 Avaliagéo da expresséao proteica por ELISA

Para o ensaio imunoenzimatico quantitativo do tipo sanduiche foi
utilizado o sobrenadante coletado no ultimo dia de cultura e armazenado em -
80°C. Foi utilizado 1 Kit ELISA para cada citocina (R&D Systems, Minneapolis,
USA). Ambos utilizam o mesmo principio. Foram pipetados 100 uL da curva e

da amostra (duplicata) em cada poco da placa do kit, sendo incubadas por 2
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horas. As amostras ndo foram diluidas, conforme teste prévio apara avaliar a
necessidade de dilui¢cdo. IL-11 ou LIF presente no sobrenadante das células se
ligou ao anticorpo monoclonal especifico para IL-11 ou LIF imobilizado na
placa. Depois de quatro lavagens sucessivas com tampao para remover as
substancias ndo ligantes, foram adicionado 200 pL de anticorpo policlonal
especifico conjugado a uma enzima para IL-11 ou LIF em cada poco. A placa
foi incubada por 2 horas para IL-11 e 2 horas e 30 minutos para LIF. Seguiu-se
mais quatro lavagens para remover qualquer reagente anticorpo-enzima nao
ligado, sendo posteriormente adicionado uma solucdo substrato nos pocos
ficando incubado por aproximadamente 30 minutos. Apds esse tempo, uma
coloracdo se desenvolveu na propor¢cao de quantidade de IL-11 ou LIF ligada
no passo inicial. A revelacao da cor foi terminada com a adicdo de uma solucao
de parada e a intensidade da cor foi mensurada através de um leitor de ELISA
a 450 nm (EnVision 2104 Multilabel reader da PerkinElmer). O tempo do
protocolo varia para cada citocina, sendo de aproximadamente 5,5 horas para
IL-11 e 4,5 horas para LIF.

5.16 Analise estatistica

Os dados de proliferacdo celular, expressao génica e proteica foram
todos avaliados quantitativamente através do teste de Equacdes de Estimacéo
Generalizadas (Generalized Estimating Equations — GEE) e teste de Bonferroni
como post hoc. O método GEE foi proposto por Zeger e Liang (Zeger and Liang
1986) com o objetivo de estimar parametros de regressao especialmente
guando os dados estdo correlacionados. O modelo GEE avalia a relagao entre
a variavel resposta e as variaveis preditoras em um contexto populacional, e
nao somente individual, sendo o método mais recomendado para se estudar a
diferenca na resposta média populacional entre grupos com diferentes fatores
de risco (Twisk 2004).

Em situacdes em que os sujeitos estudados s&o independentes, mas a
informacdo sobre uma varidvel é coletada repetidas vezes ao longo do tempo,

ou em situacdes em que um mesmo sujeito é submetido a diferentes grupos,
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estas observacdes sdo correlacionadas. E possivel também que os sujeitos
dividam caracteristicas em comum, e, portanto, ndo possam ser considerados
independentes. Neste caso pode haver uma estrutura natural de correlacao
entre 0s sujeitos, no que cabe perfeitamente o exemplo de cultura celular. O
primeiro caso é conhecido como medidas repetidas, e o segundo caso, como
dados agrupados (clustered data). A correlacdo, nestes casos, pode ocorrer, ja
que as observacdes feitas em um mesmo individuo ou em um mesmo grupo
tendem a ser mais semelhantes do que as observacdes de individuos

diferentes ou de diferentes grupos (Guimaraes 2012).

No presente estudo, foram utilizadas amostras de um tipo de tecido
(endométrio) provenientes de sete pacientes diferentes. No esquema
experimental das culturas, as células estromais endometriais de cada paciente
foram submetidas a quatro diferentes grupos. Desta forma, fica claro que cada
um dos grupos ndo pode ser tratado de forma independente, havendo
correlagcdo tanto entre os diferentes grupos (tecido proveniente do mesmo

paciente) caracterizando uma relacdo de dependéncia entre as variaveis.

Os modelos tradicionais de regressdo, como o General Linear Model
(GLM), tém uso limitado devido a suposicdo de independéncia entre o0s
sujeitos. Este modelo, se utilizado para dados correlacionados, pode levar a
inferéncias estatisticas incorretas devido a distorcdes nas estimativas dos
parametros e de seus erros padroes. Uma alternativa seria a utilizacdo da
Andlise de Variancia (ANOVA) de medidas repetidas para avaliar mudancas
em um desfecho continuo ao longo do tempo e comparar estas mudancas
entre grupos. Entretanto, além deste método ser utilizado somente para
desfechos com distribuicdo normal, ndo permite ajuste para exposi¢coes que se
modifiqguem ao longo do tempo, além de necessitar de balanceamento em

relacdo ao numero de repeticdes (Guimaraes 2012).

O GEE estima coeficientes de regressdo e erros padroes com
distribuicbes amostrais normais e ndo normais. Pode ser utilizado para testar
efeitos principais e interacfes, permitindo avaliar varidveis independentes

categoricas ou continuas. Este método deve ser utilizado quando o objetivo da
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analise estatistica € descrever a esperanca da variavel resposta em funcao de
um conjunto de covariaveis considerando a correlagdo entre as observacdes
(Guimarées 2012).

Para todos os testes, as diferencas encontradas foram consideradas
significativas quando p < 0,05. Todas as analises foram feitas com o programa
SPSS 18.0 (Statistical Package for the Social Sciences).

