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RESUMO

A endometriose € definida como a presenca de tecido endometrial (glandula e
estroma) fora do Utero (mais precisamente revestimento endometrial). O objetivo foi
desenvolver e validar um modelo de endometriose subcutanea em ratas para estudo
de provaveis mecanismos fisiopatolégicos e do efeito de drogas. Inicialmente, as
ratas (Rattus norvergicus, linhagem Wistar) foram implantadas subcutaneamente
com fragmentos uterinos 4x4 mm para avaliar o crescimento de endometrioma apos
1, 7, 14 e 21dias. Implantes de tecido endometrial foram confirmados por anélise
histologica. O maior ganho de peso relativo do endometrioma foi observado no dia
14 (peso umido relativo 29,1 + 6,79 mg%, peso seco relativo 5,36 + 0,97 mg%).
Posteriormente, os animais foram divididos em grupos e receberam estradiol (2,5
mg/kg, 5 mg/kg, 10 mg/kg sc), acetato de medroxiprogesterona (0,5 mg/kg, 2 mg/kg,
5 mg/kg sc), pamoato de triptorrelina (0,18 mg/kg, 0,56 mg/kg sc) e &acido
acetilsalicilico (3 mg/kg gavagem) no quinto dia apds a implantacdo. Peso Uumido
relativo e seco relativo do endometrioma foram usados como um indicador de
crescimento para o modelo de endometriose. No grupo tratado com estradiol, 0 peso
umido relativo médio e peso seco relativo médio no dia 14 apds a implantacao foi de
36,62 + 4,97 mg% e 3,97 + 1mg % (2,5 mg/kg), 56,37 + 20,19 mg% e 9,11 + 3,85
mg% (5 mg/kg), 173,89 + 69,53 mg% e 27,67 = 10,27 mg% (10 mg/kg),
respectivamente. No grupo tratado com acetato de medroxiprogesterona, os valores
correspondentes foram 13,58 = 2,53 mg% e 2,67 + 0,5 mg% (0,5 mg/kg), 14,29 *
2,07 mg% e 3,71 + 1,31 mg% (2 mg/kg), e 15,33 = 7,08 mg% e 2,68 = 1,44 mg% (5
mg/kg). No grupo tratado com pamoato de triptorrelina, os valores correspondentes
foram 20,04 £ 4,02 mg% e 5,21 + 1,54 m% (0,18 mg/kg), e 10,86 + 1,88 mg% e 1,89
+ 0,29 mg% (0,56 mg/kg). No grupo tratado com &cido acetilsalicilico 3 mg/kg, os
valores correspondentes foram 12,81 + 2,04 mg% e 2,09 £ 0,4 mg%. No grupo de
estradiol, o ganho de crescimento foi dependente da dose: os animais que
receberam 10 mg/kg diferiram significativamente dos animais que receberam doses
mais baixas e a partir de animais nao tratados (p < 0,0001). Em concluséao, o modelo

mostrou ser reprodutivel e facil de usar.

Palavras chave: Endometriose. Modelos Animais. Modelos Animais de Doencas.

Ratos.



ABSTRACT

Endometriosis is defined as the presence of endometrial tissue (gland and stroma)
outside the uterus. The objective of this study was to design a model of
subcutaneous endometriosis in rats for the evaluation of the effect of drugs and the
pathophysiology of endometriosis. Initially, female Wistar rats (Rattus norvergicus)
were implanted subcutaneously with 4x4 mm uterine fragments to evaluate
endometrioma growth after 1, 7, 14 and 21 days. Endometrial tissue implants were
confirmed by histological analysis. The greatest relative weight gain was observed on
the 14th day (wet weight 29.17 = 6.79 mg%,; dry weight 5.36 + 0.97 mg%).
Subsequently, animals were assigned to treatment groups and given either estradiol
(2.5 mg/kg, 5 mg/kg, 10 mg/kg sc), medroxyprogesterone acetate (0.5 mg/kg, 2
mg/kg, 5 mg/kg sc), triptorelin pamoate (0.18 mg/kg, 0.56 mg/kg sc) and
acetylsalicylic acid (3 mg/kg gavage) on the fifth day following implantation. Wet and
dry relative weight of the endometrioma were used as a indicator of growth for model
of endometriosis. In the group treated with estradiol, the average wet weight and dry
weight on the 14 th day following implantation was 36.62 + 4.97 mg% and 3.97 + 1
mg% (2.5 mg), 56.37 £ 20.19 mg% and 9.11 + 3.85 mg% (5 mg), and 173.89 + 69.53
mg% and 27.67 + 10.27 mg% (10 mg), respectively. In the group treated with
medroxyprogesterone acetate, the corresponding figures were 13.58 + 2.53 mg%
and 2.67 + 0.5 mg% (0.5 mg), 14.29 + 2.07 mg% and 3.71 + 1.31 mg% (2 mg), and
15.33 £ 7.08 mg% and 2.68 = 1.44 mg% (5 mg). In the group treated with triptorelin
pamoate, the corresponding figures were 20.04 + 4.02 mg% and 5.21 + 1.54 mg%
(0.18 mg), and 10.86 + 1.88 mg% and 1.89 + 0.29 mg% (0.56 mg). In the group
treated with 3 mg acetylsalicylic acid, the corresponding figures were 12.81 + 2.04
mg% and 2.09 £ 0.4 mg%. In the estradiol group, growth gain was dose-dependent:
animals receiving 10 mg differed significantly from animals receiving lower doses and
from untreated animals (p<0.0001). In conclusion, the model was found to be

reproducible and easy to use.

Key words: Endometriosis. Models, Animal. Disease Models, Animal. Rats
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1 INTRODUCAO

A endometriose é definida como a presenca de tecido endometrial
(glandulas e estroma) fora do leito endometrial (KITAWAKI et al., 2003; MEDEIROS
e VASCONCELOS, 2011).

Estima-se que sete milhes de mulheres nos Estados Unidos sejam
acometidas por endometriose e mais de setenta milhdes no mundo. Interessante
notar que 3 a 5% de mulheres na pds-menopausa podem apresentar endometriose
(BELLELIS et al., 2010).

A endometriose ndo é doenca exclusiva de mulheres, pois, existem casos
descritos em homens sob terapia estrogénica prolongada para tratamento de
carcinoma prostatico, porém, nesses casos, com localizacdo mais frequente no trato
geniturinario (bexiga, prostata e regido paratesticular) (MEIRELLES; LOSANO;
VIANA,; 2005).

Algumas pacientes portadoras de endometriose sdo assintomaticas. Em
pacientes submetidas a laqueadura tubaria sem sintomas de endometriose, pode-se
fazer o diagndstico em 2 a 18% delas. No entanto, a maioria apresenta sintomas em
diferentes intensidades, sendo os principais sintomas: dismenorreia, dor pélvica
cronica, infertilidade, dispareunia de profundidade, sintomas intestinais e urinarios
ciclicos, como dor ou sangramento ao evacuar ou urinar durante o periodo
menstrual (BELLELIS et al., 2010).

Existem vérias teorias para explicar a origem da endometriose: Teoria da
menstruacdo retrograda ou Teoria da implantacdo de Sampson, da metaplasia
celdbmica, da inducdo, de restos embrionarios e da metastase vascular e linfatica
(SELI; BERKKANOGLU; ARICI; 2003).

1.1 Teoria da menstruacéo retrograda ou Teoria da implantagcdo de Sampson
Esta teoria defende que células endometriais refluem pelas trompas uterinas

durante o periodo menstrual e se implantam no peritdnio da cavidade abdominal.

Para que isso ocorra, € preciso que haja refluxo menstrual, que as células sejam
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vidveis e que elas sejam capazes de se aderirem, de se invadirem, de se
implantarem e de se proliferarem no peritonio (SELI; BERKKANOGLU; ARICI; 2003).

Watkins, em 1938, observou sangue fluindo pelas trompas de Fallopio em
mulheres que foram submetidas a laparotomia durante a menstruacdo (WATKINS
apud SELI; BERKKANOGLU; ARICI, 2003). A presenca de sangue na cavidade
abdominal foi observada em mulheres que foram submetidas a dialise peritoneal
(BLUMENKRANTZ et al., 1981). Estudos com laparoscopia demonstraram que a
menstruacao retrograda ocorre em 76 a 90% das mulheres com tubas uterinas
pérvias (HALME et al., 1984; LIU; HITCHCOCK, 1986).

1.2 Teoria da metaplasia celdmica

A Teoria da metaplasia celdmica defende que a endometriose se
desenvolve de metaplasia de células do peritbnio pélvico (METZGER; HANEY,
1989). Estimulo infeccioso, hormonal ou outros podem resultar em metaplasia das
células do peritbnio e resultar na endometriose (MEYER apud SELI;
BERKKANOGLU; ARACI, 2003). Através de estudos embriol6gicos, mostrou-se que
o peritbnio pélvico, o epitélio germinativo do ovario e ductos mdillerianos sdo
derivados do epitélio da parede celdbmica. A ocorréncia de endometriose em homens
€ vista como uma comprovacéao da teoria celdmica (SCHRODT; ALCORN; IBANEZ,
1980 e OLIKER; HARRIS, 1971).

1.3 Teoriada inducéao

A teoria da inducdo propbe que fatores bioquimicos ou imunolégicos
endégenos induzam células indiferenciadas a se diferenciar em tecido
endometriético. Essa teoria é suportada apdés uma experiéncia em que amostras de
utero de coelhas gravidas foram implantadas no tecido subcutaneo, que foi
estimulado com gonadotrofinas imediatamente antes do implante. Sete dias apos,
verificou-se células com caracteristicas de endométrio e formacao cistica no tecido
ao redor (LEVANDER; NORMANN, 1955).

1.4 Teoria dos restos embrionéarios
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A teoria de restos embrionarios defende que restos celulares, de origem
mulleriana, seriam ativados por estimulos especificos para diferenciarem-se em
endométrio. Essa teoria poderia explicar alguns casos de endometriose relatados
em homens (VON RECKLINGHAUSEN; RUSSEL apud SELI; BERKKANOGLU;
ARICI, 2003).

1.5 Teoria da metastase vascular e linfatica

Sampson demonstrou a presenca de tecido endometrial no interior de
veias uterinas de mulheres com adenomiose (SAMPSON apud SELI,
BERKKANOGLU; ARICI, 2003). Foi encontrado endometriose em 6,7% de ndodulo
linfatico de 178 autdpsias e em 6,5% de 153 mulheres que se submeteram a
linfadenectomia (JAVERT, 1952). Essa teoria poderia explicar endometriose em
0sso, musculo, cérebro, nervo, pulmdo, espaco vertebral e extremidades
(JUBANYIR, 1997).

1.6 Sobrevivéncia e crescimento dos implantes

A teoria da implantagcdo é a mais aceita para o desenvolvimento da
endometriose. Porque, somente algumas mulheres desenvolvem a doenca, ainda
nao se sabe. Cinco etapas sdo necessarias para o desenvolvimento da leséo
endometribtica: adesao das células endometriais ao peritbnio, invasao das células
endometriais no peritdnio, recrutamento de células inflamatérias subsequentes ao
implante, angiogénese ao redor do implante e proliferacéo celular endometrial (SELI,
BERKKANOGLU; ARICI, 2003).

Fragmentos de endométrio na fase proliferativa e secretoria, juntamente
com peritbnio, foram cultivados por um periodo de 24 a 48 horas, sendo encontrado
endométrio aderido tanto no lado epitelial como no ndo epitelial do mesotélio.
Quando foi repetido o experimento, deixando-se a cultura incubada por uma hora, foi
observada a rapida adesdo do endométrio ao peritbnio, confirmando assim, que
células endometriais podem aderir ao mesotélio intacto (WITZ; MONTOYA-
RODRIGUES; SCHENKEN, 1999, 2001).

O &cido hialurénico é produzido e expresso ao longo da membrana das

células mesoteliais, contribuindo para a matriz pericelular, onde & o maior
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componente da matriz extracelular. O principal receptor para o 4cido hialurdnico € o
CD44, células endometriais epiteliais e estromais expressam CD44. O pré-
tratamento de células mesoteliais com hialuronidase diminui a adesao de células
endometriais em 40% (DECHAUD et al., 2001). Esses resultados sugerem que o
acido hialurénico e o CD44, podem estar envolvidos na adesdao inicial do endométrio
ao mesotélio (SELI; BERKKANOGLU; ARICI, 2003).

