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RESUMO

A endometriose € uma doenca ginecologica cronica e progressiva que afeta cerca de
10% das mulheres em idade reprodutiva. Altos indices de depressdo, ansiedade e
estresse emocional sdo frequentemente encontrados nessas pacientes. No entanto,
pouco se sabe sobre o0s mecanismos subjacentes ao desenvolvimento e
estabelecimento da endometriose e de suas comorbidades psiquiatricas. Os modelos
animais fornecem uma ferramenta util para estudar a sequéncia temporal e as vias
bioldgicas envolvidas nesta doenga, bem como nos estados comorbidos, como as
alteracBGes neuropsiquiatricas. No presente estudo, objetivou-se avaliar as principais
alteracdes comportamentais e a sensibilizacdo a dor no modelo animal de
endometriose peritoneal. Também, foram avaliados os niveis de marcadores de dano
oxidativo e neurotrofinas hipocampais. Para isso, ratas Wistar fémeas adultas foram
submetidas ao modelo de endometriose peritoneal induzido pelo transplante aut6logo
de tecido uterino. As ratas foram avaliadas semanalmente durante trés semanas para
o desenvolvimento de comportamentos tipo-ansiedade e tipo-depressivo, bem como
alteracGes de sensibilizacdo periférica e visceral a dor. Apos o0s testes, 0s animais foram
sacrificados e realizou-se a dissecacdo de hipocampo, cortex pré-frontal e corpo estriado. Os
resultados demonstraram que a administragdo de reserpina induziu um quadro
comportamental de depressao-like, pelo aumento do tempo de imobilidade dos animais tanto
no teste de suspensdo de cauda quanto no nado forcado, sem alterar a atividade locomotora
dos animais, essa acéo foi revertida pela associacdo com sitagliptina, principalmente na maior
dose (6 mg/kg). Reserpina apresentou efeitos oxidantes demonstrados pelo aumento de
malondialdeido, SOD e MPO e reducdo de GSH nas &reas cerebrais estudadas. Foram
mensurados 0s niveis séricos de corticosterona, e, no hipocampo, 0os marcadores de
estresse oxidativo - concentragdo de glutationa (GSH) reduzida, niveis de
peroxidacdo lipidica e atividade da enzima mieloperoxidase (MPQO) - bem como a
expressdo da neurotrofina fator cerebral derivado do cérebro (BDNF). De acordo
com nossos resultados, as principais alteragbes comportamentais iniciaram-se 2
semanas ap0ds a induc¢do do modelo. De fato, as ratas com endometriose no 14° dia de
avaliacdo apresentaram alteracdes tipo-ansiedade no teste do campo aberto e do
labirinto em cruz elevado, bem como no 14° dia também houve alteracdo tipo-
depressiva, foram identificadas alteracdes tipo-depressivas no teste do nado forgado.

As ratas com endometriose apresentaram reducdo simultdnea do limiar de



sensibilidade periférica a dor a partir da segunda semana de inducdo, além de
aumento dos niveis séricos de corticosterona em resposta a um evento estressor
agudo. No hipocampo, dissecado nos dias 7, 14 e 21 do procedimento cirdrgico, 0
modelo de endometriose peritoneal causou um acentuado aumento do dano oxidativo,
demonstrado pela diminuicdo das concentracbes GSH, aumento da peroxidagdo
lipidica e aumento da atividade da enzima MPO. Também foi induzida uma reducéo
tempo-dependente dos niveis de BDNF no hipocampo das ratas submetidas ao
modelo de endometriose. A maioria dessas alteracdes oxidativas e neurogquimicas
ocorreu de acordo com o tempo, sendo mais evidentes na terceira semana de inducéo,
quando também ocorreram as principais alteracdes comportamentais. Portanto, este
estudo demonstra que o presente modelo de endometriose mimetiza varios sintomas
neuropsiquiatricos evidenciados no ambito clinico das pacientes com endometriose.
Também, nossos achados advogam para a participacdo de um desequilibrio do estado
oxidativo e do suporte trofico hipocampal para o surgimento dessas alteracdes. Com
isso, o presente modelo constitui uma ferramenta valiosa para investigar novas
estratégias terapéuticas, tanto para os sintomas algicos relacionados a endometriose

como para suas comorbidades neuropsiquiatricas.

Palavras-chave: Endometriose. Depressdo. Ansiedade. Hipocampo.