5.17 Locais de realizacédo do projeto

Os experimentos foram realizados nos Laboratérios de Biologia
Molecular Endocrina e Tumoral, Departamento de Fisiologia, UFRGS e no
Laboratério de Ginecologia e Obstetricia Molecular, Centro de Pesquisa no
HCPA, que dispdem da infraestrutura necesséria para a execucdo dos

procedimentos utilizados neste projeto.



6 RESULTADOS

O estudo teve seus resultados divididos em trés capitulos:

Cultura celular de células estromais endometriais humanas

Andlise da proliferacdo celular em cultura de células estromais
endometriais em ambiente hiperinsulinémico sob o efeito da

metformina

Expressdo génica e proteica da IL-11 e do LIF em cultura de
células estromais endometriais em ambiente hiperinsulinémico sob

o efeito da metformina



6.1 Capitulo I: Cultura celular de células estromais endometriais

A partir da coleta endometrial de 14 pacientes histerectomizadas, foram
realizadas um total de 14 culturas, sendo que 7 foram concluidas com sucesso
e sem interveniéncias, ou seja, mostraram-se aptas para avaliacdo das
intervencdes, passando por todas as etapas descritas na figura 4 do item 5.6
da Metodologia (pagina 39). Dessas, todas apresentaram morfologia
caracteristica. Dos 50% restantes, 3 culturas (21,42%) nao tiveram
continuidade pois as células néo se diferenciaram, apesar de terem aderido; 2
culturas apresentaram contaminacao por bactérias e 2 foram descartadas por
apresentarem numero insuficiente de células (Figura 5). Desse total que ndo
obteve sucesso, as células foram descartadas cerca de 3 a 5 dias ap0s inicio

do processo de cultura celular, antes da divisdo dos grupos.

60% - Concluséao das Culturas

50% -

40% -

30% -

20% -

N l i B

0% )
Concluida Contamlnada Poucas

dlferenC|ada células

Figura 5. Percentual de culturas aptas e ndo-aptas para avaliagdo das intervencdes.
50% de culturas concluidas com sucesso

No inicio do cultivo, quando as células ainda ndo se aderiram a placa,
elas apresentam um formato redondo ou irregular, com limites citoplasmaticos
mal definidos, variando em tamanho (Figura 6-A). ApOs a aderéncia, as células
estromais se caracterizam por seu aspecto fusiforme ou em formato estrelado
(Figura 6-B).



50

Figura 6. Células estromais endometriais em cultura. Imagens obtidas por microscépio
invertido de contraste de fase, demonstrando sua morfologia caracteristica em
monocamada: A) Primeiro dia de cultivo ap6s semeadura, células ndo aderidas; B)
Células diferenciadas em monocamada apés 12 dias de cultivo.

As células estromais crescem em monocamadas, formando ilhas de
alta densidade celular a partir de um aglomerado ou mesmo de uma Uunica
célula, e apoés alguns dias de cultivo apresentam confluéncia superior a 80%,
como pode ser visto na Figura 6-B.

6.1.1 Discussao do Capitulo |

As condi¢cdes ideais de cultivo primario de células estromais
endometriais, onde estas células sao capazes de aderir, diferenciar e proliferar-
se ja estdo bem descritas na literatura (Arnold, Kaufman et al. 2001; Germeyer,
Jauckus et al. 2011). Apesar disso, houve alguns testes adicionais para o
estabelecimento e padronizacdo dessa cultura celular em nosso Laboratorio
(Machado 2013), com o intuito de analisar variaveis como tempo de tratamento,

meio de cultivo e concentracdes dos hormonios e da metformina.
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Pela variabilidade inerente entre os individuos, o cultivo celular nem
sempre atinge a expectativa esperada, como pode ser visualizado pelo alto
indice de insucesso das células submetidas ao cultivo (50% das culturas).
Ainda, por se tratar de uma amostra restrita em tamanho, existe o obstaculo do
namero total de células que pode ser obtido do tecido coletado, o0 que restringe
0S grupos experimentais do estudo. Entretanto, estudos envolvendo tecido
endometrial podem contribuir para o esclarecimento dos mecanismos
envolvidos em desordens reprodutivas e auxiliar no desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas. Para isso, € importante o conhecimento da fisiologia
endometrial e uma maneira eficiente de obter informacdes a esse respeito €
por meio de cultivo de células endometriais. Estudos in vitro sdo necessarios
para estudar aspectos fisiolégicos da biologia endometrial, além de permitir a
avaliacdo de efeitos de medicacdes (Schutte and Taylor 2012). Culturas em
monocamada de células humanas sdo extremamente informativas, embora néo
possam ser usadas para estudar as complexas interacdes célula-célula ou o
remodelamento tecidual (Schutte and Taylor 2012). No entanto, para o objetivo
desse estudo, a cultura em monocamada das células estromais endometriais
foi adequada, proporcionando um método confiavel para avaliar a agdo da
metformina sobre a expressao da IL-11 e LIF.