1.7 Invasao de células endometriais no mesotélio

As enzimas metaloproteinases estdo envolvidas na invasdo do mesotélio.
As metaloproteinases (MMPs) e os inibidores teciduais da matriz metaloproteinase
(TIMPs), desempenham uma fungdo importante na remodelacdo normal do
endométrio que acompanha a menstruacdo (SALAMONSEN; WOOLLEY, 1996). As
metaloproteinases séo responsaveis pela degradacdo dos componentes da matriz
extracelular (varios tipos de colagenos, gelatina, proteoglicanos, laminina,
fibronectina e elastina) (BIRKEDAL-HANSEN, 1993). No endométrio eutdpico, a
expressdo das metaloproteinases é regulada pelos hormdnios (estrogénio e
progesterona) e citocinas durante cada fase do ciclo menstrual. Coincidindo com a
ruptura e a remodelacdo que ocorrem na menstruacao e, durante a fase proliferativa
inicial do ciclo menstrual, ocorre up regulation da expressédo das metaloproteinases
(RODGERS et al.,, 1993). Durante a fase latea, as MMPs sao inibidas pela
progesterona (SELI; BERKKANOGLU; ARICI, 2003). Fatores paracrinos que
medeiam a acdo da progesterona sobre a expressdo das metaloproteinases
endometrial tem sido investigados. Um desses fatores € o fator de transformacéo de
crescimento B (TGF-B), que é produzido pelo estroma endometrial em resposta a
acdo da progesterona e pode suprimir a expressao da MMP-7 epitelial
independentemente da progesterona. Um anticorpo direcionado contra isoformas de
mamiferos de TGF-B (fator de transformacdo do crescimento beta), abole a
supresséo da progesterona na MMP-7 no estroma epitelial de co-cultura, que mostra
0 TGF- como o principal mediador da supressdao da MMP-7 no endométrio humano
(BRUNER et al.,, 1995). Outra citocina que regula a expressao de MMP é a
interleucina-1 alfa (IL-1a), que € um potente estimulador da MMP-3 na fase
proliferativa endometrial em célula de cultura. A exposi¢éo in vivo a progesterona

reduz a estimulacdo da IL-1a sobre a MMP-3 na fase secretoria (KELLER et al.,
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2000). Células do estroma endometrial cultivada e tratada com progesterona
provoca perda da sensibilidade em dobro da IL-1a em estimular a MMP-3. A
capacidade de estimulacdo da IL-1a retorna ao normal com a retirada da
progesterona (OSTEEN et al., 1999). Células endometridticas cultivadas, obtidas de
um modelo de rato, expressam niveis elevados de MMP-3 quando comparadas com
células estromais do endométrio eutdpico de rato, ambas tratadas com
progesterona. A expressao persistente e elevada de MMP-3 se relaciona com niveis
elevados de IL-1a visto nas células do estroma endometridtico tratadas com
progesterona (COX; PIVA; SHARP-TIMMS, 2001). A producéo de IL-la pelas
células endometribticas parece que elas sdo capazes de ultrapassar a supressao
gue a progesterona provoca na expressao da MMP-3, situacdo esta que nao € vista
na cultura de células estromais normais. Ainda ndo se sabe o0 que causa uma
expressdo aumentada de MMP e TIMP (SELI; BERKKANOGLU; ARICI, 2003).

1.8 Sobrevivéncia e proliferacdo das células endometriais ectopicas

Uma resposta imune deficiente, que resulta em uma inadequada retirada
dos debris do sangue menstrual refluido na cavidade abdominal, parece ser o fator
causador da endometriose. Esta doenca estd associada com alteracbes na
imunidade inata e adquirida, tanto ao nivel de componente celular como humoral. O
fluido peritoneal de mulheres com endometriose contém ndamero aumentado de
células imunes, essas células parecem facilitar o desenvolvimento da endometriose
ao invés de inibi-lo. Os leucdcitos, que deveriam retirar as células endometriais da
cavidade peritoneal parecem ajudar na sua proliferacdo, secretando fatores de
crescimento e citocinas. Os produtos secretorios das células imunes, como citocinas
e prostaglandinas, contribuem para dismenorreia, dispareunia e dor pélvica crbnica.
A inflamacdo pélvica pode levar a aderéncias, cicatrizes e obstru¢do das tubas
uterinas, assim como, interferir na foliculogénese, na fertilizacdo e na implantacao do
embrido (SELI; BERKKANOGLU; ARICI, 2003).

Nas mulheres com endometriose, os mondcitos do sangue periférico
apresentam estado de ativacdo aumentado (ZELLER et al., 1987). Os mondécitos do
sangue periférico, tanto em condi¢des basais como estimulados, produzem fator de
necrose tumoral (TNF-a), interleucina-6 (IL-6) e interleucina-8 (IL-8) em niveis
elevados em relacédo a mulheres saudaveis (BRAUN; GEBEL; HOUSE, 1996).
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Macréfagos proprios da cavidade peritoneal removem células vermelhas
sanguineas, fragmentos teciduais danificados, células em apoptose e,
provavelmente, células endometriais que atingiram a cavidade peritoneal atraves
das tubas uterinas. O fluido peritoneal na endometriose apresenta concentracéo, e
namero de macréfagos muito aumentados em comparacdo a mulheres saudaveis.
Eles sdo grandes e ativados que, em condi¢cdes basais e estimulados, produzem
altos niveis de TNF-q, IL-6, IL-8 e interleucina-10 (IL-10) (RANA; BRAUN; HOUSE,
1996). Esses macrofagos produzem também, elevados niveis de prostraglandinas
(PGs), tais como PGE2 e PGF2a (KARCK; REISTER; SCHAFER, 1996).

Os produtos de secrecdo dos macréfagos do peritbnio e dos mondcitos
circulantes, de mulheres com endometriose parecem estimular o crescimento e
manutencdo dos focos de endometriose (LEBOVIC; MUELLER; TAYLOR, 2001). O
liquido peritoneal de mulheres com endometriose em cultura estimula a proliferagéo
de células do estroma do endométrio (SURREY; HALME, 1990). Os mondécitos do
sangue periférico de mulheres com endometriose estimulam a proliferacdo de
células do endométrio em cultura, enquanto os mondcitos de mulheres férteis inibem
a proliferacao de células do endométrio (BRAUN et al., 1994).

Estudos demonstraram uma diminuicdo da atividade citotoxica das células
natural killer contra endométrio autélogo e heterélogo (OOSTERLYNCK et al., 1991;
WILSON et al.,, 1994). Foi evidenciado que as células natural killer tem maior
expressdo de receptores killer-inhibitory (WU et al., 2000), quando estimulados,
esses receptores enviam sinais inibitérios que inibem a atividade citotéxica (SELI,
BERKKANOGLU; ARICI, 2003).

Em relacdo aos linfécitos periféricos, ocorre uma alteracdo qualitativa e
nao uma alteracdo quantitativa em mulheres com endometriose (GLEICHER et al.,
1984; HILL et al., 1988). Os linfécitos T estdo aumentados no liquido peritoneal
(HILL et al., 1988).

As citocinas agem como mensageiros paracrinos e autocrinos dentro do
sistema imune e entre o sistema imune e outros sistemas do corpo. A acdo delas é
mediada por um receptor de citocina especifico. Citocinas e fatores de crescimento
sdo importantes na regulacdo de quimiotaxia, na mitose, na angiogénese e na
diferenciacdo. Parecem estimular a implantacdo e crescimento de endométrio
ectopico por inducdo da proliferacdo e da angiogénese (SELI; BERKKANOGLU;
ARICI; 2003).
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Os fatores de crescimento e citocinas no liquido peritoneal de mulheres
com endometriose induzem a quimiotaxia de células mononucleares a cavidade
peritoneal, o que leva a um aumento da secrecdo de fatores do crescimento e
citocinas. Além disso, estimulam a ades&o de células do estroma endometrial a
fibronectina, facilitando assim, a fixacdo inicial das células endometriais a superficie
do peritonio (GARCIA-VELASCO; ARICI, 1999). Adicionalmente aumentam a
atividade das metaloproteinases que degradam a matriz extracelular, facilitando a
invasdo e induzem a proliferacdo das células estromais do endométrio, que estao
envolvidas no processo de angiogénese (ARICI, 2002).

Igualmente aos implantes tumorais que nao crescem mais do que 1-2 mm
em tamanho, a ndo ser que desenvolva um suprimento sanguineo, o implante de
endométrio necessita desencadear uma resposta angiogénica para sobreviver em
seu novo meio-ambiente (NAP et al., 2004). Foi observado que no modelo de
membrana corioalantdica, o endométrio humano é altamente angiogénico e capaz
de atrair os vasos sanguineos do tecido circundante (MAAS; LE NOBLE;
DULSELMAN, 1999).

Foi observado que mulheres com endometriose apresentavam niveis de
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) no peritbnio bem maior que
mulheres sem endometriose. As concentracdes de fator de crescimento endotelial
vascular apresentaram uma variacdo ciclica, sendo 0s niveis maiores na fase
proliferativa do que na fase secretoria. Interessante observar, que ndo houve
variacao ciclica nas mulheres sadias (McLAREN et al., 1996a).

Receptores expressos pelos macréfagos Fltl e KDR (receptores tirosina
quinase para fatores de crescimento endotelial vascular em células endoteliais)
foram detectados. Durante o ciclo menstrual a expressdo de Fltl foi constante,
enquanto que a expressdo de KDR aumentou na fase litea, quando as células
migraram em resposta ao fator de crescimento endotelial vascular. A expressao de
KDR e a resposta migratoria foram bem maiores nas mulheres com endometriose,
dando a entender que os esterdides ovarianos, regularam a secrec¢do de fator de
crescimento angiogénico dos macrofagos peritoneais. Isso pode explicar a
regressao de endométrio ectopico apos tratamento com antagonista de estrogénio, e
regredindo também a angiogénse (McLAREN et al., 1996b).

O Fator de transcricdo nuclear kappa beta (NF-kB) € um fator nuclear que

se liga a uma sequéncia de 10 pares de bases na regido promotora do gene que
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codifica a cadeia leve k das moléculas de anticorpos das células B, é constituido de
duas subunidades: p65 (conhecida como RelA) e p50. Existem outras descritas
como c-Rel, RelB e p52 (BAEUERLE; BALTIMORE, 1996). O fator de transcricdo
NF-kB € muito superior a outros fatores de transcricdo porque tem muitas acoes, e
pode ser ativado por varios estimulos: glutamato, neutrofinas, proteinas neurotoxicas
(B-amildide), citocinas (interleucina-1 e fator de necrose tumoral), glicocorticoides,
ésteres de forbol, peptideo natriurético atrial, ceramidas, produtos provenientes de
virus e bactérias, irradiacdo ultravioleta, produtos de reacbes de enzimas como a
oxido nitrico sintase induzivel e a ciclooxigenase tipo 2 (O'NEILL; KALTSCHMIDT,
1997). Quando o NF-kB é ativado, induz a expressédo de muitos genes que codificam
citocinas proé-inflamatérias como, quimiocinas, fatores de crescimento, fatores
angiogénicos, moléculas de adesdo [e-selectina, ICAM-1 (Intercellular Adhesion
Molecule), VCAM-1 (Vascular cellular adhesion molecule)]. Induz também enzimas
como a oOxido nitrico sintase indutivel (lONS) e a ciclooxigenase-2 (COX-2) (GUO,
2007).

O NF-kB encontra-se no citoplasma ligado a uma proteina inibitéria (1kB)
que impede a translocacdo do NF-kB para o nucleo, sendo necesséria a fosforilacao
e degradacdo do kB para que possa ser translocado para o nucleo (BALDWIN,
1996). Existem vérios subtipos de 1kB: IkBa, IkBb, 1kBe, IkBg e Bcl-3, sendo os mais
estudados o IkBa e o IkBb. Varios estimulos levam a fosforilacdo do 1kB. Estando a
proteina IkB fosforilada, ela recebe a adicdo da ubiquitina pela acdo da ubiquitina
ligase que, em seguida, € degradada pelo complexo proteossoma 26S, resultando,
assim, na liberagéo do NF-kB. Tanto o IkBa quanto o IkBb ligam-se ao p50, tornando
a sequéncia localizadora de nucleo inacessivel e impedindo sua translocacéo
(GHOSH; MAY; KOPP, 1998). O desmembramento do complexo IkB/NF-kB libera o
NF-kB para ligar-se ao nucleo, levando a um aumento da expressao dos genes alvo.
A fosforilacdo do IkB se d& pela acdo da IkB quinase (IKK), que contém duas
subunidades com propriedades de quinase: IKKa e IKKb (ZANDI et al., 1997).

Estudos realizados em cultura de células endometrioticas, utilizando como
estimulo dessas células a interleucina 1beta (IL18) e TNF-a, provocou a expressao
de véarias citocinas pro-inflamatorias através da via de ativagdo do NF-kB. Inibidores
de NF-kB usados em cultura de células endometriais, de células endometritticas e,
em modelos de endometriose animal, provocou uma reducdo da maioria das
citocinas reguladas pelo NF-kB (GONZALEZ-RAMOS et al., 2008). Em outro estudo,
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a estimulacdo da via do NF-kB provocou também a sintese de citocinas proé-
inflamatdrias como RANTES (Regulated on Activition Normal Tcell Expressed and
Secreted), IL-1, ICAM-1(Intercellular Adhesion Molecule) e TNF-a (GONZALEZ-
RAMOS et al., 2010).

A estimulacdo do NF-kB modula a transcricdo de muitos genes que
desencadeiam proliferacdo celular e inibem a apoptose (YAMAMOTO; GAYNOR,
2001). A inibicdo do NF-kB em modelo de endometriose em camundongo, induzida
com célula endometrial humana, provocou a reducéo de lesdo endometridtica devido
a diminuicdo da proliferacdo celular e aumento da apoptose das células
endometridticas (GONZALEZ-RAMOS et al., 2008).