ABSTRACT

Endometriosis is a chronic and progressive gynecological disease that affects about
10% of women of reproductive age. High rates of depression, anxiety and emotional
stress are often found in these patients. However, little is known about the
mechanisms underlying the development and establishment of endometriosis and its
psychiatric comorbidities. Animal models provide a useful tool for studying the
temporal sequence and biological pathways involved in this disease, as well as in
comorbid states, such as neuropsychiatric disorders. Therefore, in the present study,
we aimed to evaluate the main behavioral changes and pain sensitization in the
animal model of peritoneal endometriosis. Also, levels of markers of oxidative
damage and hippocampal neurotrophins were evaluated. For this, adult female
Wistar rats were submitted to the model of peritoneal endometriosis induced by
autologous uterine tissue transplantation. The rats were evaluated weekly for three
weeks for the development of anxiety-type and depressive-type behaviors, as well as
changes in peripheral and visceral sensitization to pain. The results demonstrated that
the administration of reserpine induced a depression-like behavioral pattern, by increasing
the immobility time of the animals in both the tail suspension test and forced swimming,
without altering the locomotor activity of the animals. associated with sitagliptin, especially
at the highest dose (6 mg / kg). Serum levels of corticosterone were measured and, in
the hippocampus, the markers of oxidative stress - reduced glutathione concentration
(GSH), levels of lipid peroxidation and myeloperoxidase activity (MPO) - as well as
neurotrophin brain factor expression brain (BDNF). According to our results, the
major behavioral changes started 2 weeks after the induction of the model. In fact,
the rats with endometriosis on the 14th day of evaluation presented type-anxiety
changes in the open field test and the high cross labyrinth, but only on the 21st day,
type-depressive changes were identified in the forced swimming test. Rats with
endometriosis presented a simultaneous reduction in the peripheral sensory pain
threshold from the second week of induction, in addition to an increase in serum
corticosterone levels in response to an acute stressor event. In the hippocampus,
dissected on days 7, 14 and 21 of the surgical procedure, the peritoneal
endometriosis model caused a marked increase in oxidative damage, demonstrated
by the decrease in GSH concentrations, increase of lipid peroxidation and increase

of MPO enzyme activity. A time-dependent reduction of BDNF levels in the



hippocampus of rats submitted to the endometriosis model was also induced.
Interestingly, most of these oxidative and neurochemical changes occurred in a time-
related manner, being more evident in the third week of induction of the model, when
also the main behavioral changes occurred. Therefore, this study demonstrates that
the present model of endometriosis mimics several neuropsychiatric symptoms
evidenced in the clinical setting of patients with endometriosis. Also, our findings
advocate for the participation of an imbalance of the oxidative state and
hippocampal trophic support for the appearance of these alterations. Thus, the
present model constitutes a valuable tool to investigate new therapeutic strategies
for Dboth the endometriosis-related pain symptoms and its neuropsychiatric

comorbidities.

Keywords: Endometriosis. Depression. Anxiety. Hippocampus
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1 INTRODUCAO

A endometriose é uma doenca que apresenta queixas clinicas relacionadas com
frequéncia da dor pélvica e infertilidade, geralmente diagnosticada na 42 década da
vida das pacientes, devendo sempre ser questionada para orientar a hipotese
diagnodstica (ANDRADE et al., 2016).

1.1 ASPECTOS EPIDEMIOLOGICOS

Endometriose é definida pela presenga de glandulas e estroma endometriais
fora do Gtero. Essa doenca foi descrita ha mais de um século, quando Russel (1899
apud TEIXEIRA, 2012, p.23) escreveu em seu pioneiro manuscrito: “No estudo
microscopico do ovario, ficamos surpresos em encontrar areas nas quais ha um exato

prototipo das glandulas uterinas e da matriz extracelular interglandular”.

Durante décadas, a endometriose foi descrita como um achado incidental em
cirurgias laparoscopicas para outras causas ginecoldgicas. Somente ap6s o
desenvolvimento do endoscépio, no final da década de 1960, as lesGes de
endometriose comegaram a ser reconhecidas como uma observagdo frequente em

mulheres com queixa de dor pélvica e infertilidade (MOWERS et al., 2015).

Apesar de ser considerada uma condicdo ginecoldgica benigna, a endometriose
pode cursar com sintomas severos, como dor pélvica crbnica, dor durante a
menstruacdo, dor durante a cépula e dismenorreia. Ela é a terceira causa mais
frequente de internacBes ginecoldgicas, nos Estados Unidos da América (EUA), e

uma das principais causas de infertilidade em mulheres jovens (BUTRICK, 2003).

A prevaléncia exata da endometriose é dificil especificar, especialmente em
paises como o Brasil, onde carecem de dados epidemiologicos de abordagem
universal e atualizados. Entretanto, nos EUA, a prevaléncia dessa doenca varia
grandemente, conforme a populagdo amostral avaliada. Por exemplo, entre mulheres
assintomaticas, estima-se em cerca de 1% a prevaléncia da endometriose, entretanto,
em mulheres portadoras de dor cronica pélvica, essa prevaléncia atinge valores téo
altos quanto 60% da populacdo (SOUSA et al., 2016).