Outros modelos tém sido usados, porém com diferentes abordagens.
Para pesquisas que envolvem a interacdo endométrio com o embrido (Arnold,
Kaufman et al. 2001) ou a invaséo do cancer endometrial (Arnold, Lessey et al.
2002), sao cada vez mais comuns o uso de culturas tridimensionais, que
incluem as células epiteliais e matriz extracelular, além das células estromais.
Ainda, para estudos que procuram estudar comunicacdes celulares, existem as
coculturas (Schutte and Taylor 2012). A cultura de células endometriais
coletadas a partir de histerectomia, fluido peritoneal, biépsia endometrial ou
curetagem do endométrio, tem sido usada depois de separar células estromais
das glandulas epiteliais (Kamelle, Sienko et al. 2002). Mais recentemente,
células coletadas a partir de secre¢cdes menstruais foram transpostas para
cultura com sucesso (Lu, Wang et al. 2009). Ja a avaliacdo clinica do

endométrio pode ser realizada através de ultrassom, bidpsia endometrial,
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analise de secrecfes uterinas. Essas técnicas tém sido intensivamente
estudadas e opcdes terapéuticas para melhorar a funcdo endometrial tém sido

sugeridas e testadas (Strowitzki, Germeyer et al. 2006).

Essencial para o perfeito funcionamento do endométrio e
estabelecimento da gravidez é uma adequada decidualizacédo (Dimitriadis, Nie
et al. 2010). Uma decidualizagéo inadequada pode contribuir para infertilidade
(Ramathal, Bagchi et al. 2010). Um estudo revelou que células estromais do
endomeétrio isoladas de mulheres inférteis ndo decidualizavam efetivamente in
vitro como aquelas isoladas de mulheres com fertilidade normal (Karpovich,
Klemmt et al. 2005). O uso de células estromais ndo decidualizadas foi,
previamente, relatado como modelo de um endométrio ndo receptivo, uma vez
que a decidualizacdo é primordial para a implantacdo (Gellersen, Reimann et
al. 2010). Esse processo, que acontece na segunda fase do ciclo menstrual,
determina a receptividade endometrial e € caracterizado pela diferenciacéo das
glandulas endometriais em um estado altamente secretério e uma producdo
alterada da adesao da superficie celular e de moléculas da matriz extracelular
do epitélio luminal (Oreshkova, Dimitrov et al. 2012). No compartimento
estromal, os fibroblastos nas regides periarteriolares sofrem uma diferenciacao
em células deciduais distintas morfologica e funcionalmente (Ramathal, Bagchi
et al. 2010; Oreshkova, Dimitrov et al. 2012). Estudo prévio também avaliou o
efeito da insulina nesse processo, concluindo que esse horménio reduz a
decidualizacao (Lathi, Hess et al. 2005). No mesmo modelo de cultura celular,
Germeyer e colaboradores (2011) verificaram que a metformina também
interfere no processo decidual, reduzindo-o (Germeyer, Jauckus et al. 2011),
fato que deve ser levado em consideragdo pelos clinicos ao indicarem essa

medicacdo no tratamento da SOP.

A decidualizacao in vitro das células estromais endometriais € possivel
com a incubacdo de progesterona ou AMPc (Ramathal, Bagchi et al. 2010).
Contudo, a incubacéo sequencial com estrogénio e progesterona é um modelo
mais fisioldgico. No caso do estudo presente, a progesterona foi escolhida para
inducdo desse evento. Os principais produtos de secrecdo das células

decidualizadas séo a prolactina e o IGFBP-1 (Ramathal, Bagchi et al. 2010).
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Enfim, embora com algumas limitacées, o método de cultura celular
descrito nesse trabalho permite avaliar os efeitos de diferentes tratamentos,
fornecendo uma valiosa ferramenta para o estudo da expressao génica e
secrecdo de proteinas importantes no periodo de decidualizacdo, essencial

para ocorréncia da implantacao.



6.2 Capitulo Il: Analise da proliferacdo celular em cultura de células
estromais endometriais em ambiente hiperinsulinémico sob efeito da

metformina

A proliferacdo celular foi avaliada através do ensaio de MTT, que
também verifica a viabilidade das células (Figura 7). O ensaio foi realizado no
altimo dia da cultura, apds tratamento com metformina por 48 horas e cultivo
com insulina desde a semeadura. As células mantiveram-se viaveis durante
todo o periodo de cultivo, apresentando aumento significativo na proliferacéo
celular no grupo hiperinsulinémico (EPI) em relacdo ao grupo controle (EP)
(P=0,045). O tratamento com metformina causou uma reducdo importante na
proliferacdo celular, evidenciando sua acao antiproliferativa, como pode ser
visualizado nos grupos EPM e EPIM, comparados aos grupos EP e EPI,
respectivamente (P=0,015 e P=0,022). O grupo controle mostrou-se diferente
de todos os outros. Os grupos EPM e EPIM mostraram-se iguais
estatisticamente, indicando que o tratamento com metformina em ambiente
hiperinsulinémico num periodo de 48 horas foi capaz de reduzir a proliferacéo

celular no mesmo nivel do controle.

Andlise da proliferacao celular
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Figura 7. Proliferagdo de células estromais endometriais em meio de cultura contendo
estrogeno e progesterona (EP) adicionado de insulina (1), tratamento com metformina
(M) por 48 horas. Valores apresentados como média + erro padrédo. * diferente de EP
# diferente de EPI P<0,05 N=5
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6.2.1 Discusséo do Capitulo 1l

Para avaliar a proliferacdo celular e viabilidade celular em estudos in
vitro existem inumeras técnicas, desde a contagem direta de células a métodos
mais aprimorados que medem diretamente o conteido de DNA ou a sintese de
DNA (Clynes 1993; Chehrehasa, Meedeniya et al. 2009). O método escolhido
nesse trabalho foi o do MTT, que constitui uma técnica indireta baseada no
metabolismo celular através da atividade mitocondrial das células, de maneira
que o produto da reacdo de reducdo (azul de Formazan) € proporcional a
respiracdo celular e, indiretamente, ao numero de células viaveis em cultura.