Outro elemento que estd envolvido na manutencdo do foco
endometriético é o ferro (F?*). Embora o ferro seja um metal essencial para os
organismos vivos, o acumulo excessivo de ferro nos tecidos e nas células pode
resultar em toxicidade (CRICHTON et al., 2002). A maioria das células se protege da
toxicidade do ferro expressando a heme oxigenase 1 (HO) induzivel e proteinas
limpadoras como as haptoglobinas e as hemopexinas, que se ligam a hemoglobina e
ao heme respectivamente. Entretanto, a sobrecarga de ferro observada na cavidade
peritoneal de pacientes com endometriose, comparada com pacientes controles,
sugerem que a homeostase desse elemento esta alterada. Tem sido alegado, que o
ferro pode ser uma causa e consequéncia da endometriose (DEFRERE et al., 2008;
DEFRERE et al., 2011). A sobrecarga de ferro na cavidade peritoneal pode ser
devido ao refluxo abundante ou a um defeito no sistema de depuracdo deste metal
(DEFRERE et al., 2008). Os macrofagos fagocitam os eritrécitos ou captam por
endocitose, o complexo hemoglobina-haptoglobina formado apds a liberacdo da
hemoglobina com a lise dos eritrécitos (KNUTSON; WESSLING-RESNICK, 2003).
No interior do macréfago, apds o metabolismo da hemoglobina e do heme pela
heme oxigenase, ha a liberacdo de ferro, o qual é armazenado no macrofago na
forma de ferritina e hemossiderina. O macréfago pode liberar ferro na
forma de ferritina, ligado a transferrina ou a hemoglobina apdés lise do eritrécito,
aumentando assim a concentracao de ferro no peritonio (VAN LANGENDONCKT;
CASANAS-ROUX; DONNEZ, 2002a). Esse ferro liberado para o peritdnio pode ser
absorvido pelo foco endometriético, onde pode ser metabolizado pela heme
oxigenase em ferro, monoéxido de carbono e biliverdina. O ferro no interior do foco

endometridtico, pode ser incorporado pela ferritina ou hemossiderina, que em
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condicbes de sobrecarga se acumula nas lesdes endometridticas (VAN
LANGENDONCKT; CASANAS-ROUX; DONNEZ, 2002b). As funcdes fisiologicas do
macrofago incluem fagocitose, metabolismo do ferro, propriedades antimicrobianas e
citotoxicidade mediada pelo TNF. Em concentracfes normais, o ferro promove as
funcbes fisiolégicas do macréfago, mas, em caso de sobrecarga, sabe-se que
prejudica a fagocitose do macréfago. Também é reconhecido como indutor do NF-kB
nos macrofagos hepaticos provocando dano tissular e inflamacdo crénica (SHE et
al., 2002; WARD et al., 2002). O excesso de ferro no macréfago pode sobrecarregar
a capacidade da ferritina de sequestrar o ferro, causando injdria oxidativa a célula. O
ferro pode agir como um catalisador na reacdo de Fenton (Fe*" + H,O, ----- F3* + OH
+ OH’), gerando radicais livres, incluindo o radical hidroxil, que € um dos mais
reativos. Esse radical hidroxil reage com muitos constituintes celulares como,
residuos aminoacidos, bases purinas e pirimidinas do DNA, atacam lipideos de
membrana e iniciam uma reagdo em cadeia de radicais livres, conhecida como
peroxidacao lipidica. As espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo geradas no interior
das células durante seu metabolismo normal, sendo que, elas possuem seus
mecanismos de defesa para impedir a toxicidade desses ROS, que séo as enzimas
citoprotetoras e os antioxidantes. Entretanto, quando a producdo de ROS é maior
que a dos mecanismos de defesa, ocorre um estresse oxidativo, que € nocivo para a
célula (VAN LANGENDONCKT; CASANAS-ROUX; DONNEZ, 2002a; JACKSON et
al., 2005). Entédo, o estresse oxidativo, mediado pela sobrecarga de ferro, pode
ativar o NF-kB no macréfago peritoneal, expressando e secretando fatores proé-
inflamatorios, fatores de crescimento e fatores angiogénicos tais como IL-1, IL-8,
TNF, COX-2 e VEGF (LOUSSE et al., 2008; LOUSSE et al., 2010). Resumindo, os
principais processos que o NF-kB regula sao a inflamacéo, a proliferacéo celular e a
inibicdo da apoptose (GONZALEZ-RAMOS; DEFRERE; DEVOTO, 2012) (Figura 1).
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Figura 1 - Fisiopatologia da sobrecarga de ferro (F**)
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FONTE: Proprios autores.
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A endometriose € uma doenca estrogénica-dependente. A sintese e o
metabolismo anormal do estrogénio tem sido implicados na patogénese da
endometriose. A aromatase catalisa a sintese de estrona a partir da
androstenodiona, e a sintese de estradiol, a partir da testosterona. A aromatase esta
presente em varios tipos de células como, as células granulosas do ovério,
sinciciotrofoblasto placentario, células adiposas e fibroblastos da pele. Acredita-se
gue a acao do estrogénio ocorre por mecanismo enddécrino. Ou seja, o estrogénio
circulante exerce seu efeito apds ser deixado pela corrente sanguinea nos tecidos
alvo (BULUN et al., 1993). O estrogénio também exerce um efeito intracrine (tipo de
efeito paracrino interno). O estrogénio produzido pela aromatase dentro de uma
célula de musculo liso (leiomioma), ou de célula estromal endometribtica, exerce seu
efeito por ligacdo ao seu receptor dentro da mesma célula. Endométrio e miomeétrio
sem endometriose ndo tem expressdo de aromatase (BULUN; SIMPSON; WORD,
1994; NOBLE et al., 1997).
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No ovario da mulher em idade reprodutiva, a ligagdo do hormdnio foliculo
estimulante ao seu receptor na membrana da célula da granulosa provoca um
aumento dos niveis de AMPc (adenosina monofosfato ciclico). Devido a esse
aumento do AMPc, hd um aumento da ligacdo do fator de transcricdo a regido
promotora do gene da aromatase (MICHAEL et al.,, 1995; MICHAEL; MICHAEL,
SIMPSON, 1997). Como resultado, h4 um aumento da expressao da aromatase e,
em consequéncia, aumento da secrecdo de estrogénio do foliculo pré-ovulatério
(MICHAEL et al., 1995; SIMPSON et al., 1994). Células do estroma derivadas de
implantes de endometriose, cultivadas e incubadas com analogo de AMPc exibem
elevados niveis de aromatase. Fatores de crescimento, citocinas e outros fatores,
tem sido investigados como possiveis indutores da atividade da aromatase via AMPc
em endometriose (NOBLE et al., 1997) (Figura 2).

Figura 2 — Mecanismo de producgé&o do estrogénio via AMPc
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Producgédo do estrogénio via aromatase e AMPc na endometriose.
FONTE: Proprios autores.

Em cultura de células estromais endometriais, 0 estrogénio aumentou a
producéo de prostaglandina E2, através do estimulo da ciclooxigenase 2 (HUANG et

al., 1998). A prostaglandina E2 foi identificada como o indutor mais potente da
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aromatase via AMPc nas células do estroma endometridético, mas nem os analogos
de AMPc e nem prostaglandina E2 estimulam a atividade da aromatase no estroma
de células do endométrio eutopico (ZEITOUN et al., 1998). As prostaglandinas
produzidas localmente no uUtero e em tecidos endometriéticos de mulheres com
endometriose, principalmente as prostaglandinas E2 e F2a, sdo importantes na
patogénese da endometriose (JABBOUR et al., 2006). As ciclooxigenases (COX-1 e
COX-2) catalisam a conversao do acido aracddnico em prostaglandina H2 em
grande parte das células do organismo, incluindo miométrio, endométrio e tecido
endometriético (FUNK, 2001).

A COX-1 é responséavel pela prostaglandina basal e a COX-2 é
responsavel principalmente pela inflamacdo. As células uterinas sdo ricas em
prostaglandinas F sintase microssomal e prostaglandina E sintase microssomal, as
quais catalisam a prostaglandina H2 em prostaglandina F2a e prostaglandina E2
respectivamente (JABBOUR et al., 2006). Quatro substancias induzem a expressao
da COX-2 e a producdo de prostaglandina E2 nas células uterinas e tecido
endometridtico. A citocina interleucina -13 e a propria prostaglandina E2 (de maneira
autocrina) induz a expressdo da COX-2 (TAMURA et al., 2002a). O fator de
crescimento endotelial vascular também induz a COX-2. O receptor 8 de estradiol
induz o proprio estrogénio a induzir a COX-2 (TAMURA et al., 2002b). Dessa
maneira, todas essas substancias levam a uma grande producéo de prostaglandina

E2 em tecido endometriético (Figura 3).
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Figura 3 - Mecanismo de producao do estrogénio via ciclooxigenase
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O AMPc induzivel promotor Il parece ser o responsavel pela expresséo da
aromatase em tecido endometrigtico in vivo. Dois fatores de transcri¢do, o fator de
transcricdo estimulatério (SF-1) e o fator inibidor, chicken ovalbumin upstream
promoter transcription factor (COUP-TF), competem pelo mesmo sitio de ligacdo do
promotor Il aromatase. O COUP-TF esta expresso em todo endométrio eutdpico e
na endometriose, enquanto o SF-1 esta expresso especificamente na endometriose,
e liga-se ao promotor Il aromatase com mais avidez que o COUP-TF. O SF-1 e
outros fatores de transcricdo como o cyclic-AMP Response Element Binding Protein
(CREB) ativam o gene de transcricdo da aromatase na endometriose, enquanto o
COUP-TF inibe esse processo (ZEITOUN et al.,, 1998). Resumindo, a alteracdo
molecular que provoca a expressao local da aromatase em células endometribtica,
mas ndo no endomeétrio normal, € uma producdo anormal de SF-1, que supera a
inibicdo protetora, mantida normalmente pelo COUP-TF no endométrio normal
(SELI; BERKKANOGLU; ARICI, 2003) (Figura 4).
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Figura 4 - Expresséo da aromatase na endometriose
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O substrato principal para aromatase extra-ovariana na endometriose é a
androstenodiona, de origem suprarrenal e ovariana na mulher no menacme, e
androstenodiona suprarrenal na mulher pés-menopausada. A aromatase transforma
a androstenodiona em estrona (E1), que é um estrogénio fraco. A enzima
17B-hidroxiesterdide desidrogenase tipo 1 (17B-HSD tipo 1), presente no tecido
endometriético, converte a estrona em estradiol (E2), que é um estrogénio forte e
exerce sua agao completamente (ANDERSON; MORGHRABI, 1997; ZEITOUN et
al., 1998). Ao contrario, a 17B-hidroxiesteréide desidrogenase tipo 2 (173-HSD
tipo2), converte o estradiol em estrona nas ceélulas glandulares do endométrio
eutopico durante a fase lutea (ANDERSON; MORGHRABI, 1997). Em cultura, a
progesterona aumenta a atividade da enzima 17B-HSD tipo 2 nas células
glandulares endometriais. A expresséo da 17 B-HSD tipo 2 esta ausente nas células
glandulares do tecido endometriético (ZEITOUN et al.,, 1998). Em resumo, a
expressao anormal da aromatase, a presenca da 17 B-HSD tipo 1 e a auséncia da
17B-HSD tipo 2 no tecido endometribtico, provocam uma elevagdo nos niveis local

de estradiol, comparado com o endométrio eutdpico, promovendo assim, a
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sobrevivéncia e 0 crescimento dos implantes endometridticos (SELI;
BERKKANOGLU; ARICI, 2003).

A progesterona através da ligacdo aos seus receptores nas células do
estroma endometrial aumenta a formacao de &cido retindico, que por sua vez induz
a expressao da 17B-HSD tipo 2 de forma paracrina nas células do epitélio
endometrial (CHENG et al., 2008). Células do estroma endometriético que tém
receptores de progesterona diminuidos, ndo respondem a progesterona. Com isso,
nao produzem &cido retindico que, devido a essa falta, ndo pode induzir a 178-HSD
tipo 2 nas células epiteliais e, assim, ndo pode diminuir o efeito do estrogénio
(CHENG et al., 2007).

Alguns genes alvos da progesterona estdo desregulados durante a
implantacdo. Por exemplo, 0 gene prototipo responsivo a acdo da progesterona,
glicodelina, esta em um estado de downregulation no endométrio de mulheres com
endometriose em comparacao com mulheres sem endometriose. ISSo sugere que 0
endométrio de mulheres com endometriose também apresentam resisténcia a
progesterona (KAO; GERMEYER; TULAC, 2003).

A resisténcia a progesterona no tecido endometriotico € explicada pelos
baixos niveis de receptores de progesterona. No endométrio, os niveis de receptores
de progesterona A (PR-A) e de receptores de progesterona B (PR-B) aumentam
progressivamente durante a fase proliferativa, um pico imediatamente antes da
ovulacdo e diminuicdo apds a ovulacdo, sugerindo que o estrogénio estimula 0s
niveis de receptores de progesterona (ATTIA et al., 2000). No tecido endometriotico,
o PR-B é indetectavel e o PR-A é muito reduzido (JACKSON et al., 2007).