Em uma revisdo sistematica recente envolvendo mais de 15 ensaios clinicos,

Janssen et al. (2013) demonstraram prevaléncias tdo altas quanto 62% em
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adolescentes com queixas de dor pélvica cronica e dismenorreia.

Nas ultimas décadas, tém sido reconhecidos importantes fatores de risco para

o desenvolvimento e agravamento da endometriose, como listados abaixo:

1.1.1 Idade

Como uma patologia  horménio-responsiva, a endometriose ¢é
predominantemente diagnosticada em mulheres em idade reprodutiva. Ela é
raramente encontrada em meninas pré-puberas, com incidéncia de 0,05% em
pacientes sintomaticas dessa faixa etaria. As mulheres mais acometidas por essa
doenca encontram-se entre 35-44 anos, com uma prevaléncia de 0,4% e risco relativo
de 6,3%, mesmo na auséncia de sintomas (ANDRADE et al., 2016).

Entretanto, a endometriose também pode acometer mulheres em idades mais
avancadas, como no periodo pds-menopausa (com uma incidéncia estimada em
2,55% em pacientes sintomaticas). Portanto, em parte, o crescimento na prevaléncia
dessa doenca tem sido atribuido ao envelhecimento global da populacdo (ANDRADE
et al., 2016).

1.1.2 Redugéo da taxa de fecundidade

A queda drastica das taxas de fecundidade como resultado direto do estilo de
vida da mulher contemporanea tem contribuido sobremaneira para o aumento das
taxas de endometriose. Isso pode ser uma explicagdo, pois, na auséncia de gestacoes,
o0 endométrio prolifera continuamente e descama sob o controle do ciclo menstrual
(ESHRE CAPRI WORKSHOP GROUP; COLLINS; CROSIGNANI, 2007).

1.1.3 Ritmo circadiano

O ciclo menstrual e o endométrio sdo, ambos, fortemente responsivos as
variagbes dos niveis sistémicos de estrogenos. O ritmo circadiano parece ser um
importante fator regulador da secrecdo e manutencdo dos niveis circulantes de
estrogenos em mulheres com idade reprodutiva. Nesse interim, o trabalho noturno

tem sido associado a alteracdes marcantes da secrecdo de estrogenos e,
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consequentemente, a irregularidades menstruais e ao aumento do risco de
endometriose. Recentemente, foi demonstrado que qualquer trabalho noturno em
geral aumenta o risco de endometriose em 50% (LOPES et al., 2011 apud COSTA,;
MEJIA, 2018).

1.1.4 Toxinas e poluentes ambientais

Diversas toxinas ambientais possuem impacto reconhecido sobre as funcgdes
reprodutivas, imunes e enddcrinas. Nesse contexto, 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-
dioxin (TCDD) e os compostos bifenilicos sdo poluentes industriais produzidos em
grande escala globalmente, principalmente pela industria elétrica e de automdveis
(FONTENELE et al., 2010).

Esses compostos em especial as dioxinas sdo liberados no ar e podem se
acumular no ambiente. As pessoas podem se expor a eles diretamente como também
pela ingestdo de produtos contaminados, uma vez que esses compostos sdo capazes
de se acumular no tecido adiposo de animais. Por exemplo, nos EUA, 93% de toda a
exposicdo humana, as dioxinas tém sido atribuidas a alimentos contaminados.
Consistentes evidéncias apontam que esses poluentes sdo capazes de comprometer a
atividade dos estrégenos, em alguns casos, causando um efeito pr6-estrogénico
seguido de um efeito antiestrogénico (CORREIA; FONTOURA, 2015).

Esse impacto é ainda maior quando afeta fases importantes do
desenvolvimento, como o periodo gestacional. Nas Gltimas décadas, uma associacao
clara tem sido estabelecida entre a exposicdo a esses poluentes e o desenvolvimento
de endometriose. De fato, animais de experimentacdo desenvolvem lesbes
endometrioticas ectdpicas ap0s exposicdo a dioxinas. Além disso, no campo clinico,
diversos estudos globalmente tém vinculado o risco aumentado de endometriose a
niveis séricos elevados de dioxinas (BELLELIS; PODGAEC; ABRAO, 2011).

1.1.5 Autoimunidade
O desenvolvimento de um estado inflamatério local é reconhecido na

fisiopatologia da endometriose, o que sugere a participacdo importante do sistema

imune. Um mecanismo sugerido é que focos endometridticos ectopicos se
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desenvolvam por um escape do sistema imune, que se mostra ineficaz no combate a
essas lesbes. Outra hipotese ndo excludente é a participacdo de mecanismos
autoimunes. Foi demonstrado que em pacientes com endometriose existem alteragcfes
imunes, como ativacdo policlonal de linfocitos B, anormalidades na funcdo de
linfocitos T e dano a varios 6rgdos (PORFIRIO et al., 2017).