Isso permite a inferéncia quantitativa de células (Mosmann 1983).

No presente estudo, observou-se um aumento na proliferagédo celular
no grupo tratado com concentracdes suprafisiologicas de insulina,
corroborando com o fato de que a insulina age promovendo a mitose no
endométrio (Strowitzki, von Eye et al. 1993). Quando as células que estavam
em ambiente hiperinsulinémico e foram tratadas com metformina, mostraram
uma reducdo na sua proliferacdo. Esse resultado estd de acordo com a
literatura prévia, que tem mostrado o importante efeito antiproliferativo da
metformina. Takemura e colaboradores encontraram o0 mesmo efeito em
células estromais com endometriose, utilizando a mesma dose de metformina

em igual tempo de tratamento (Takemura, Osuga et al. 2007).

Condi¢des associadas com altos niveis de insulina, como obesidade e
SOP estdo ligadas a incidéncia aumentada de cancer endometrial, pois agem
influenciando a proliferagdo endometrial por meio de ag¢des diretas ou indiretas
(Bjorge, Stocks et al. 2010; Li and Shao 2014). A insulina ja mostrou um efeito
carcinogénico em camundongos, ao ser administrada por periodo prolongado a
doses farmacologicas, estando bem estabelecido que a hiperinsulinemia pode
ser um dos fatores patogénicos responsavel pela iniciacdo e progressao do
cancer (Mu, Zhu et al. 2012).

A metformina, biguanida oral para tratar o DM2, tem sido cada vez
mais usada para o tratamento de outras condi¢cdes associadas com resisténcia

a insulina, especialmente a SOP (Nestler, Jakubowicz et al. 1998; Palomba,
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Falbo et al. 2009). Foi demonstrado que a metformina inibe a proliferacdo de
células em cultura de maneira dose-dependente (Gotlieb, Saumet et al. 2008),
sugerindo que uma acao anticancer dessa droga possa ser mediada, no
minimo em parte, através de um efeito direto nas células cancerosas.
Mecanicamente, a metformina inibe o complexo | da cadeia respiratéria
mitocondrial, reduzindo a sintese de ATP e ativando a via da AMPK atravées de
um aumento na taxa AMP/ATP e consequentemente, inibindo a via da mTOR
(Hanna, Zhou et al. 2012). Contudo, mecanismos independentes da via da
AMPK tém sido propostos, como a acao inibitoria sobre a via da Akt (Wurth,
Pattarozzi et al. 2013). O AMPK é uma proteina quinase serina/treonina
reguladora do metabolismo celular que estd ativa em resposta a deprivacao
nutricional ou estresses patologicos (Hay 2005). Uma vez ativado, o AMPK
fosforilado suprime o mTOR, que através de seus efetores moleculares 4E-BP1
e p70S6, finalmente afetam a transcricdo e traducao celular (Hay 2005).
Inimeras abordagens experimentais tem demonstrado o potencial efeito
terapéutico da inibicdo da mTOR, induzindo drasticos efeitos antiproliferativos e
antiangiogénicos em modelos pré-clinicos (Luo, Zang et al. 2010). Alteracdes
na via da mTOR tem sido fortemente implicada na carcinogénese endometrial.
A PTEN é um regulador negativo dessa via e aparece ausente em mais de
83% de canceres de endométrio tipo | (Hanna, Zhou et al. 2012). Assim, a via
da mTOR constitui um alvo promissor para o tratamento desse cancer, e a
metformina pode ser de grande valia na prevencéo e tratamento do cancer
endometrial. Especialmente devido ao fato de que a resisténcia a insulina e a
obesidade impactam fortemente essa doenca (Cantrell, Zhou et al. 2010;
Hanna, Zhou et al. 2012).

Recentemente, Campagnoli e colaboradores propuseram o uso de
metformina como um agente preventivo de carcinoma endometrial, pois a
metformina juntamente com mudanc¢a no estilo de vida diminui esses fatores,
inibindo a proliferagéo celular endometrial (Campagnoli, Abba et al. 2013). O
efeito antiproliferativo da metformina tem também sido demonstrado em outros
tipos celulares, como em células musculares lisas vasculares (Li, Mamputu et

al. 2005), e em diversos tipos de cancer, como em glioblastomas e linhagens
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de cancer celular de mama, prostata e ovario (Cantrell, Zhou et al. 2010). De
todos esses canceres, o endometrial € o que mais sofre impacto da obesidade
e da resisténcia a insulina (Cantrell, Zhou et al. 2010).

A potencial ligacdo entre a via de sinalizacdo da insulina/IGF e o
cancer tem atraido atencdo substancial durante os udltimos anos. Como
resultado, ha um interesse crescente em alvos dessa via para o tratamento do
cancer (Gotlieb, Saumet et al. 2008). A hiperinsulinemia leva a um aumento do
IGF-1, que por sua vez estimula a proliferacdo endometrial (Mu, Zhu et al.
2012). A insulina e o IGF-1 séo reguladores chave do metabolismo energético
e crescimento e ambos aumentam os niveis de estrogénio livre e levam a um
decréscimo nos niveis séricos de SHBG, consequentemente contribuindo para
qgque mais estrogénio livre influencie o crescimento tumoral (Irwin, de las
Fuentes et al. 1993; Li and Shao 2014).