1.9 Endometriose subcutanea

A endometriose pode se desenvolver em qualquer parte do organismo.
Um dos locais extrapélvicos é o tecido celular subcutaneo, principalmente em
incisdes de cirurgias. O endometrioma de parede abdominal ocorre na maioria das
vezes em cicatriz de ceséarea (57%) e cicatriz de histerectomia (11%) (MEDEIROS et
al., 2010). A taxa de recorréncia é de 4,3% (HORTON et al., 2008). A etiologia do
endometrioma de cicatriz cirdrgica € desconhecida. Porém, a teoria da implantacao
encontra varios adeptos, a mesma tendo como base, experimentos como de Ridley

e Edwards, em 1958, que verificaram endometriose em parede abdominal apos
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injecao de tecido endometrial neste local (MEIRELLES; LOSANO; VIANA, 2005).
Tem sido descrito endometriose de parede abdominal mesmo sem cirurgia anterior.
O endometrioma subcutaneo tem sido confundido com abscesso, lipoma,
hematoma, cisto sebaceo, granuloma de sutura, hérnia inguinal, hérnia incisional,
tumor dermoide, sarcoma, linfoma primario ou metastatico. Quando o diagndstico &
duvidoso, pode-se valer da puncédo aspirativa com agulha fina (PAAF). O
endometrioma de parede abdominal € encontrado em apenas 0,5-1% das mulheres
com endometriose pélvica, e a endometriose pélvica, por sua vez, € observada em
24% das mulheres que apresentam endometriose de cicatriz (MEDEIROS et al.,
2010).

Como a endometriose subcutédnea esta relacionada com historia de
antecedentes de cirurgias ginecoldgicas, essas tem aumentado muito. E de se
esperar que ocorra incremento da incidéncia de endometriomas de cicatriz cirdrgica.
A incidéncia de cesarea tem aumentado no mundo todo, mas néo tem sido visto tdo
alta quanto no Brasil (FAUNDES; CECATTI, 1991). No ano de 2004, segundo
Knupp; Melo; Oliveira (2008), tivemos no Estado do Rio de Janeiro uma incidéncia
de cesarea de 49,4% no Sistema Unico de Satde (SUS), e no sistema privado um
indice assustador de 83,2% (KNUPP; MELO; OLIVEIRA, 2008). No Brasil, no ano de
2009, o indice de cesarea foi de 47% (BRASIL, 2009).

Vérias hipéteses, baseadas principalmente em evidéncias indiretas,
podem ser levantadas para explicar a preferéncia pela cesarea que existe
atualmente tanto entre as mulheres como entre os médicos que fazem os seus
partos. As razBes porque as mulheres preferem a cesarea ao parto vaginal sédo
duas. Uma é o medo de sentir dor durante o trabalho de parto e o parto. A outra
razdo, € que elas tem a ideia de que a cesarea mantém a anatomia e fisiologia da
vagina e do perineo integros, enquanto o parto vaginal provoca perda acentuada da
funcdo do coito normal. Esta interpretacdo tem sido encorajada até por professores
de Obstetricia e transmitida aos seus alunos, a ponto de ter se tornado um conceito
prevalente entre médicos e pacientes. Outro fator cultural importante € o conceito de
gue o parto vaginal é prejudicial ao feto. Quando ocorre um 0bito associado ao parto
vaginal, a repercusséo & muito maior do que quando é associado a uma cesarea
(FAUNDES; CECATTI, 1991).

A preferéncia dos médicos pela cesarea tem varios motivos. A

conveniéncia de uma intervencéo programada, que nao tomara seu tempo mais que
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uma hora, ao contrario do parto vaginal, que poderé lhe tomar vérias horas, podendo
ocorrer a qualquer hora do dia ou da noite, final de semana e feriados. Também a
incerteza quanto a possibilidade de hipoxia e trauma fetal fazem a preferéncia do
parto cirargico. O parto nas maos de profissionais que ndo tem bom treinamento
obstétrico pode ter uma influéncia importante na decisdo de intervir pela via alta
(FAUNDES; CECATTI, 1991).

Outras razdes que poderiam explicar o aumento do indice de cesarea
seriam o alargamento das indicagdes, classificadas como conquistas da Obstetricia
atual, tais como os avanc¢os no diagndstico da anoxia cronica, da Perinatologia e da
diminuic&o dos riscos nas intervencgdes cirurgicas (GOLAN; WINSTON; DARGENIO,
1984).

A histerectomia € a segunda cirurgia mais frequente entre as mulheres
em idade reprodutiva, sendo precedida apenas pelo parto cirGrgico. A semelhanca
do que ocorre em outros paises, a grande maioria do procedimento cirlrgico €
indicada por patologias benignas. O que tem contribuido também para o aumento da
incidéncia de histerectomia € a concepcao errbnea de muitos meédicos de que o

Utero se faz necesséario somente para a reproducao (JONES, 1984).
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2 PESQUISAS EM ANIMAIS

Foram propostos varios modelos de animais para estudo da
endometriose. Dentre esses modelos, podemos destacar o modelo da membrana de
frango corioalantéica (CAM). Devido a CAM possuir componentes da matriz
extracelular semelhante a do peritdnio humano, ela pode ser usada para investigar o
potencial invasor do tecido endometrial e a angiogénese. Primatas ndo humanos
(Rhesus e Babuinos, usados com maior frequéncia), além de terem endometriose
espontanea, o modelo é bem adequado para investigar o papel do sistema
imunolégico em desenvolvimento e progressdo da endometriose. Os modelos
primatas sdo mais intimamente relacionados com a situacdo nos seres humanos e,
portanto, sdo mais apropriados. Eles revelam muitas semelhancas com as mulheres
com respeito a anatomia pélvica, caracteristicas fisiolégicas reprodutivas e funcdes
imunolégicas (GRUMMER, 2006).

Existem também modelos de endometriose em coelhos, camundongos e
ratos. Nesses modelos, foram usados varios tipos de implantes: implantes no
peritdnio, na parede lateral do abdome, implante sob a capsula renal, no mesentério,
no ligamento Utero-ovarico e implante no globo ocular (SCHOR et al., 1999).
Endometriose em tecidos de ratos & semelhante as lesbes humanas in vivo, embora
existam desvantagens de extrapolacdo dos dados através da espécie, 0 modelo da
rata pode ser usado para estudar os acontecimentos envolvidos na patogénese e na
fisiopatologia da endometriose ou novas abordagens terapéuticas para essa
desordem que ndo sdo acessiveis em seres humanos (SHARP-TIMMS, 2006).

O modelo de endometriose em rata permite estudo de mecanismos e
reguladores de uma forma controlada e livre de influéncias de confusao, tais como a
variagao individual da doente, idade, dieta, fase do ciclo menstrual, uso de
medicamentos e influéncias ambientais. Como acontece com qualquer modelo de
sistema, existem vantagens e desvantagens de usar o rato como modelo para
endometriose. As vantagens sao que podem ser observados 70 a 80 ciclos
reprodutivos por ano, em comparacdo com 12 ciclos por ano das primatas. A
puberdade ocorre dentro de 2 meses do nascimento e o ciclo reprodutivo € cerca de
dois anos. O padrao do sistema enddcrino reprodutor da rata segue uma sequéncia
temporal semelhante ao ser humano, mas a fase litea € menor na rata. O ciclo pode

ser monitorado por lavagem vaginal ndo invasiva. Aléem disso, em comparacao com
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0S primatas, custos com alojamentos e tratamentos séo significativamente inferiores
(SHARP-TIMMS, 2006). O modelo da rata também fornece um sistema imunologico
bem caracterizado e, portanto, € adequado e amplamente utilizado para o estudo do
efeito de drogas imunomoduladoras, e agentes anti-inflamatérios sobre a
endometriose.

As desvantagens sdo que o endométrio uterino de ratas ndo sofre ruptura
que resulta em menstruacdo. No entanto, sofre protedlise da matriz extracelular,
medida pelo peso Uumido do endométrio e conteddo colageno. Existe também
intervalo filogenético grande entre ratos e humanos (SHARP-TIMMS, 2006).

Pesquisamos na base de dados do PUBMED (US National Library of
Medicine National Institute of Health) e nos peridédicos da CAPES, com os seguintes
descritores para camundongos: subcutaneous [All Fields] AND (“endometriosis”
[MeSH Terms] OR “endometriosis” [All Fields] AND (“mice” [MeSH Terms] OR
“‘mice”[All Fields] OR “mouse” [All Fields] e os seguintes descritores para ratos:
subcutaneous [All Fields] AND (“endometriosis” [MeSH Terms] OR “edometriosis” [All
Fields] AND (“rats” [MeSH Terms] OR “rats [All Fields] OR “rat” [All Fields]). Com os
descritores acima, apareceram nos 18 trabalhos dos quais somente trés tratavam do
respectivo modelo subcutaneo de endometriose. XU et al. (2009), usaram
camundongos com deficiéncia na funcao dos linfécitos T e B, usaram endométrio
heter6logo (humano) e implantaram em bolsa no subcuténeo. LIU et al. (2010),
usaram endométrio heterdlogo incubado com adenovirus e injetaram no subcutaneo.
WANG et al. (2013), usaram camundongo nude e implantaram endométrio autélogo
em bolsa no subcutaneo.

Evidenciamos 16 trabalhos com os descritores acima, de modelo de
endometriose subcutdnea em ratos, mas somente dois tratavam de modelo
subcutéaneo de endometriose. FU et al. (2013), implantaram fragmentos de Utero em
bolsa subcutanea. MOHAMMADZADEH et al. (2008), usaram seis fragmentos de
hemi-utero esquerdo, sendo que, o endométrio foi separado do miométrio usando
microscopio. Implantaram quatro fragmentos na cavidade peritoneal e dois
fragmentos no subcutaneo de cada lado do abdome. No trabalho de
Mohammadzadeh, houve implante em cavidade peritoneal, ndo sendo, portanto, um
modelo subcutdneo puro. Verificando todos os trabalhos que falavam em
subcutaneo, percebemos que nenhum deles se preocupou em sistematizar o modelo

e nem explicar o método detalhadamente como nés fizemos.
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Diante do exposto acima e considerando a inexisténcia na literatura
consultada, faz-se necesséario desenvolver modelo experimental de endometriose
subcutédnea, em ratas Wistar e estudar a acdo de drogas sobre os implantes

endometridticos.



35

3 OBJETIVOS

3.1 Geral

= Desenvolver e validar um modelo de endometriose subcutanea em ratas para

o estudo de provaveis mecanismos fisiopatologicos e do efeito de drogas.

3.2 Especificos

= Utilizar o modelo de endometriose experimental subcutanea e estudar a
evolugdo dos implantes endometridticos em ratas controle e ratas tratadas
com estradiol, acetato de medroxiprogesterona, analogo de GnRH (pamoato
de triptorrelina) e AAS (acido acetil salicilico).

* Investigar o peso dos endometriomas em ratas controle e ratas tratadas com
as drogas a serem testadas e listadas acima.

» Analisar os aspectos histolégicos dos endometriomas em ratas controle e

ratas tratadas.
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4 ANIMAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram usadas 132 ratas, Rattus norvergicus, variedade albina, linhagem
wistar; pesando em torno de 150g e com 3 meses de vida. As Ratas foram
provenientes do Biotério da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do
Ceard (UFC), foram mantidas em gaiolas de polipropileno (30 x 17 x 15 cm),
providas de tampa com grade metalica de aco inoxidavel e forradas com
maravalhas, acondicionadas em ambiente refrigerado. Foram alimentadas com
racdo padrdo e agua ad libitum. Promoveu-se alternancia dos ciclos claro/escuro a
cada 12 horas, com iluminacgéao artificial com lampada fluorescente de 40 watts.

Esta investigacdo foi aprovada pela Comissdo de Etica em Pesquisa
Animal (CEPA), da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara,
protocolo 21/2011 em 29/08/2011.

4.2 Modelo de endometriose subcutanea

A anestesia foi realizada por via intraperitoneal com hidrato de cloral a
10% na dose de 0,1ml por 30 g de rata. Tricotomia do sitio cirargico e antissepsia do
local da cirurgia com iodo tépico PVPI a 10% (1% de iodo ativo). Efetuou-se uma
incisdo longitudinal suprapubica de 2,5 cm de extensdo, iniciando-se a 0,5 cm do
bordo superior do pube. Logo apos, construia-se tunel subcutaneo entre o bordo
direito da incisdo e a parede abdominal anterior, em angulo de 45 graus, em direcdo
a regido inguinal direita, onde seria aposto um fragmento do Gtero. ApGs a abertura
longitudinal da parede abdominal, identificou-se o Utero bicorno e realizou-se
exérese do hemi-Utero esquerdo para preparar o fragmento do implante. O hemi-
Utero esquerdo foi aberto em toda sua extenséo e retirou-se um fragmento de 4 x 4
mm de area. A fixagdo do fragmento foi realizada com fio mononylon 4-0 (agulha 1,7
cm Ethicon) na regido inguinal direita, no subcutaneo, através do tunel previamente
construido. Sintese da parede abdominal em dois planos (plano 1, peritbnio e
musculo; plano 2, pele), com sutura continua, ambos com mononylon 4-0. Observar

0s tempos cirargicos nas fotos a seguir (figuras 5 a 14).