1.2 ASPECTOS CLINICO-DIAGNOSTICOS

O quadro clinico da paciente com endometriose é bastante variavel. A paciente
pode ser assintomatica, referir apenas infertilidade ou ter sintomas como
dismenorreia severa, dispareunia profunda, dor pélvica cronica, dor ovulatoria,
sintomas urinarios ou evacuatorios perimenstruais e fadiga cronica (NACUL;
SPRITZER, 2010).

As lesbes endometrioticas usualmente tém sido classificadas de acordo com
sua extensdo e morfologia em grandes subdefinicdes. Nesse interim, a primeira
subdefinicdo é de endometriose sutil. E caraterizada pela presenca de implantes
muito pequenos e, por vezes, ndo pigmentados, formando lesdes polipoides,
vesiculas, ou lesdes em chama. Algumas dessas lesdes sdo microscopicas e originam
a hipotese de que lesdes dessa dimensdo podem estar presentes em um espectro muito
maior de pacientes, causando altera¢Bes funcionais importantes. Por exemplo, foi
demonstrado que lesdes pequenas ndo pigmentadas sdo morfologicamente muito
ativas e podem liberar ativamente mediadores inflamatorios e enddécrinos nos fluidos
peritoneais, o que poderia justificar a dor, e, por vezes, o aumento das taxas de
infertilidade (LOPES, 2007).

Esses achados tém levado a proposicdo de se julgar a severidade da
endometriose pela atividade das lesdes mais do que sua extensdo. Apesar do termo
suave, essas lesdes contém glandulas e estroma endometriais, e se encaixam
completamente na definicdo de endometriose. Persiste como grande desafio o
reconhecimento dessas lesdes, uma vez que necessitam de atengdo e treinamento de
profissionais cirurgides, afora os problemas técnicos inerentes ao processamento e
deteccdo de lesdes de pequeno tamanho em bidpsias (KAMERGORODSKY, 2007).

A ultrassonografia transvaginal para o diagnostico de endometriose de bexiga

também tem sido relatada como método eficaz, com sensibilidade de 71,4% e
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especificidade de 100% (ZOMER et al., 2013).

A urografia excretora poderd evidenciar estreitamentos ureterais, sendo esta
um complemento para a endometriose vesical ou ureteral, tendo como sugestdo a
ultrassonografia. Pode-se fazer uma avaliacdo de dilatacdes do sistema coletor renal
através da urorressonancia como um método alternativo. A ressonancia magnética
(RM) pode avaliar, com melhor preciséo, alteragGes sugestivas de doenca do septo
retovaginal, ligamentos uterossacros ou do retossigmoide podem ser confirmadas por
ecoendoscopia retal ou RM. Apesar dos exames de imagem disponiveis apresentarem
boa acurécia no diagnostico da endometriose, a videolaparoscopia com biopsia das
lesGes para andlise anatomopatoldgica ainda é o padrdo-ouro no diagndéstico dessa
condicdo, a presenca de massas ovarianas com diagnostico duvidoso (MENDONCA;
OLIVEIRA, 2012).

Pode-se confirmar por ecoendoscopia retal ou RM doenca do septo
retovaginal, ligamentos uterossacros ou do retossigmoide. A videolaparoscopia com
biopsia das lesGes para analise anatomopatoldgica ainda € o padrdo no diagndéstico
dessa condicdo. Os exames de imagem disponiveis apresentam também boa acuracia
no diagnostico da endometriose (NACUL; SPRITZER, 2010).
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2 FISIOPATOLOGIA

Apesar dos avancos no entendimento da fisiopatologia da endometriose, uma
teoria unificante para essa doenca continua como um ponto pouco esclarecido. De
fato, varias teorias tém surgido a partir de evidéncias relacionadas a patogénese da
endometriose e elas podem ser genericamente categorizadas: a) naquelas que
suportam que os implantes endometridticos se originam do endomeétrio uterino; e, b)
naquelas que defendem que os implantes derivam de tecidos distantes do Gtero. Além
disso, o papel de fatores genéticos e fatores predisponentes ambientais estdo sendo
melhor compreendidos e considerados no contexto da reprogramacdo das células do
trato reprodutivo feminino (SANTOS et al., 2012).

2.1 TEORIA DO FLUXO MENSTRUAL RETROGRADO

Proposta por Sampson, em 1920, essa teoria propGe que as lesdes ectdpicas de
endometriose originam-se do fluxo menstrual retrogrado que acontece regularmente
nos ciclos menstruais. Esses fluidos conteriam células tronco endometriais anormais
que teriam capacidade de implantagcdo e angiogénese para formar novos focos quando
expostos a cavidade peritoneal. Essa teoria € suportada pelo fato de que cerca de 75-
90% das mulheres experienciam algum grau de fluxo retrogrado durante os periodos
peri-menstrual do ciclo (SILVA et al., 2013; PODGAEC, 2014).