Em sintese, além do efeito da metformina sobre a reducdo dos niveis
de insulina e reducdo de crescimento de diferentes tipos de linhagens de
cancer, nesse modelo celular utilizando células estromais submetidas a
ambiente hiperinsulinémico, a metformina também apresentou importante efeito

antiproliferativo.



6.3 Capitulo Ill: Expressédo génica e proteica da IL-11 e do LIF em cultura
de células estromais endometriais submetidas a ambiente

hiperinsulinémico sob o efeito da metformina

Os resultados da expressdo do RNAmM dos genes das citocinas IL-11 e
LIF foram obtidos por reacdo de PCR em tempo real a partir de transcricao
reversa (Figuras 8 e 9). Nao houve diferengas na expressao desses genes

entre 0s grupos experimentais.
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Figura 8. Expressdo génica da IL-11 em cultura de células estromais endometriais
contendo estrégeno e progesterona (EP), adicionado de insulina (I: ambiente
hiperinsulinémico) e tratamento com metformina (M) por 48 horas. Expressdo do
RNAm da IL-11 normalizada pelo gene HPRT1 e expressa em unidades arbitrarias
(UA). Resultados apresentados como meédia + erro padrdo (N=7/grupo)
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Figura 9. Expresséo génica do fator inibidor de leucemia (LIF) em cultura de células
estromais endometriais contendo estrégeno e progesterona (EP), adicionado de
insulina (I: ambiente hiperinsulinémico) e tratamento com metformina (M) por 48 horas.
Expressdo do RNAmM normalizada pelo gene HPRT1 e expressa em unidades
arbitrarias (UA). Resultados apresentados como média * erro padrao (N=5-6/grupo).

A avaliagdo da expressao proteica da IL-11, assim como na avaliagédo
da sua expressao génica, ndo encontrou diferencas ao se comparar 0S grupos
experimentais entre si (Figura 10). Nao foi possivel detectar o LIF no

sobrenadante das células estromais.
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Figura 10. Expresséo proteica de IL-11 em cultura de células estromais endometriais
contendo estrdgeno e progesterona (EP), adicionado de insulina (I: ambiente
hiperinsulinémico) e tratamento com metformina (M) por 48 horas, determinada por
ensaio imunoenzimatico de ELISA, corrigido pelo numero total de proteinas
(N=6/grupo).

6.3.1 Discussédo do Capitulo IlI

Os mecanismos fisioldgicos e moleculares subjacentes a implantacéo
do embrido permanecem parcialmente compreendidos. No entanto, nos anos
recentes um maior corpo de literatura tem emergido, na medida em que
técnicas de analises protebmicas, epigenéticas, e andlise de secrecdes e
fluidos endometriais, tém identificado moléculas chave no processo de
implantacdo e potenciais marcadores para receptividade endometrial
(Strowitzki, Germeyer et al. 2006; Garrido-Gomez, Dominguez et al. 2011;
Grimaldi, Christian et al. 2012). Atualmente sabe-se que 0s requisitos para o
sucesso da implantagédo dependem de uma comunicac¢ao sincronizada entre o
embrido e o endométrio, com desenvolvimento apropriado tanto do blastocisto
como do endométrio, de maneira que este se encontre em um estado
receptivo. Diversos eventos celulares e moleculares complexos estéo
envolvidos durante o processo de implantacdo (Singh, Chaudhry et al. 2011).
Da perspectiva das células estromais do endométrio, o blastocisto ird exercer

um significante impacto sobre a expressao génica dessas células, assim como
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a insulina pode também pode exercer efeitos nesse ambiente (Strowitzki,

Germeyer et al. 2006).

Embora, recentemente, haja sofisticadas pesquisas na area, como a
seleta selecdo de embrides ou o tratamento com indutores da ovulagcédo, néao
necessariamente aumentam as taxas de implantacdo (Strowitzki, Germeyer et
al. 2006), e o endométrio continua relegado a segundo plano quando
comparado ao ovério, embrido ou o processo de fertilizacdo (Casper 2011).
Além disso, faltam biomarcadores confiaveis que possam predizer a
receptividade uterina. Tratando desse contexto, 0 modelo celular descrito no
presente estudo foi utilizado para analisar a expressao génica e proteica da IL-
11 e LIF e a acdo da metformina sobre elas. Na biologia reprodutiva essas
citocinas tém demonstrado papel essencial no processo de implantacéo,
participando da decidualizacdo do endométrio no periodo da janela de
implantacéo, periodo em que é maior a probabilidade de o embrido implantar
(Marwood, Visser et al. 2009; Singh, Chaudhry et al. 2011). Estudos em
roedores ja provaram sua importancia nesse processo, fato comprovado
quando transposto para estudos em humanos, sejam in vitro ou
epidemiologicos. Roedores nocaute para o gene do LIF, IL-11 ou IL-11R néo
permitem a implantacao, e mulheres inférteis mostram niveis reduzidos dessas
citocinas quando comparadas a mulheres férteis (Robb, Li et al. 1998; Fouladi-
Nashta, Jones et al. 2005). A regulacdo da expressao da IL-11 e do LIF é feita
primordialmente pela progesterona (Paiva, Menkhorst et al. 2009),
predominante na fase secretdéria do ciclo quando essas citocinas séao
expressas. Por essa razao esse horménio foi administrado em todos 0s grupos
experimentais, além de ela ser um dos principais reguladores da

decidualizagéo.