Figura 5 - Inciséo da pele da parede abdominal

Incisdo longitudinal da pele da parede abdominal, suprapubica
de 2,5 cm de extenséo, iniciando-se a 0,5 cm do bordo superior

do pube.
FONTE: Proprios autores

Figura 6 - Tunel para implante do fragmento uterino

Tunel entre a metade direita da incisdo e a parede abdominal

anterior até a fossa iliaca direita da rata (seta).
FONTE: Proprios autores

37



Figura 7 - Cavidade peritoneal aberta

Identificacdo do Utero apoOs abertura da cavidade peritoneal.
FONTE: Proprios autores

Figura 8 - Identificacdo do hemi-Utero esquerdo

Exposicdo do utero para identificacdo do hemi-Utero esquerdo

(seta).
FONTE: Préprios autores
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Figura 9 - Exérese do hemi-utero esquerdo

IIIIIIIIII

Ligadura dos pediculos vasculares para exérese do hemi-
Gtero esquerdo.
FONTE: Préprios autores

Figura 10 - Abertura longitudinal do hemi-Utero esquerdo

Abertura longitudinal do hemi-Utero esquerdo para confecgéo
de fragmento de 4x4mm de éarea.
FONTE: Préprios autores
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Figura 11 - Fragmento de 4x4mm de éarea de hemi-Utero
esquerdo da rata

Fragmento de 4x4mm de area a ser implantado no subcutaneo

da regido inguinal direita da rata.
FONTE: Proprios autores

Fragmento de 4x4mm de &rea sendo implantado no

subcutaneo da regido inguinal direita da rata.
FONTE: Préprios autores
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Figu"[‘a‘ 13 - Aspecto final da cirurgia

Aspecto final da cirurgia apOds sutura continua da parede
abdominal em dois planos.
FONTE: Proprios autores

Figura 14 - Ratas na recuperacao apos cirurgia

Ratas na recuperacdo sendo aquecidas com lampadas

incandescentes, aeradas e caixa forrada com maravalhas.
FONTE: Préprios autores
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Foi iniciado o experimento com quatro grupos de 10 ratas para
verificarmos a curva de crescimento do implante endometrial (endometriomas) ao
longo do tempo. Esses grupos foram de 1 dia, 7 dias, 14 dias e 21 dias. Todos o0s
grupos foram sacrificados com overdose de anestesia para retirada do tumor
(endometrioma), e do hemi-Utero direito para ser realizado a afericdo dos pesos
umidos relativos (mg%) e pesos secos relativos (mg%).

Apés a definicdo da curva de crescimento (crescimento maximo no dia
14), foram idealizados grupos para tratamento (10 ratas em cada grupo) com
estradiol 3 doses (2,5; 5 e 10 mg/Kg via sc), acetato de medroxiprogesterona 3
doses (0,5; 2 e 5 mg/Kg via sc), GnRH (pamoato de triptorrelina) 2 doses (0,18 e
0,56 mg/Kg via sc), AAS (&cido acetilsalicilico) dose de 3 mg via gavagem e grupo
controle salina 0,9% 1 ml por gavagem. Todos os tratamentos foram iniciados no
quinto dia do implante, sendo o estradiol, acetato de medroxiprogesterona e GnRH
administrados por via subcutanea; o AAS e a salina, por gavagem. O tempo de
tratamento foi de 9 dias, periodo que corresponde dois a trés meses de ciclos
menstruais na mulher e ao tempo maximo de crescimento do tumor. Os animais
foram sacrificados e foram avaliados os pesos Umidos e secos relativos. O peso
umido foi aferido logo que o endometrioma foi retirado da rata. Os endometriomas
foram mantidos por um periodo de uma hora em estufa a 170 graus centigrados e
em seguida, apos resfriamento foram pesados para obtencdo do peso seco relativo.
O peso relativo foi realizado da seguinte maneira: peso do endometrioma x 100
dividido pelo peso final da rata. As pecas retiradas foram pesadas em balanca de
precisao (SHIMADZU AUW220D).

Idealizamos um grupo controle somente para analise histolégica, porque os
endometriomas dos outros grupos foram secados em estufa para afericdo dos pesos
secos. Os cortes histolégicos foram fixados em formalina a 10% durante 24h. Apos
esse periodo, o material foi colocado em processador histolégico automatico de
tecidos (Leica modelo TP 1020), e incluido em parafina. Procedeu-se a microtomia
em equipamento Leica modelo RM 2235, obtendo-se cortes histologicos de 4 e, a
seguir, colocados em estufa a 60°C, diafanizados em xilol, hidratados, corados pela
Hematoxilina & Eosina e em seguida examinados por um Unico patologista

experiente.
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Foi realizado também a histomorfometria dos cortes histologicos, para
calcular as areas de varios aspectos das laminas como, glandula, estroma, tecido
adiposo, tecido muscular, hemorragia e tecido de granulacao.

As laminas histologicas foram  fotografadas com  camera
digital Sony Cyber-shot DSC-TX5® com resolucéo de 10.2MP com aumento de 10x
(ocular) e de 4x, 10x e 40x (objetivas).

ApOs o processo de fotografia, utilizou-se o software Microsoft Image
Composite Editor®, Versdo 1.4.4.0 para realizar a composicdo das imagens, cujo
objetivo foi refazer o padrédo observado na lamina. Utilizou-se a edigdo que “calcula
os melhores pontos de sobreposicdo entre as imagens, incluindo distorcdo de
perspectiva, além de translacdo, rotacdo, escala e distorcdo”. Esta opcdo é
particularmente Gtil para a montagem de imagens de uma grande superficie plana,
conforme editor do programa. Depois de realizada a montagem das imagens,
comparou-se o resultado final com o corte observado a microscopia e julgou-se,
através de patologista experiente, satisfatoria a qualidade final.

A andlise das fotos foi feita concomitantemente com a analise da
microscopia. A marcacao das imagens foi realizada pelo patologista que utilizou o
software Image J®, Versdo 1.44p, o qual permite a marcacéo de areas variadas, bem
como sua identificacdo através de cores e numeros distintos, analise das medidas
da marcacdo, tais como distancia minima e distancia maxima entre os pontos da

marcacao, além do calculo da area selecionada (figura 15).
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Figura 15 — Histomorfometria de endometrioma subcutaneo
em rata. Hematoxilina e eosina (40x)

Em preto, area total do corte histolégico analisada. Em vermelho, areas de
glandulas endometriais. Em amarelo, area de estroma endometrial (veja
as setas).

FONTE: Proprios autores

Apdés a andlise, realizou-se a computacdo dos dados no software
Microsoft Office Excel® 2007. Foi efetuado o agrupamento e calculo das
porcentagens ocupadas pelas areas referentes a glandula endometrial, estroma,
tecido adiposo, tecido muscular, hemorragia e tecido de granulacao.

A andlise estatistica foi realizada com o software GraphPad Prism for
Windows 5.0, versédo de 12 de margo de 2007, sendo utilizado o teste de D’Agostino
e Pearson para verificacdo de normalidade e os testes ANOVA e Tukey para a
comparacdo entre os diferentes grupos. Foram considerados significativos o0s

resultados que apresentaram p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Curva de desenvolvimento dos pesos Umidos e secos relativos dos
endometriomas subcutaneos no tempo comparada aos pesos dos hemi-uteros

direitos de ratas

O resultado de cada grupo foi dado pela média aritmética dos pesos
umidos e secos relativos dos endometriomas subcutéaneos + erro padrdo da média.
No dia 1, os pesos Umidos e secos relativos foram respectivamente 8,31 + 0,42 mg%
e 1,42 + 0,13 mg%. No dia 7, os pesos Umidos e secos relativos foram
respectivamente 15,25 + 4,47 mg% e 1,10 = 0,34 mg%. No dia 14, os pesos umidos
e secos relativos foram respectivamente 29,17 + 6,79 mg% e 5,36 £ 0,97 mg%. No
dia 21, os pesos umidos e secos relativos foram respectivamente 11,38 + 4,69 mg%
e 1,69 + 0,64 mg%. Pesos umidos e secos relativos dos hemi-uteros direitos. No dia
1, os pesos Umidos e secos relativos foram respectivamente 72,64 + 2,44 mg% e
13,93 £ 0,5 mg%. No dia 7, os pesos Umidos e secos relativos foram
respectivamente 76,64 + 10,73 mg% e 14,09 + 2,06 mg%. No dia 14, os pesos
Uumidos e secos relativos foram respectivamente 117,06 + 12,46 mg% e 19,34 + 1,78
mg%. No dia 21, os pesos umidos e secos relativos foram respectivamente 108,83 +
12,61 mg% e 20,8 = 1,69 mg% (Tabela 1 e Figura 16).

Tabelal- Curva de desenvolvimento dos pesos Umidos relativos e secos
relativos dos endometriomas subcutaneos comparada aos pesos dos
hemi-uteros direitos em rata

PESO RELATIVO DIA 1 DIA 7 DIA 14 DIA 21
(média + epm) (média + (média + epm) (média +
epm) epm)
Peso Umido do 8,31+0,42 15,25 + 4,47 29,17 + 6,79 11,38 + 4,69
endometrioma(mg%o)
Peso seco do 1,42 +0,13 1,10+ 0,34 5,36 + 0,97 1,69+0,64

endometrioma(mg%o)
Peso Umido hemi-
Gtero direito (mg%)
Peso seco hemi-
Gtero direito (mg%)

72,64 + 2,44 76,64 +10,73

13,93+0,5 14,09 + 2,06

117,06 £12,46

19,34 £ 1,78

108,83 +12,61

20,81 +1,69

O dia 14 difere do dia 1 ap6s a inducdo do endometrioma umido, p= 0,0198.

O dia 14 ap6s a inducao do endometrioma seco difere dos demais, p= 0,0018.

O crescimento do hemi-utero direito timido e seco nao teve significancia estatistica.
One- way ANOVA e Tukey’s Multiple Comparisons Test.
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Figura 16 - Curva de crescimento dos endometriomas
subcutaneos em ratas
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O dia 14 difere do dia 1 apés a inducéo do endometrioma
Uumido, p= 0,0198.
O dia 14 apo6s a indugdo do endometrioma seco difere dos

demais, p= 0,0018.
One- way ANOVA e Tukey’s Multiple Comparisons Test.

5.2 Efeito dos esteroides sexuais (B-estradiol e acetato de medroxipro-
gesterona), GnRH (pamoato de triptorrelina) e AAS (acido acetilsalicilico) sobre
0S pesos Umidos e secos relativos dos endometriomas subcutaneos e hemi-

Uteros direitos de ratas

No grupo tratado com B-estradio,| na dose 2,5 mg/kg, os pesos Umidos e
secos relativos dos endometriomas subcutaneos foram respectivamente 36,62 +
4,97 mg% e 3,97 + 1 mg%; na dose de 5 mg/kg, os pesos Umidos e secos relativos
dos endometriomas subcutaneos foram respectivamente 56,37 + 20,19 mg% e 9,11
+ 3,85 mg%; na dose de 10 mg/kg, os pesos Umidos e secos relativos dos
endometriomas subcutaneos foram respectivamente 173,89 *+ 69,53 mg% e 27,67 +
10,27 mg%. No grupo tratado com acetato de medroxiprogesterona, na dose 0,5
mg/kg, os pesos Umidos e secos relativos dos endometriomas subcutaneos foram
respectivamente 13,58 + 2,53 mg% e 2,67 £ 0,5 mg%; na dose de 2 mg/kg, 0S pesos
umidos e secos relativos dos endometriomas subcutaneos foram respectivamente
14,29 £+ 2,07 mg% e 3,71 = 1,31 mg%,; na dose de 5 mg/kg, os pesos umidos e
secos relativos dos endometriomas subcutaneos foram respectivamente 15,33 +
7,08mg% e 2,68 + 1,44 mg%. No grupo tratado com GnRH, na dose de 0,18 mg/kg,

0S pesos uUmidos e secos relativos dos endometriomas subcutaneos foram
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respectivamente 20,04 + 4,02 mg% e 5,21 + 1,54 mg%,; na dose de 0,56 mg/kg, os
pesos Umidos e secos relativos dos endometriomas subcutaneos foram
respectivamente 10,86 + 1,88 mg% e 1,89 £ 0,29 mg%. No grupo tratado com AAS,
na dose 3mg/kg, os pesos Umidos e secos relativos dos endometriomas
subcutaneos foram respectivamente 12,81 + 2,04 mg% e 2,09 = 0,4 mg%. Quanto
aos pesos umidos e secos relativos dos hemi-uteros direitos, no grupo tratado com
B-estradiol, na dose de 2,5 mg/kg, os pesos umidos e secos relativos dos hemi-
Uteros direitos foram respectivamente 166,51 + 16,57 mg% e 27,71 + 2,64 mg%,; na
dose de 5 mg/kg, os pesos Umidos e secos relativos dos hemi-uteros direitos foram
respectivamente 185,94 + 16,49 mg% e 31,11 + 2,41 mg%; na dose de 10mg/kg, os
pesos Umidos e secos relativos dos hemi-Uteros direitos foram respectivamente
223,18 + 32,66 mg% e 42,31 + 4,11 mg%. No grupo tratado com acetato de
medroxiprogesterona, na dose de 0,5 mg/kg, os pesos Uumidos e secos relativos dos
hemi-uteros direitos foram respectivamente 74,57 + 4,57 e 13,41 + 2,53; na de dose
2 mg/kg, os pesos Umidos e secos relativos dos hemi-Uteros direitos foram
respectivamente 94,44 + 7,93 mg% e 14,07 + 1,62 mg%; na dose de 5 mg/kg, os
pesos Uumidos e secos relativos dos hemi-Uteros direitos foram respectivamente
73,95 + 12,79 mg% e 15,38 = 3,45 mg%. No grupo tratado com GnRH, na dose 0,18
mg/kg o0s pesos Umidos e secos relativos dos hemi-Uteros direitos foram
respectivamente 41,18 + 5,30 mg% e 7,77 + 0,92 mg%; na dose de 0,56 mg/kg os
pesos Umidos e secos relativos dos hemi-Uteros direitos foram respectivamente
66,14 + 6,76 mg% e 11,99 + 0,92 mg%. No grupo tratado com AAS, na dose 3mg/kg,
0S pesos umidos e secos relativos dos hemi-Uteros direitos foram respectivamente
82,1+ 7,76 mg% e 15,79 + 2,21 mg%.