Outras evidéncias que corroboram com essa teoria sdo os estudos envolvendo
obstrucdo dos tratos de drenagem / saida do aparelho genital feminino. Nesse
contexto, em mulheres jovens com obstrucdo congénita, como septo uterino ou
estenose cervical, a prevaléncia de endometriose € mais elevada. De forma
semelhante, a obstrucdo iatrogénica do fluxo uterino em modelos murinos resulta no
desenvolvimento de lesfes endometridticas peritoneais. Essas evidéncias advogam
qgue mesmo o comprometimento leve do fluxo anterogrado fisiolégico da
menstruagdo pode favorecer sobremaneira a formacédo de focos ectépicos (VISCOMI
et al., 2004).

A localizacdo anatomica dos implantes também reforca essa teoria. A
localizacdo mais frequente de implantes endometridticos € no compartimento

posterior da pelvis e na hemipelvis esquerda. A propensidade para a implantacéo de
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lesGes na porcdo posterior da pelvis advém que nessa regido tende a haver um maior
acumulo de fluido menstrual a favor da gravidade. Também a posicéo retrovertida do
utero facilita esse acumulo. Da mesma forma, agindo como um obstaculo para a
drenagem do fluido menstrual da trompa uterina esquerda, o c6lon sigmdide promove
a estase do fluido favorecendo a geracdo de implantes na hemipelve esquerda
(CARACA et al., 2011; KUMAR; ABBAS; ASTER, 2016).

Recentemente, achados de um modelo murino de endometrioses tém fornecido
evidéncias adicionais para a teoria do fluxo retrogrado. Nesse estudo, a ativacdo do
oncogene K-ras em células endometrioticas translocadas para o periténio foi capaz de
induzir focos endometriéticos tipicos. Por outro lado, a mesma ativagdo do gene K-
ras em células peritoneais ndo induziu sua diferenciacdo para células endometriéticas
nem a formacdo subsequente de implantes. Portanto, esses achados experimentais
favorecem a hipotese da origem dos implantes ser o endométrio uterino (CARACA et
al., 2011; KUMAR; ABBAS; ASTER, 2016).

Embora a teoria do fluxo retrégrado seja consideravelmente atrativa e
expliqgue parte da distribuicdo e desenvolvimento dos focos endometrioticos,
condicdes adicionais sdo necessarias para o estabelecimento dos implantes. Escape
do sistema imune, adesdo ao epitélio peritoneal, invasdo do epitélio e formacdo de
suporte neurovascular sdo condi¢gbes necessarias para que o implante se origine e
continue a crescer apos o fluxo retrogrado menstrual. Portanto, outros fatores
predisponentes parecem determinar dentre as mulheres que apresentam esse processo
tdo comum de fluxo retrégrado as quais desenvolveram endometriose (ZANATTA et
al., 2010).

2.2 TEORIA DA METAPLASIA CELOMICA

Embora a menstruacdo retrégrada seja 0 mecanismo mais amplamente aceito,
ela ndo pode explicar casos raros de endometriose na auséncia de utero funcional. A
teoria da metaplasia celédmica propGe que a endometriose se desenvolve como
resultado da transformagédo de células mesoteliais nas celulas do ovéario para células
de glandula endometridtica. De fato, as inclusdes mesoteliais foram associadas a
endometriose nos ovarios, trompas de fal6pio e parede pélvica. Casos raros de

endometriose descritos entre homens, meninas puberais e endometriose distante na
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cavidade toracica apoiam esta teoria particular. Além disso, um modelo experimental
in vitro de endometriose humana demonstrou que lesdes ectdpicas podem resultar da
metaplasia do epitélio da superficie ovariana (CACCIATORI; MEDEIROS, 2015).

2.3 TEORIA DA METASTASE LINFOVASCULAR

A teoria da disseminacdo linfatica e hematogénica tem sido considerada, para
explicar a ocorréncia remota de implantes endometrioticos. De acordo com essa
teoria, as células endometriais esfoliadas sdo varridas para a drenagem venosa do
Utero, com posterior deposi¢do possivel em qualquer parte do corpo. A presenca de
implantes em locais distantes da pélvis, como na cavidade toracica e pulmdes, assim
como a deteccdo de tecido endometrial nos vasos uterinos de pacientes com
adenomiose favorecem a proposicdo dessa teoria. Portanto, apesar de ser um
mecanismo plausivel, principalmente para focos distantes, as metastases
linfovasculares ndo parecem ser o mecanismo primario da endometriose, mas que
ocorrem no decorrer dos processos fisiopatolégicos que culminam na doenca
(ANTON, 2015; CACCIATORI; MEDEIROS, 2015).