O cultivo das células estromais do endométrio foi escolhido por esse
estudo uma vez que a expressao da IL-11 e do LIF ja foi descrito previamente e
séo essas células que irdo direcionar o crescimento e diferenciacdo do epitélio
sobrejacente (Arnold, Lessey et al. 2002). Adicionalmente, as células estromais
endometriais tém mostrado prover um substrato receptivo para invasdo do

blastocisto e protegé-lo através de mecanismos de defesa contra o estresse
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oxidativo, auxiliando na tolerancia imunologica do feto (Weimar, Macklon et al.
2013).

Estados hiperinsulinémicos prejudicam a fertilidade feminina (Diamanti-
Kandarakis and Papavassiliou 2006; Traub 2011), e essa associacdo tem sido
estudada em algumas disfuncées endocrinoldgicas e/ou reprodutivas como
obesidade, SOP e aborto recorrente (Pasquali, Patton et al. 2007; Boutzios,
Karalaki et al. 2013; Wu, Divall et al. 2013). Com base nisso, a metformina, um
insulino-sensibilizante utilizado ha anos na pratica clinica, tem ampliado suas
sugestbes de uso, desde desordens reprodutivas como a SOP até, mais
recentemente, o cancer. E a partir dessa nova abordagem do uso da
metformina, esse trabalho propds avaliar sua acédo sobre citocinas importantes
da implantacdo humana em um modelo de cultura celular de endométrio
hiperinsulinémico. Entretanto, contrariando as hipoteses iniciais de que a
insulina diminuiria a expressao da IL-11 e do LIF enquanto a metformina
aumentaria a expressao dessas, ndo foi possivel observar diferencas entre os
grupos propostos. Mikolajczyk e colaboradores (2012) também avaliaram a
expressao génica e proteica de IL-11 e LIF em mulheres inférteis e mulheres
férteis pelos mesmos métodos desse estudo, e nado verificaram nenhuma
diferenca entre os grupos (Mikolajczyk, Wirstlein et al. 2006). J& Ledee-Bataille
et al. encontraram uma correlacdo inversa entre concentracfes de LIF em
amostras de fluido uterino e a probabilidade do sucesso de implantacéo
(Ledee-Bataille, Lapree-Delage et al. 2002), apesar da maioria das evidéncias
convencer o contrario (Robb, Dimitriadis et al. 2002; van Mourik, Macklon et al.
2009). Ao se analisar o efeito quantitativo dessas citocinas, Calluwaerts (2002)
aponta que baixas doses de IL-11 melhoram a implantacdo do blastocisto,
porém altas doses prejudicam a decidualizacdo, essencial para implantacao
(Caluwaerts, Pijnenborg et al. 2002). Tal resultado levanta a hipétese de que
mudangas sutis na concentragdo dessas citocinas podem alterar
significativamente sua natureza de agdo, ou seja, pode existir quantidade
consideravel de IL-11 ou LIF no ambiente pré-implantagdo sem que,

obrigatoriamente, essa grande quantia aja de maneira favoravel a implantacao.
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A andlise proteica da IL-11 também se mostrou igual entre 0s grupos.
Além disso, ndo se detectou a proteina LIF no sobrenadante das células
estromais de endométrio através do ELISA especifico para essa citocina. Em
outro estudo que utilizou o mesmo kit imunoenzimatico para avaliar a
expressdo da proteina LIF em homogenato endometrial de suinos, LIF néo foi
detectado (Blitek, Morawska et al. 2012). No entanto, tais fatos nao indicam
que o endométrio ndo secreta o LIF, conforme discutido por Tawfeek (2012)
que relatou o conflito existente entre os diferentes resultados devido ao uso de
diferentes kits ELISA. Segundo esse autor, os kits ELISA comercialmente
disponiveis estdo longe da equivaléncia, e diferem principalmente em sua
habilidade de detectar a proteina glicosilada. Sabe-se que a proteina LIF
humana é altamente glicosilada, e essa porcdo de acucar pode representar
cerca de 50% do peso total da proteina naturalmente produzida (Tawfeek, Eid
et al. 2012). Dessa maneira, muitos epitopos podem ser mascarados e o LIF
pode acabar ndo sendo detectado por anticorpos em alguns kits. Somado a
isso, a expressdo do LIF comparada a da IL-11 é temporalmente anterior no
ciclo menstrual, ocorrendo entre a fase secretoria inicial e média, enquanto que
a expressao de IL-11 predomina na fase secretérias tardia, quando as células
ja decidualizaram por completo (Cork, Li et al. 2001; Dimitriadis, Robb et al.
2003; Karpovich, Klemmt et al. 2005). Pode ser que esse modelo, por induzir a
decidualizacdo através do tratamento com progesterona, possa ter privilegiado
a expressao de IL-11 em relagéo ao LIF. Além disso, em termos quantitativos,
a expressdo de LIF pelas células estromais, é inferior quando comparada a
expressdo de IL-11(Cork, Li et al. 2001; Marwood, Visser et al. 2009; Singh,
Chaudhry et al. 2011).