O tratamento foi iniciado a partir do quinto dia, porque ja existem adesao
e vascularizacdo do implante nesse periodo; o tratamento terminava no décimo
terceiro dia e, no décimo quarto dia, as ratas foram sacrificadas. Esse periodo
equivale aproximadamente a trés meses de ciclo menstrual na mulher, portanto, um

tratamento croénico (Tabelas 2, 3, e 4).



48

Tabela 2 — Efeitos dos esteroides sexuais (B-estradiol e acetato de medroxipro-
gesterona) sobre o desenvolvimento dos endometriomas subcutaneos
e hemi-uteros direitos de ratas

PESO ESTRADIOL (SC) Acetato de Controle
RELATIVO medroxiprogesterona (dia 14)
(SC) gavagem

2,5 5 10 0,5 2 5 2ml

mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg mg/Kg Salina
0,9%/dia

Peso Uumido  36,6+4,9 56,3t20, 173,9+69 13,5t25 14,3+2,0 153+7,1 29,1468
Endometrio 1 o

ma (mg%)

Peso seco 397+1 9,11+ 27,67 + 267+ 371+1 268+1 536,+1
Endometrio 3.8 11 0,5

ma (mg%)

Peso Umido  166,51+1 18594+1 223,18+ 74,57+5 94,44+8 73,95+1  117,06+12
Hemi-Gtero 6 6 32 2

direito

(mg%)

Peso seco 27,71+ 31,11+ 4231+  13,41+2. 14,07+0, 1538+3, 19,34+1,7
Hemi-Gtero 2,6 24 4,1 5 6 4

direito(mg%o)

O endometrioma Umido tratado com Estradiol na dose de 10mg difere dos demais, p= 0,0064.

O endometrioma seco tratado com Estradiol na dose de 10mg difere dos demais. p= 0,0032.

Os endometriomas Umidos tratados com acetato de medroxiprogesterona diferiram do controle,
p= 0,0069.

Os endometriomas secos tratados com acetato de medroxiprogesterona diferiram do controle,
p=0,0013.

Os hemi-uteros direitos Umidos tratados com estradiol apresentaram diferenca significativa entre os
grupos, p=0,0001.

Os hemi-Uteros direitos secos tratados com estradiol apresentaram diferencga significativa entre os
grupos, p=0,0001.

Os hemi-uteros direitos midos tratados com acetato de medroxiprogesterona diferiram do controle,
p= 0,0398.

Os hemi-Uteros secos tratados com acetato de medroxiprogesterona diferiram do controle,
estatisticamente néo significante, p= 0,1462.

One-way ANOVA e Tukey’'s Multiple Comparison Test.
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Tabela 3 - Efeito do GnRH (pamoato de triptorrelina) sobre o desenvolvimento dos
endometriomas subcutaneos e hemi-uteros direitos de ratas

PESO RELATIVO GnRH (Triptorrelina) sc Controle 14 dias
Salina 0,9%
gavagem
0,18 mg/Kg 0,56 mg/Kg 2 ml/dia
Peso umido do
endometrioma (mg%) 20,04 + 4,02 10,86 +1,88% 29,17 + 6,79°
Peso seco do endometrioma
(mg%) 521+1,54 1,89 £ 0,29 5,36 £ 0,97
Peso Umido do hemi-utero
direito (mg%) 41,18 +5,30 66,14 + 6,76 117,06 + 12,46
Peso seco do hemi-utero
direito (mg%) 7,77 £0,92 11,99 £ 0,92 19,34 +1,78

O endometrioma Umido tratado com GnRH na dose de 0,56mg difere do controle, p=0,0095.
Os endometriomas secos tratados com GnRH na dose de 0,56mg difere do controle, p=0,0038.
Os hemi-uteros Umidos tratados com GnRH nas duas doses diferiram do controle, p=0,0119
Os hemi-uteros secos tratados com GnRH nas duas doses diferiram do controle, p=0,0054.
One-way ANOVA e Tukey’s Multiple Comparison Test.

Tabela4 — Efeito do AAS (4cido acetilsalicilico) sobre o desenvolvimento dos
endometriomas subcutaneos e hemi-uteros direitos de ratas

PESO RELATIVO AAS (acido Controle 14 dias
acetilsalicilico) gavagem  Salina 0,9% gavagem
3 mg/Kg 2 ml/dia
Peso umido do
endometrioma (mg%) 12,81 + 2,04 29,17 £ 6,79
Peso seco do
endometrioma (mg%) 20904 5,36 £ 0,97
Peso Umido do hemi- utero
direito (mg%) 82,10+ 7,76 117,06 + 12,46
Peso seco do hemi-utero
direito (mg%) 15,79 £ 2,21 19,34 +1,78
O grupo tumor Umido tratado com AAS na dose de 3mg difere do grupo controle. Teste T de Student,
p=0,0218.
O grupo tumor seco tratado com AAS na dose de 3mg difere do grupo controle. Teste T de Student,
p=0,0092.
O grupo hemi-Gtero Umido tratado na dose de 3mg nao difere do controle. Teste T de Student,
p=0,0655.

O grupo hemi-Utero seco tratado na dose de 3mg nao difere do controle. Teste T de Student,
p=0,3231.
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5.3 Aspectos macroscoépicos dos endometriomas subcutaneos

Macroscopicamente, os endometriomas apresentaram Varios aspectos de
acordo com o tempo de implante que foi observado. No dia 1 (24h apos o implante
endometrial SC), apresentou uma coloracdo esbranquicada, estando solto ou
levemente fixado e sem vascularizagdo. No dia 7, apresentou coloragdo branco-
rosado sem vascularizacdo, firmemente fixado e, as vezes, podia ser visto alguma
area de hemorragia. No dia 14, apresentou coloracédo rosado, com vascularizacao
ao redor e inclusive na sua superficie. As vezes, podia apresentar um aspecto
cistico. Nesse periodo, mediu 5,76 mm em média. No dia 21, apresentou as mesmas
caracteristicas do dia 14, porem com dimensdes e pesos menores (figuras 17 e 18).
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Figura 17 — Aspectos macroscopicos dos endometriomas nos dias da curva de
crescimento

Dia do implante Dia 1. Tem uma coloragdo
esbranquicada, estando solto
ou levemente fixado e sem
vascularizacéo.

Dia 7 tem coloracéo branco-rosada sem vascularizacéo, firmemente fixado e as
vezes pode ser vista alguma area de hemorragia.

Dia 14 tem colorac¢do rosada, com vascularizagdo ao redor e inclusive na sua
superficie, as vezes, pode apresentar um aspecto cistico.

Dia 21 tem as mesmas
caracteristicas do 14° dia, s6
que com dimensdes e pesos
menores.
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Figura 18 — Detalhe da vascularizacdo dos endometriomas

As setas mostram o detalhe da vascularizacdo na superficie e em torno dos
endometriomas de 14 dias. O vaso calibroso no canto superior esquerdo da figura
faz parte da anatomia normal da rata.

5.4 Aspectos histologicos e histomorfométricos dos endometriomas subcutaneos

5.4.1 Histologia

Microscopicamente, foi comprovado o implante de endometriose com 0s
seguintes achados: numerosas glandulas do tipo endometrial madura semelhante a
do endométrio topico, circundadas por estroma endometrial em pequena quantidade.
Tecido de granulacdo exuberante em torno dos focos endometridticos. Areas de

fibrose e alguns focos hemorragicos. A presenca de tecido adiposo € marcante
(figuras 19 e 20).



Figura 19 — Aspectos histolégicos de endometrioma subcutaneo de rata.
Hematoxilina e eosina (100x)

Glandulas endometriais maduras semelhantes a do endométrio tépico,
circundadas por estroma endometrial (a esquerda). Presenca de tecido
adiposo (canto superior direito). Observar, entre 0 endométrio e o tecido
adiposo, faixa de tecido de granulagéo (seta).
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Figura 20 — Detalhes de achados histologicos dos endometriomas subcutaneos de
ratas. Hematoxilina e eosina (100x)

Glandulas Estroma

Fibrose Hemorragia

Tecido adiposo

A seta mostra o detalhe de cada aspecto.
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5.4.2 Histomorfometria

Na andlise histomorfométrica das lesdes endometridticas subcutaneas,
em relacdo a area total analisada, foram encontrados os seguintes valores médios
para o grupo controle: 4,25 + 1,55% de glandulas; 1,25 + 0,52% de estroma; 32,25 +
14,60% de tecido adiposo; 1,65 £ 1,34% de tecido muscular; 16,03 £ 27,54% de
hemorragia; 56,90 + 11,24% de tecido de granulacdo; de um total de 100%. No
grupo tratado com estradiol foram encontrados: 35,37 + 8,88% de glandulas; 1,42 +
0,56% de estroma; ndo foi observado tecido adiposo; 13,55 + 14,04% de tecido
muscular; 1,67 £ 0,86% de hemorragia; 52,21 + 8,27% de tecido de granulagéo; de
um total de 100%. No grupo tratado com analogo do GNRH foram encontrados:
15,16 + 16,85% de glandulas, 3,35 + 0% de estroma; ndo foi observado tecido
adiposo; 8,04 =+ 0% de tecido muscular estriado; 5,49 + 3,98% de hemorragia; 73,67
+ 12,78% de tecido de granulacdo, de um total de 100%. No grupo tratado com
acetato de medroxiprogesterona foram encontrados: 24,05 + 19,54% de glandulas;
1,71 £ 0,72% de estroma; ndo foi observado tecido adiposo; 14,73 + 12,97% de
tecido muscular; 5,71 + 2,72% de hemorragia; 64,46 + 24,09% de tecido de
granulacao, de um total de 100% (Tabela 5 e Fig.21).



Tabela 5 — Histomorfometria das lesdes endometridticas subcutaneas de rata

CONTROLE
Caso 01
Caso 02
Caso 03
Caso 04
Porcentagem acumulada
Média £ Desvio Padrao

ESTRADIOL
Caso 01
Caso 02
Caso 03
Caso 04
Porcentagem acumulada
Média + Desvio Padréo
GNRH
Caso 01
Caso 02
Caso 03
Caso 04
Porcentagem acumulada
Média £ Desvio Padrao

PROGESTERONA
Caso 01
Caso 02
Caso 03
Caso 04
Porcentagem acumulada
Média + Desvio Padrao

Glandulas Estroma Tecido adiposo Tecido Hemorragia Tec. de Total
muscular granulacéo
2,98% 1,35% 27,50% 0,70% 57,26% 57,26% 100,0%
4,27% 0,64% 30,89% - 2,25% 61,96% 100,0%
6,67% 1,10% 18,03% 2,60% 4,38% 67,20% 100,00%
4,16% 1,89% 52,56% - 0,21% 41,18% 100,0%
18,08% 4,98% 128,98% 3,30% 64,10% 227,60% 400,00%
4,52 +1,55% 1,25 + 0,52% 32,25 + 14,60% 1,65 +1,34% 16,03 + 27,54% 56,90 + -
11,24%
25,54% 2,24% - 28,40% 1,06% 42,76% 100,00%
32,54% 1,34% - 11,77% - 54,36% 100,00%
46,78% 1,10% - 0,49% 2,27% 49,36% 100,00%
36,61% 1,01% - - - 62,37% 100,00%
141,47% 5,69% - 40,66% 3,33% 208,85% 400,00%
35,37 + 8,88% 1,42 + 0,56% - 13,55 + 14,04% 1,67 + 0,86% 52,21 +8,27% -
27,07% - - - 8,30% 64,63% 100,00%
3,24% 3,35% - 8,04% 2,67% 82,70% 100,00%
30,31% 3,35% - 8,04% 10,97% 147,33% 200,00%
15,16 + 3,35+ 0% - 8,04 + 0% 5,49 + 3,98% 73,67 +12,78% -
16,85%
50,34% 1,66% - 5,56% 3,78% 38,67% 100,00%
25,64% - - - - 74,36% 100,00%
15,69% 1,01% - 23,90% 7,63% 51,77% 100,00%
4,51% 2,45% - - - 93,03% 100,00%
96,18% 5,12% - 29,46% 11,41% 257,83% 400,00%
24,05 + 1,71 £0,72% - 14,73 + 5,71 +2,72% 64,46 + 24,09% -
19,54% 12,97%

* Casos 01 e 04 do grupo tratado com GNRH foram descartados por apresentarem grandes abscessos.
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Figura 21 — Histomorfometria das lesbes endometrioticas subcutédneas de rata
(média das &reas de cada componente).