2.4 TEORIA DO RESTO EMBRIONARIO

Durante a embriogénese, algumas células endometriais que devem crescer no
utero se desenvolvem no abdémen. Essas células seriam, entdo, ativadas na
puberdade sob os efeitos tréficos do estrogénio e da progesterona. A embriogénese é
controlada e dirigida por um sistema fetal sofisticado, mas ainda incompleto. Este
sistema de controle de desenvolvimento fetal pode ser o analogo fetal do sistema
imunolégico do adulto. Anormalidades do sistema de controle do desenvolvimento
fetal podem ser preservadas na vida adulta, dando origem a anormalidades
detectaveis do sistema imunoldgico do adulto. O grau de anormalidade residual do
sistema imunoldgico do adulto pode controlar a agressividade da endometriose que
se desenvolve, de modo que alguns pacientes podem desenvolver doengas invasivas
ou adesdes, enquanto outros ndo (SANTOS et al., 2012; CACCIATORI; MEDEIROS,
2015).
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2.5 TEORIA DAS CELULAS MUSCULARES LISAS

As celulas do estroma endometrial (CEES) sdo o tipo de célula mais prevalente
nas les6es endometridticas. No entanto, células musculares lisas (SMCs) também sao
frequentemente encontradas e foram relatadas em endometriose peritoneal, ovariana
e infiltrante profunda. As SMCs peritoneais expressam receptores de oxitocina
(OTRs), receptores de estrogénio (ERs) e receptores de progesterona (PRs), que sao
componentes necessarios das células do miométrio uterino. Em contrapartida, a
capacidade das SMC de produzir contra¢bes ndo foi demonstrada. E plausivel que as
contragbGes de SM peritoneais possam estimular os nociceptores peritoneais levando a
geracdo de dor associada a endometriose. No entanto, se estes SMCs sdo derivados
de células-tronco basais ou células epiteliais coelomic reativadas ainda ndo esta claro
(BRITO et al., 2012).

2.6 MECANISMOS CELULARES ENVOLVIDOS NA PATOGENESE DA
ENDOMETRIOSE

A endometriose tem sido entendida como uma doenca do crescimento
descontrolado e aberrante do tecido endometrial. No entanto, 0s mecanismos
celulares e moleculares que sdo interrompidos nesta doenca ainda ndo estdo
definidos. As vias de sinalizacdo celular envolvidas podem ser divididas naquelas
envolvidas na proliferacdo e apoptose, adesdo e invasao, angiogénese e funcdo imune
(SANTOS, 2014).

2.6.1 Proliferacdo e apoptose

Os mecanismos que regulam a proliferacdo celular endometrial s&o
principalmente controlados por interacdes entre o0s esterdides sexuais e seus
receptores. E bem conhecido que as alteracdes nas moléculas do ciclo celular, como a
ciclina e quinases dependentes de ciclina, sdo controlados por horménios esterdides,
e estdo alterados na patogénese da endometriose. Por exemplo, um fator de
transcricdo envolvido no controle do ciclo celular e apoptose é regulado pela
progesterona e sua expressdo é significativamente reduzida no tecido endometrial de
mulheres com endometriose (CARVALHO et al., 2004).
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Outra proteina reguladora do ciclo celular, ErbB-2 (TOB1) também é

conhecida por ter regulacdo negativa em mulheres com endometriose, 0o que parece

estar relacionada com a via de sinalizacdo regulada pela interleucina (IL) -1pB

(SUBTIL; TORGAL; DIAS, 2016).
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3 ENDOMETRIOSE E SAUDE MENTAL

A endometriose deve ter como tratamento uma abordagem mais ampla e que
ndo contemple apenas as queixas ginecologicas, mas que aborde a mulher

procurando-se diagnosticar e tratar disturbios ligados a satde mental.

3.1 IMPACTO NA QUALIDADE DE VIDA

A endometriose é uma das principais causas de incapacidade e qualidade de
vida prejudicada em mulheres em idade fértil. Além de sua natureza crdnica e
progressiva, seu impacto na fertilidade e nas relagBes conjugais, o atraso no
autoreconhecimento dos sintomas e diagndstico e os frequentes erros no cuidado
médico dessa condi¢cdo tornam o impacto psicossocial da endometriose um ponto de
relevante importancia no contexto da promocéo e prevencdo de satde. Além disso, a
endometriose tem sido associada a importantes custos econdmicos diretos e indiretos
a sociedade, em uma perspectiva préxima a outras doencas cronicas prevalentes,
como o diabetes, que se estendem do impacto na salde do individuo a custos
elevados nos servicos de salde a sociedade, como absenteismo e perda de anos
produtivos de vida (NASCIMENTO, 2017).