Outro fator que pode explicar a dificuldade de encontrar diferencas nas
expressdes dessas citocinas é o fato de que as células estromais do
endométrio secretam menor quantidade de citocinas comparadas as células
epiteliais endometriais (Marwood, Visser et al. 2009; Paiva, Menkhorst et al.
2009), evidenciado pela baixa expressao visualizada através do RT-PCR.
Adicionalmente, pode-se considerar que a imensa variabilidade de resultados

encontrada em culturas celulares humanas somada ao fato de que nao foi
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possivel utilizar todas as culturas na analise estatistica, tenham contribuido

para isso, visto que o niumero amostral ficou reduzido.

Outra observacéo a ser feita € em relacdo ao tempo de tratamento com
metformina. O periodo de 48 horas de tratamento com metformina pode néo ter
sido suficiente para desenvolver uma resposta na expressdo do RNAm dos
genes em estudo, assim como na secre¢ao das citocinas. A influéncia da
insulina nas células estromais parece ser maior com a incubacdo de
metformina a longo prazo, uma situacédo encontrada em mulheres anovulatérias
com SOP tratadas com metformina, em que € necessario de semanas a meses

para restaurar a ovulacao (Germeyer, Jauckus et al. 2011).

Os estudos in vitro que tém como objetivo avaliar a acdo da metformina
geralmente variam o tempo de incubacao de 24 a 96 horas (Gotlieb, Saumet et
al. 2008; Zhang and Liao 2010; Tan, Adya et al. 2011). O tempo de 48 horas ja
foi considerado de curto prazo por estudo prévio semelhante a esse
(Germeyer, Jauckus et al. 2011), embora tenha sido capaz de alterar
favoravelmente a expressdo de IL-8 e IL-1B3, e por isso esse tempo foi
escolhido nesse modelo. Essas citocinas, também importantes fatores na
implantacédo, tiveram sua expressdo diminuida quando tratadas com alta
concentragdo de insulina, aumentando substancialmente sua expressdo
quando tratadas com metformina (Germeyer, Jauckus et al. 2011). Nosso
grupo, por meio de igual metodologia, avaliou as mesmas citocinas,
encontrando diferenca na expresséao de IL-18 no tempo de 48 horas, tendo o
tempo de 24 horas se mostrado insuficiente para causar efeito na expresséo
(Machado 2013). Contrariando esses achados, Takemura (2007) observou a
reducdo da IL-8 e IL-1B3, em cultura de células estromais com endometriose
tratadas com metformina. No entanto, é possivel que a inflamag&o proveniente
da endometriose induzida nesse modelo possa ter interferido no resultado
(Takemura, Osuga et al. 2007). Esse autor aponta que a metformina parece
exercer um papel anti-inflamatdrio através da reducdo da secrecdo de citocinas
pré-inflamatérias e sugere que a via da AMPK pode estar envolvida nesses
efeitos anti-inflamatorios (Takemura, Osuga et al. 2007). Ja foi relatado na

literatura que a familia da IL-6, da qual a IL-11, e o LIF tém efeito pleiotropico,
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podendo ter tanto efeitos anti- como pro-inflamatorios (Cork, Li et al. 2001; van
Mourik, Macklon et al. 2009).

Ao se tratar das doses de metformina usualmente utilizadas em
estudos in vitro, estas variam de 0,01 a 5 mM (Cantrell, Zhou et al. 2010),
estando a dose desse estudo dentro dessa faixa — 1mM. Essas doses podem
ser consideradas supraterapéuticas quando comparadas as doses utilizadas
em pacientes diabéticos, a dose maxima recomendada na clinica € de 2250
mg/dia (Cantrell, Zhou et al. 2010). Em estudos clinicos farmacocinéticos,
niveis terapéuticos medidos em voluntarios saudaveis variam de 0,5 a 2,0 mg/l.
Foi sugerido que a dose equivalente in vitro € 20 uM (Cantrell, Zhou et al.
2010). Entretanto, € importante considerar que as células em cultura crescem
sob condi¢des hiperglicEmicas em ambiente com abundéancia de nutrientes. Os
meios de cultura por si s6 contém altas doses de glicose e 5-10% de soro
bovino fetal é tipicamente adicionado, podendo resultar em estimulacdo de
crescimento excessivo (Cantrell, Zhou et al. 2010). No caso do presente
estudo, o meio continha alta concentracdo de glicose e 10% de soro bovino foi
adicionado, o que pode ter dificultado a acdo da metformina. E possivel que
com uma dose maior de metformina fosse achado diferengas entre 0os grupos.
Sem duvida, isso constitui uma limitacdo inerente de estudos in vitro e pode ser
uma explicacdo viavel para as altas doses necessarias para visualizar os
efeitos da metformina em cultura celular comparado as doses usadas em

pacientes diabéticos.

Embora haja claras evidéncias de que a hiperinsulinemia interfira na
fertiidade feminina e de que a metformina venha mostrando relevante papel
em desordens da reproducdo, no modelo proposto ndo foi possivel encontrar
diferencas na expressdao da IL-11 e do LIF, citocinas importantes na
implantacdo do embrido humano. Considerada a complexa regulacdo de todos
os fatores considerados nessa pesquisa e suas multiplas inter-relagbes, mais
estudos sao requeridos para desvendar 0s mecanismos gque orquestram essa

intrincada rede.