GNRH

Hemorragia

# Glandulas
o ] I

0% 20% 40% 60% 80%  100%

Média + EPM das areas medidas- Controle: glandulas 4,52 + 1,55%; estroma 1,25 + 0,52%; tecido
adiposo 32,25 + 14,6%; tecido muscular 1,65 + 1,34%; hemorragia 16,03 + 27,54%; tecido de
granulacédo 56,9 + 11,24%.

Estradiol: glandulas 35,37 + 8,88%; estroma 1,42 + 0,56%; tecido adiposo ndo observado; tecido
muscular 13,55 + 14,04%; hemorragia 1,67 + 0,86%; tecido de granulacdo 52,21 + 8,27%.

GnRH: glandulas 15,16 + 16,85%; estroma 3,35 + 0%; tecido adiposo nao observado; tecido muscular
8,04 + 0%; hemorragia 5,49 + 3,98%; tecido de granulagdo 73,67 + 67%.

Progesterona: glandulas 24,05 + 19,54%; estroma 1,71 + 0,72%; tecido adiposo néo avaliado; tecido
muscular 14,73 + 12,97%; hemorragia 5,71 + 2,72%; tecido de granulagéo 64,46 + 24,09%.
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6 DISCUSSAO

Este experimento foi realizado (com modificacdes baseadas no modelo de
Vernon e Wilson, 1985) com o propoésito de desenvolver um modelo padronizado de
endometriose subcutanea, que pudesse ser utilizado para estudo de provaveis
mecanismos fisiopatoldgicos e do efeito de drogas sobre a endometriose, motivados
por ndo existir na literatura consultada um modelo que preenchesse esses requisitos

e, também, que fosse um modelo de facil execucao e de baixo custo.

6.1 Comparagdo do modelo com a literatura

Ndo ha duavidas, de que o modelo de primata para estudo da
endometriose tem maior relagdo com a situacdo em seres humanos, portanto,
adequado para investigar inicio e progressdo da endometriose, parametros
imunolégicos, padrées de heranga e mecanismos de feedback sobre o endométrio
tépico. O primata é a Unica espécie que apresenta menstruacdo espontanea, tem
muitas semelhancas com as mulheres, como anatomia pélvica, caracteristicas
fisiologicas reprodutivas e imunologicas (GRUMMER, 2006). Primatas desenvolvem
endometriose espontanea e estabelecem lesfes iguais e em locais também iguais
as que as mulheres desenvolvem (MACKENZIE; CASEY, 1975; D’HOOGHE et al.,
1991). Consideracfes éticas e alto custo para realizacdo de experimentos limitam o
uso deste modelo para pesquisa em endometriose (GRUMMER, 2006).

Alguns fatores que possam existir somente no endométrio humano, para
gue possa desenvolver e manter um foco endometridtico ndo esta presente no
endométrio de roedores tem levado autores a desenvolver modelo heterdlogo
(BERGQVIST et al., 1985; GRUMMER et al., 2001). O modelo heter6logo de roedor
€ uma ferramenta para experimentos que avaliam a etiologia, para teste terapéutico
e modulacdo hormonal, porque se baseia na saude do endométrio humano. Pode
ser usado tecido endometrial ou tecido endometriético humano (GRUMMER, 2006).
No modelo homalogo, utiliza-se de transplante de endométrio do proprio animal ou
de animais singénicos (geneticamente idénticos) em animais imunocompetentes,
enquanto que, em modelo heterélogo, o endométrio humano é transferido para
animais imunodeficientes (GRUMMER, 2006).
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No modelo de roedora heteréloga (camundongo nude), o endométrio
humano fica intacto por no maximo quatro semanas. Apos trés semanas do implante
podem ser observados desdiferenciacéo e infiltrado de linfécitos (GRUMMER et al.,
2001). No modelo homdlogo peritoneal de rato, as lesbes permanecem viaveis por
um periodo de pelo menos 10 meses, ou seja, 40 semanas (VERNON e WILSON,
1985).

Na rata, o fragmento uterino implantado mostra caracteristicas da doenca
humana, com formacao de lesbes vascularizadas, contendo glandulas, estroma e
cistos, independentemente de sua localizacao peritoneal (CUMMINGS; METCALF,
1995).

Existem diferencas importantes entre o0 modelo de roedores e a fisiologia
reprodutiva humana, por isso, esse modelo tem suas limitacbes. Os roedores nao
menstruam e ndo desenvolvem endometriose espontanea. Apesar das limitacoes,
esse modelo oferece muitas vantagens, tais como baixo custo, poder realizar
estudos em grandes grupos de animais geneticamente semelhantes, estudos a
longo prazo, ndo ha rejeicdo do tecido ectdpico auto-implantado, investigar
mecanismos envolvidos na fixacdo de células endometriais no peritdnio, investigar
efeito de drogas e avaliacdo de drogas imunomoduladoras devido a um sistema
imune bem caracterizado (GRUMMER, 2006).

Como pode se observar pelos resultados apresentados nesses
experimentos, a curva de desenvolvimento dos pesos relativos dos endometriomas
subcuténeos ao longo do tempo, o grupo de 14 dias foi 0 que apresentou 0os maiores
pesos. Esse aumento poderia ser explicado pela reacdo inflamatéria aguda que,
comumente, dura em torno de uma a duas semanas (PATOLOMED, 2009),
coincidindo, assim, com o periodo de maior crescimento do peso do endometrioma,
juntamente com retencéo liquida que, depois desse periodo diminuiria, ficando em
um patamar menor de peso e, ajudado também pela reacao fibrética em torno do
endometrioma, que poderia dificultar o acesso de mais células inflamatérias ao local
do endometrioma. Este fato foi verificado no endometrioma de 21 dias que, nesse
periodo, apresenta-se bem menor em relacdo ao de 14 dias. Uchiide; Ihara;
Sugmata (2002) encontraram resultados parecidos com os do presente estudo; eles
evidenciaram uma reacgédo inflamatoria progressiva nos primeiros 4 a 7 dias, com a
presenca de células do plasma, eosinofilos, linfocitos, mastocitos e macrofagos,

tendo a reacgéo inflamatodria diminuida, e as células também desaparecidas apos 14
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dias do autotransplante, permanecendo eosinéfilos apoptéticos e macrofagos
fagocitando corpos apoptéticos.

Como néo existe na literatura experimento semelhante para
comparacoes, observaremos as diferencas com alguns modelos mais parecidos.

XU et al. (2009) usaram camundongos com deficiéncia na funcdo dos
linfécitos T e B, utilizando endométrio heterélogo (humano) e implantando-o em
bolsa no subcutédneo, mas ndo descrevendo como fizeram a bolsa. Nesse trabalho,
foi usado animal com sistema imune modificado e endométrio heterélogo, tornando o
método mais complexo do que o do modelo deste experimento. LIU et al. (2010),
usaram endométrio heterélogo incubado com adenovirus e injetaram no subcuténeo.
No trabalho de LIU, foi utilizado um microoganismo e isso poderia modificar a
fisiopatologia da endometriose. WANG et al. (2013), usaram camundongo nude e
implantaram endométrio aut6élogo em bolsa no subcutdaneo, mas também n&o
descreveram como fizeram a bolsa. Nesse trabalho, foi utilizado também animal com
sistema imune modificado, podendo, portanto, alterar a fisiopatologia da
endometriose (WANG et al, 2013).

FU et al. (2013), implantaram fragmentos de Utero autélogo em bolsa
subcutédnea, mas nao descreveram como fizeram a bolsa. Neste experimento, ndo
foi explicado o método, ndo podendo ser feita alguma comparacao.
MOHAMMADZADEH et al. (2008) usaram seis fragmentos de hemi-Utero esquerdo,
sendo que, o endométrio foi separado do miométrio usando microscoépio.
Implantaram quatro fragmentos na cavidade peritoneal e dois fragmentos no
subcutaneo de cada lado do abdome. Neste experimento, houve implante em
cavidade peritoneal, ndo sendo, portanto, um modelo subcutaneo puro. Além disso,
foi usado microscopio para separar o endométrio do miométrio diferindo do modelo
proposto, que nao foi usado esse instrumento e nem foi preciso separar 0
endométrio do miométrio, tornando este método bem mais simples. No achado
histol6gico do modelo proposto nao foi encontrado tecido muscular uterino.

JOAO NETO et al. (2007) utilizaram a classificacdo de QUEREDA;
BARROSO; ACIEN (1996) para avaliar o desenvolvimento dos implantes, na qual se
usa uma classificacdo baseada mais no aspecto do endometrioma, que se classifica
dessa maneira: grau zero- implantacdo desaparece ou auséncia de forma cistica,
grau |- implantagédo forma uma vesicula com didmetro menor do que 2 mm ou forma

sélida, grau Il- implantacdo é cistica e seu diametro esta entre 2 e 4,5 mm, grau llI-
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vesicula com didmetro maior que 4,5 mm. Em seu experimento foi encontrado
endometriomas classificados em sua maioria nos graus Il e Ill (JOAO NETO et
al.,2007). Nesse experimento, foi usado peso Umido e peso seco para avaliar o
desenvolvimento dos implantes, que € um método baseado em medida (peso em
kg), ndo sendo observador-dependente, portanto, um método mais confiavel.

Jl et al. (2011) utilizaram Guizhi Fuling Capsule (GZFLC), uma férmula da
medicina tradicional chinesa, agente imunomodulador, para pesquisar a sua eficacia
sobre implantes de endometriose na parede externa do abdome em ratas. Nesse
estudo, foi verificada que o GZFLC reduziu o tamanho dos implantes (em volume) de
endometriose devido a sua agao imunomoduladora no modelo de endometriose em
rata. No entanto, eles ndo demonstraram como realizaram esse implante na parede
externa do abdome. Ao contrario, sistematizamos o método de como fazer o modelo
de endometriose subcutanea.

BERGQVIST et al. (1985) utilizou tecido endometriético obtido por
laparotomia (seis mulheres) e tecido de endométrio, obtido através de curetagem
uterina (simultaneamente das mesmas seis mulheres), e implantou no subcutaneo
de camundongos nus para estudar o efeito morfolégico de véarias drogas (estradiol,
acetato de medroxiprogesterona e danazol). Nos seus estudos encontraram
gandulas de vérios tamanhos, formas e um estroma pouco celular, um padrao
parecido com este experimento. Eles encontraram tecido fibroso nos animais
tratados com estrogénio, fibrose esta que parecia substituir os enxertos, tanto de
tecido endometrial como de tecido endometriético. O que chama atencdo neste
trabalho, é que foi utlizado tecido humano (heter6logo) para inducdo da
endometriose subcutdnea, ao contrario deste experimento que foi usado tecido
autologo.

KEENAN et al. (1999) realizaram implante na cavidade peritoneal proximo
a vasos de maior irrigacao (mesentério do intestino delgado) e tiveram que fazer trés
cirurgias no mesmo animal. Ao contrario, neste experimento, foi realizada apenas
uma cirurgia e foi colocado o implante em um tecido (subcutaneo) que nédo tem a
irrigacao abundante de um intestino.

Utilizando modelo de endometriose em ratas Cason; Samuelsen; Berkley
(2003) observaram que implantes do tipo cisto aumentavam a medida que 0s niveis

estrogénicos aumentavam na rata. Esses achados se assemelham aos achados
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deste experimento, ou seja, a resposta foi dose-dependente (CASON;
SAMUELSEN; BERKLEY, 2003).

6.2 Andlise dos resultados

6.2.1 Curva de desenvolvimento

Agora, serdo discutidos os resultados traduzidos em nameros,
comecgando pelo grupo controle. Observando a curva de desenvolvimento do grupo
controle (dia 14), foi percebido que hd um aumento progressivo no peso dos
endometriomas Uumidos, mas estatisticamente significante somente no dia 14 em
relacdo ao dia 1 (p = 0,0198); no peso dos endometriomas secos ha um aumento
progressivo também, portanto, uma curva ascendente com diferenga estatistica
significante do dia 14 em relagéao a todos os outros dias (p = 0,0018) (figura 21).