Nesse sentido, existem pelo menos 17 estudos na literatura que demonstram o
impacto da endometriose em indices de qualidade de vida e funcionalidade nas
atividades cotidianas. Esses trabalhos, majoritariamente, utilizaram instrumentos
gerais de avaliacdo da qualidade de vida (QV), como o Short Form Health Survey-36
e-12 (SF-36 e SF-12), mais que instrumentos especificos para endometriose. Em
consenso, foi reportado que mulheres com endometriose apresentam indices
reduzidos de QV, em comparacdo com mulheres sem endometriose, e na parcela de
mulheres com sintoma mais severos foi identificado uma percep¢do do atual estado
de saude pior que a morte (BERNUIT; EBERT; HALIS, 2011; TRIPOLI et al., 2011,
SIMOES; HASHIMOTO, 2012).

Ademais, a endometriose também exerce efeito negativo nas atividades
domésticas e familiares. Por exemplo, Fourquet et al. (2010) e Bernuit et al. (2011)
reportaram que 23% e 71% das mulheres com endometriose experienciam déficits em

atividades como cozinhar, fazer compras, limpeza, jardinagem e cuidado dos filhos.
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Mulheres com endometriose também apresentam menores indices de energia e

vitalidade.

Fourquet et al. (2010) identificaram que 23% das pacientes com endometriose
em seu grupo amostral reportam niveis reduzidos de energia e fadiga. Mulheres com
endometriose apresentam niveis importantemente reduzidos de escores de vitalidade
no SF-36. Impacto negativo nos niveis de exercicio e atividades desportivas também

foi relatado.

Comprometimento na vida social também ¢é um fator marcante nas mulheres
com endometrioses. Mulheres com endometrioses e dor pelvica crénica apresentam
niveis reduzidos de habilidades sociais com controles saudaveis e se expdem menos a
situacdes sociais devido a dor, fadiga, necessidade de acesso ao toillete, ou
preocupacdo em relacdo ao inicio dos sintomas (NAVARRO; BARCELOQOS; SILVA,
2006).

Além disso, o impacto psicossocial da endometriose é dindmico, sofrendo
alteracdes em diferentes estdgios da vida, segundo evidéncias recentes. Nesse
contexto, um estudo retrospectivo seguiu mulheres com endometriose por 15 anos e
identificaram que a maioria das mulheres que ndo possuem queixas algicas as
experienciam pos-diagnostico e que o perfil dos sintomas se modifica apos a
menopausa na maioria dessas mulheres. De fato, 96,9% das pacientes relataram
auséncia de dor pélvica apds a menopausa, comparado com apenas 19% em mulheres
no periodo fértil. Apesar disso, pds-menopausa prevalecem o0s sintomas urinarios e
intestinais (BOTAO, 2016).

3.2 IMPACTO NAS RELACOES INTIMAS E VIDA SEXUAL

Em relacdo a dispareunia, um largo e multicéntrico estudo reportou que cerca
de 25% das pacientes com endometriose possuem queixas de dispareunia no
momento do diagnostico. Entretanto, em estudos menores, essas estimativas podem
ser tdo altas quanto 50-100% das pacientes (sexualmente ativas) (BELLELIS et al.,
2010).

Além disso, Tripoli et al. (2011) descreveram que 69% das pacientes
experienciam dor por horas e até mesmo dias ap6s o intercurso sexual. Diversas

respostas comportamentais tém sido associadas a dispareunia, como interrupc¢do do
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intercurso sexual, mudanca de posicdes, reducdo da duracdo, mas, consensualmente,
a maioria das mulheres que se refere a dispareunia, subsequentemente, evitam ou
limitam sua atividade sexual. Isso tem sido associado a um importantes sentimento
de culpa e autodepreciacdo entre as pacientes, como também dificuldades na relacéo

com seus parceiro(a)s.

No contexto dos servicos de salde, essa € uma questdo muitas vezes
negligenciada. Pesquisas qualitativas demonstram que muitas pacientes referem que a
salde sexual € uma questdo nao abordada pelos profissionais de saude. Apesar disso,
cerca de 47% das mulheres com endometriose referem-se procurar 0s servicos de

saude por queixas de dispareunia (MARINO, 2016).

No ambito conjugal, diversos estudos relataram que as mulheres com
endometriose apresentaram impacto negativo em seus relacionamentos, e, por vezes,
aumento dos términos. Foram avaliadas 78 pacientes com endometriose e reportaram
que 50 (51%) relataram problemas conjugais pontuais relacionados aos sintomas da
doenca, 22 reportaram problemas constantes relacionados a endometriose e 6
experienciaram términos atribuidos aos sintomas da endometriose. Por outro lado,
também tem sido relatado que o parceiro conjugal pode ser uma fonte de suporte e
fator importante para boas taxas de sucesso nas medidas terapéuticas implementadas
(TRIPOLI et al., 2011).