7 CONCLUSAO

O uso da cultura celular de células estromais de endométrio humano
permitiu a avaliagéo dos efeitos da metformina e da insulina sobre a expressao
das citocinas IL-11 e LIF. O tratamento com metformina nesse modelo
submetido a ambiente hiperinsulinémico evidenciou uma significativa acéo
antiproliferativa sobre as células estromais endometriais, sugerindo um
importante papel desse insulino-sensibilizante na reprodugéo feminina, seja no
contexto do cancer endometrial, seja na adaptacdo do endométrio para uma

possivel implantacéo.

Ao se analisar a expressao génica da IL-11 e do LIF, se verificou uma
alta variabilidade de respostas in vitro, ndo sendo possivel encontrar diferencas

na expressédo dessas citocinas.

Embora haja claras evidéncias de que a hiperinsulinemia interfira na
fertilidade feminina e de que a metformina venha mostrando relevante papel
nesse aspecto, no modelo proposto ndo foi possivel encontrar diferencas na
expresséo da IL-11 e do LIF, citocinas importantes na implantacdo humana.
Considerada a complexidade da regulacdo de todos os fatores considerados
nessa pesquisa e a diversidade nas suas interacdes, mais estudos sao

necessarios para elucidar os mecanismos que dirigem essa intrincada rede.
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8 PERSPECTIVAS

Em frente as fortes evidéncias da acdo antiproliferativa da metformina,
pretende-se analisar um marcador de proliferacdo celular de maneira a
comprovar esse efeito. Para melhor compreender o mecanismo de acédo dessa
droga, outra intencéo € avaliar substratos da via da AMPK, para analise direta
do nivel bioquimico em que a metformina esta atuando para promover essa

reducao da proliferacéo celular.

Além disso, o grupo atualmente visa o estabelecimento de um modelo
tridimensional de cultura endometrial, cultivando simultaneamente células
estromais e epiteliais através de matrizes pré-fabricadas, fornecendo uma
ampliacdo de possibilidades na mesma linha de estudo, uma vez que esse
modelo permite a avaliacdo das interacdes entre os diferentes tipos celulares
do endométrio entre si e com a matriz extracelular. Uma vez padronizada a
cultura tridimensional, pretende-se testar maiores doses de metformina, assim
como maior tempo de tratamento, com o objetivo de encontrar as diferencas

hipotetizadas.
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10 ANEXO I: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Projeto: EFEITO DA METFORMINA SOBRE INTERLEUCINA-11 E FATOR INIBIDOR
DE LEUCEMIA EM CULTURA DE CELULAS ENDOMETRIAIS SUBMETIDAS A
AMBIENTE HIPERINSULINEMICO

Pesquisadores:

- Dr. Edison Capp (Laboratério de Biologia Molecular Endocrina e
Tumoral — UFRGS - Fone: (51) 33083559/ (51) 33597625

- Juliana Oliveira Rangel — Aluna de mestrado - Fone: (51) 81081303
Prezada paciente,

Antes de concordar em participar deste estudo é importante que vocé
leia e entenda a explicacdo que se segue sobre os procedimentos propostos.
Se depois de ler este documento existir alguma questdo que vocé nao
compreenda sobre o0 estudo ou sobre os procedimentos, por favor, pergunte ao
pesquisador.

Vocé esta sendo convidada para participar do estudo que estamos
realizando sobre o efeito de um medicamento (metformina) em células
provenientes de endométrio (a camada interna do utero). O objetivo do nosso
estudo € avaliar algumas proteinas importantes no processo de implantacdo do
embrido no Utero materno.

Estamos convidando a senhora para fazer parte deste experimento,
pois quando a Sra. realizar a remocdo do Utero, parte desse 6rgao sera
enviado para exames, no entanto, boa parte ndo sera utilizada. Por isso,
estamos solicitando permissdo para utilizar parte do material que sera
desprezado ap0s a avaliacdo para a utilizagcdo em nossa pesquisa. No inicio do
estudo aplicaremos um breve questionario para obtermos informacfes gerais
de identificacdo, saude geral e ginecoldgica. O questionario ndo deve durar
mais que 10 minutos.

A sua participagdo no estudo ndo trard custos a vocé e a senhora nao
recebera nenhum pagamento pela sua participagao.

Os resultados deste estudo nado trardo beneficios diretos para a senhora.
Porém, no futuro, essas avaliagbes poderdo auxiliar no diagnéstico e
tratamento de doencgas relacionadas a infertilidade. Apos a pesquisa o material
sera descartado e n&o havera nenhum uso comercial do referido material.
Todos os resultados referentes a pesquisa seréo utilizados para fins exclusivos
de pesquisa. Os seus dados serdo mantidos em sigilo, ndo sendo revelados a
outras pessoas que néo os participantes do estudo.
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Qualquer duvida que surja ao longo do estudo basta entrar em contato com o0s
pesquisadores. Em caso de dlvidas éticas, podera entrar em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) pelo telefone 33598304.

Este termo é elaborado em duas vias, ficando uma com a senhora e a outra
com o pesquisador.

Eu, , concordo em
participar do estudo acima nomeado, e afirmo que fui adequadamente
informada sobre a pesquisa, podendo me retirar do estudo quando assim
desejar, sem qualquer prejuizo no seu atendimento na Instituicao.

Nome da paciente:
Assinatura da
paciente:

Nome do Investigador:
Assinatura do
Investigador:

Porto Alegre, de de