Provavelmente, essa diferenca entre os endometriomas Uumidos e secos
seja explicada, porque, no peso seco, esta se pesando efetivamente os tecidos que
foram acrescidos no peso, ou seja, ndo ha interferéncia de infiltracdo liquida e
processo inflamatdrio, que dura em torno de uma a duas semanas (PATOLOMED,
2009). Nos pesos dos hemi-Uteros Umidos e secos, ndo houve crescimento
significante em nenhum grupo, resultado esse que poderia ser esperado, ja que nao
estava sendo dado horménio exdgeno (estrogénio) para estimular o crescimento dos
hemi-uteros. O estrogénio produzido pelo endometrioma, provavelmente teve uma
acdo mais local e, também, esse estrogénio ndo teria chegado a corrente sanguinea

devido a fibrose em torno do endometrioma (ZEITOUN et al. 1998).

6.2.2 Efeito dos esterdides sexuais (B-estradiol e acetato de medroxiprogesterona)
sobre o desenvolvimento dos endometriomas subcutdneos e hemi-Uteros direitos de

ratas

Terminado o experimento da curva de desenvolvimento e tendo-se
padronizado o inicio e o término do tratamento, foi iniciado o estudo com drogas
para verificar a resposta do endometrioma subcutdneo ao estradiol, acetato de
medroxiprogesterona, analogos de GnRH (pamoato de triptorrelina) e acido

acetilsalicilico (AAS). Constatou-se a resposta do endometrioma subcutaneo as



63

drogas semelhante ao seu comportamento em focos de endometriose que ocorrem
em mulheres com esta enfermidade.

O peso umido dos endometriomas do grupo tratado com estrogénio
(B-estradiol, 10 mg/kg) tiveram diferenca significante em relacdo ao controle e as
demais doses (p = 0,0064). As doses de 2,5 mg/kg e 5 mg/kg ndo mostraram
diferenca significativa entre si e nem entre elas e o controle. Portanto, essas doses
nao foram suficientes para desenvolver os endometriomas. Os pesos secos dos
endometriomas do grupo tratado com estrogénio 10 mg/kg apresentaram 0 mesmo
padrdo de resposta que os pesos Umidos dos endometriomas (p = 0,0032). Os
pesos umidos dos hemi-uteros tratados com estrogénio 10 mg/kg tiveram diferenca
estatistica significante em relacdo ao controle e as demais doses (p = 0,0001). As
doses de 2,5 mg/kg e 5 mg/kg ndo diferiram entre si, mas tiveram diferenca em
relacdo ao controle e a dose de 10 mg, mostrando uma curva de crescimento
ascendente em relagdo ao controle e evidenciando também uma resposta positiva
ao estrogénio melhor que os endometriomas. Essa curva ascendente deste
experimento € semelhante aos achados de Cason; Samuelsen; Berkley (2003).
Essa diferenca de resposta poderia ser explicada, provavelmente pela presenca de
fibrose nos endometriomas, a qual ndo responde aos estrogénios. BERGQVIST et
al. (1985) em seus experimentos também encontraram muita fibrose em seus
achados histologicos de endometriose. Os pesos secos dos hemi-Uteros tratados
com estrogénio tiveram as mesmas respostas que 0s pesos Umidos dos hemi-uteros
tratados com estrogénio (p = 0,0001), mostrando também uma curva ascendente.

Os pesos Umidos dos endometriomas tratados com acetato de
medroxiprogesterona nas doses de 0,5 mg/kg, 2 mg/kg e 5 mg/kg tiveram uma
diminuicdo nos seus pesos em relacdo ao controle (p = 0,0069), mas, entre as doses
nao houve diferenca significativa. Os pesos secos dos endometriomas tratados com
acetato de medroxiprogesterona nas doses de 0,5 mg/kg, 2 mg/kg e 5 mg/kg tiveram
0 mesmo padrdo de resposta dos endometriomas umidos tratado com acetato de
medroxiprogesterona, o que mostrou certa surpresa, ja que na endometriose ha uma
resisténcia a progesterona e, nesse experimento, a menor dose (0,5 mg/kg) é dez
vezes menor que a dose de 5 mg/kg. A ndo ser que a dose de 0,5 mg/kg ja seja uma
dose alta para esse tipo de animal (rata) ou, devido a resisténcia a progesterona, a
resposta maxima seria com a dose de 0,5 mg/Kg. Mesmo aumentando a dose, a

resposta seria a mesma. Os pesos umidos dos hemi-uteros tratados com acetato de
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medroxiprogesterona nas doses de 0,5 mg/kg, 2 mg/kg e 5 mg/kg tiveram uma
diferenca significativa somente na dose de 0,5 mg em relacdo ao controle (p =
0,0398). Entre as doses nao houve diferenca significativa. Os pesos secos dos hemi-
Gteros tratados também com acetato de medroxiprogesterona nas mesmas doses,
nao apresentaram diferenca significativa entre as doses e nem entre as doses e 0
controle. Esses achados poderiam ser explicados baseados em que os hemi-Uteros
nao apresentam endometriose. Portanto, ndo tendo endometriose, ndo tem reacao
inflamatoria e, ndo tendo inflamacao, eles néo teriam infiltracdo de liquido e de
células inflamatérias com seus produtos secretoérios, pois, a progesterona que tem
acao anti-inflamatéria (SEMPR, 2007) ndo teria como agir para diminuir seu peso.
Outra explicacdo € que o endométrio e 0 miométrio normais nao expressam
aromatase. Ao contrario do que ocorre no foco de endometriose, ha aromatase
produzindo estrogénio, que contribui para aumentar ainda mais a lesao
endometribtica, portanto, ndo tendo lesdo, ndo tem estrogénio local, para que a
progesterona exerca sua acao de antagonista do estrogénio ao nivel do Gtero para
diminuir sua acao proliferativa (BULUN; SIMPSON; WORD, 1994; NOBLE et al.,
1997).

6.2.3 Efeito do GnRH (pamoato de triptorrelina) sobre o desenvolvimento dos

endometriomas subcutaneos e hemi-Uteros direitos de ratas

Os pesos umidos dos endometriomas tratados com GnRH nas doses de
0,18 mg/kg e 0,56 mg/kg provocaram uma diminuicdo dos endometriomas, mas
somente a dose 0,56 mg/kg obteve diferenca significante em relacdo ao controle (p =
0,0095); ndo houve diferenca significante entre as doses. Os pesos secos dos
endometriomas tratados com GnRH nas doses de 0,18 mg/kg e 0,56 mg/kg foram
reduzidos, mas somente a dose de 0,56 mg teve significancia estatistica em relacao
ao controle (p = 0,0038). Nao houve diferenca significante entre as doses de 0,18
mg/kg e 0,56 mg/kg. A diminuicdo dos pesos dos endometriomas com GnRH eram
resultado esperado, no caso de o implante se desenvolver, porque o0 GnRH provoca
um bloqueio da liberacédo de gonadotrofinas, levando a uma diminuicdo na producao
de estrogénio (KIESEL et al.,, 2002). Desta maneira, ndo poderia estimular o

endometrioma, que € estrogénio dependente. O que chamou atenc¢do, foi que o

GnRH levou a uma maior diminuicdo dos pesos dos endometriomas e dos hemi-
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Uteros, dentre as drogas que foram wusadas no sentido de bloguear o
desenvolvimento dos endometriomas. Os pesos Umidos dos hemi-Uteros tratados
com GnRH nas doses de 0,18 mg/kg e 0,56 mg/kg tiveram diminuicdo dos pesos, e
diferenca estatisticamente significante em relacéo ao controle (p = 0,0119), mas néo
mostraram diferenca entre as drogas em termos estatisticos. Os pesos secos dos
hemi-Uteros tratados com GnRH nas doses de 0,18 mg/kg e 0,56 mg/kg tiveram o
mesmo padrdo de resposta que os pesos Umidos dos hemi-uteros (p = 0,0054), e
também nado apresentaram diferenca estatisticamente significante entre as drogas. A
diminuicdo dos hemi-uteros pelo GnRH podera ser explicada pelo bloqueio intenso
da liberacdo de gonadotrofina, levando a uma falta de estrogénio, ja que o Utero é
orgao responsivo ao estrogénio. Pelo fato do GnRH ter uma melhor resposta na
diminuicdo dos pesos, inclusive nos hemi-lUteros sadios, isso mostra a poténcia do

bloqueio hormonal que o mesmo causou (KIESEL et al., 2002).

6.2.4 Efeito do AAS (acido acetilsalicilico) sobre o desenvolvimento dos

endometriomas subcutaneos e hemi-Uteros direitos de ratas

Os pesos Umidos dos endometriomas tratados com AAS na dose de 3
mg/kg diferiram do controle com significancia estatistica (p = 0,0218). Os pesos
secos dos endometriomas tratados com AAS na dose de 3 mg/kg tiveram diferenca
significante em relacdo ao controle (p = 0,0092). Os pesos Umidos e secos dos
hemi-Uteros tratados com AAS na dose de 3 mg, ndo tiveram diferenca estatistica
significante em relagdo ao controle. A diminuicdo dos pesos dos endometriomas
tratados com o AAS é muito importante para demonstrar a validacdo do modelo de
endometriose subcutanea, porque o AAS ndo € uma droga que tem acdo sobre a
producdo de estrogénio. Sua acdo se faz por bloqueio do processo inflamatério,
demonstrando que a endometriose é uma doenca que também se inicia e se
mantém com inflamacdo. O AAS impede o processo inflamatério por inibir um dos
mais importantes fatores de transcricdo (NF-kB) (O’NEILLE; KALTSCHMIDT,1997).
Fator este que, quando ativado, libera muitas citocinas pro-inflamatérias (GUO,
2007). O AAS inibe a subunidade IKKbeta da IKK (IKB quinase), bloqueando assim,
a fosforilagdo da IKB (proteina inibitoria do NF-kB). E, assim, ndo havendo a
fosforilacdo da IKB, ndo ocorrera a translocagédo do NF-kB para o ndcleo, impedindo

que o mesmo libere fatores que favorecem o processo inflamatorio (YIN;
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YAMMAMOTO; GAYNOR,1998). Outra via de inibicdo do processo inflamatério pelo
AAS é a inibicAo da producdo de prostaglandinas. O AAS inibe de maneira
irreversivel a COX-1 e a COX-2, estas enzimas transformam o acido aracdénico em
PGH2 que é uma precursora da PGE2 (OLIVEIRA, 2001). Como ja foi dito, a
prostaglandina E2 € uma potente estimuladora da aromatase que, por sua vez,
aumenta a producdo de estrogénio (ZEITOUN et al., 1998). Como o endometrioma
se desenvolve respondendo a fator hormonal (estrogénio) e a fatores inflamatorios
(citocinas pro-inflamatorias), € compreensivel que o AAS, bloqueando o fator
inflamatorio, provocara uma redugdo importante no peso do endometrioma. Ja foi
dito que ndo houve diminuicdo dos pesos dos hemi-Uteros, resultado este, que vem
comprovar a importancia do processo inflamatério na composicdo das lesdes de
endometriose. Os pesos dos hemi-Uteros ndo poderiam diminuir, jA que 0S mesmos
nao estavam com endometriose. Portanto, ndo poderiam responder a uma droga de

acdo anti-inflamatéria.

6.2.5 Histomorfometria

Na analise histomorfométrica das lesBes endometridticas subcuténeas,
em relacdo a area total analisada, foi observado , no grupo controle, ocorreu uma
maior area de hemorragia em relacdo aos grupos tratados, o que poderia ser
explicado como devido a ciclicidade, ou seja, no controle estd ocorrendo o que
ocorre normalmente durante o ciclo menstrual, o foco endometridtico sangrando
igualmente ao endométrio tépico e no controle ndo estd havendo nenhum bloqueio
para que isso nao ocorra (VISCOMI et al., 2004). Portanto, é de se esperar que,
nesse grupo, ocorra mais area de hemorragia. No grupo tratado com estrogénio,
houve maior area de glandulas em relagdo ao controle e aos outros grupos. O fato
podendo ser explicado pela estimulagdo proliferativa que esse esterdide faz nas
glandulas. Observou-se também em todos os grupos, inclusive no controle, a
presenca de grande quantidade de area com tecido de granulagdo. Muito
provavelmente a presenca de tecido de granulacdo faz parte do processo
fisiopatolégico da endometriose, ou seja, € uma doenca que tem em sua evolucao o

processo inflamatério e de cicatrizacdo (WERNER; GROSE, 2003) (ver figura 4).
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7 CONCLUSOES

1) O modelo é adequado para estudo de provaveis mecanismos fisiopatologicos e
do efeito de drogas.

2) O endometrioma cresceu com 0 uso de estradiol de maneira semelhante
ao que ocorre na mulher.

3) O endometrioma diminuiu com o0 uso de acetato de medroxiprogesterona de
maneira semelhante ao que ocorre na mulher.

4) O endometrioma diminuiu com o uso de analogos de GnRH de maneira
semelhante ao que ocorre na mulher.

5) O endometrioma diminuiu com o uso de AAS, sendo essa droga importante para
a validacao do modelo.

6) O modelo é factivel de ser executado e apresenta baixo custo financeiro.
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