3.3 IMPACTO NA EDUCACAO E VIDA PROFISSIONAL

Poucos estudos tém tentado delinear o impacto da endometriose na vida
educacional das mulheres. Nesse sentido, enquanto alguns autores relatam que a
endometriose afeta de forma contundente a educacdo das pacientes acometidas,
levando a menores taxas de términos de curso e abandonos, outros apontam que
apenas uma minoria das pacientes sofre esse impacto (BERNUIT et al., 2011,
FOURQUET et al., 2011).

Mais comumente, os trabalhos tém se focado na relagdo da endometriose com
a vida laboral das mulheres acometidas. Tem sido proposto que as pacientes percam
cerca de 7,41 horas por semana na vigéncia de seus sintomas e tenham uma perca de
cerca de 13% do seu tempo total de trabalho. De forma semelhante, foi demonstrado

que as pacientes com endometriose sofram um impacto importante na sua efetividade
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no trabalho, mais do que absenteismo, que pode ser quantificado em uma perda de
cerca de 10,8 horas semanalmente (NNOAHAM et al., 2011).

Muitos trabalhos sugerem que os sintomas da endometriose, em especial, 0s
relacionados a dor pélvica, comprometam a produtividade do trabalho. Cerca de 23%
a 66% das mulheres acometidas referem-se a limitagcBes na sua habilidade de
executar atividades relacionadas ao trabalho devido as queixas algicas. Esses achados
sdo acompanhados por uma reducdo na qualidade do trabalho, que pode ser
evidenciado por uma reducdo geral da efetividade de cerca de 65% (FOURQUET et
al., 2010).

Além disso, o custo total da perda de produtividade é estimado em 6.298
délares por ano por mulher com endometriose, o dobro dos custos diretos com
servicos de salde. Uma questdo que tem sido foco de discussdo € da adequacdo do
ambiente de trabalho a essa condi¢cdo. Nesse contexto, muitas mulheres ndo sentem
confianca de informar aos seus empregadores sobre sua condicdo de salde, por
razdes presumiveis de acesso ao trabalho, bem como pelas dificuldades de discutir
essas questdes com empregadores, muitas vezes, homens (SIMOES; HASHIMOTO,
2012).

Simdes e Hashimoto (2012) reportaram diferentes padrbes de resposta de
empregadores, por exemplo, alguns foram compreensivos, empaticos e procuraram
fazer ajustes no ambiente de trabalho para a condicdo das mulheres acometidas,
enquanto outros agiram de forma a negligenciar ou desacreditar nos sintomas das

pacientes.



30

4 RELACAO ENTRE ENDOMETRIOSE E TRANSTORNOS PSIQUIATRICOS

A endometriose tem sido extensivamente associada com altas prevaléncias de
sintomas psiquiatricos como depressdo, ansiedade, e comprometimento geral da
funcionalidade e qualidade de vida. Quadros psiquiatricos podem influenciar na
percepgdo da endometriose, tendo em vista que podem complicar a experiéncia dos
sintomas dolorosos, como também podem repercutir no sucesso das medidas
terapéuticas propostas (LAGANA et al., 2015).

Nesse interim, depressdo e ansiedade sdo quadros psiquiatricos comumente
associados a endometriose. Por exemplo, Smorgick et al. (2013) relataram uma alta
forca de associacdo entre essas condi¢cdes e a presenca de endometriose em mulheres
jovens (r =0.41, P < 0.001).

Outro estudo importante relatou que em uma amostra de 104 pacientes com
endometriose pélvica, cerca de 64% apresentavam sintomas depressivos moderados a
severos e cerca de 36% apresentavam sintomas ansiosos severos. Nessa amostra,
interessantemente, a idade foi um fator que se correlacionou de forma importante
com o surgimento de sintomas depressivos nas pacientes com endometriose, 0 que
ndo aconteceu para 0os sintomas ansiosos. Mulheres com endometriose apresentaram
altos niveis de ansiedade e introversdo do que mulheres com outras condicdes
ginecologicas (SILVA; MEDEIROS; MARQUI, 2016).

Outro fator que tem sido fortemente relacionado a sintomas depressivos em
pacientes com endometriose é a presenca de dor pélvica cronica. De fato, a
prevaléncia de depressdao é maior em mulheres que tem dor crdnica pélvica do que
em mulheres sem sintomas algicos (BAPTISTA; CARNEIRO, 2011).

Baptista e Carneiro (2011) relataram que 26,86% e 38% das mulheres com
endometrioses respectivamente sem e com sintomas de dor pélvica fechavam critério
para depressdo. Nao so isso, sintomas somaticos e tendéncia a catastrofizacdo foram
relacionados a intensidade da dor em mulheres que experienciam dor pélvica crénica.
Portanto, alguns pesquisadores acreditam que ndo seria a endometriose per Ssi

responsavel pelas taxas de sintomas depressivos, mas a experiéncia da dor crénica.

De fato, nenhuma diferenca no nivel de sintomas depressivos ou quadros

afetivos foram encontrados quando comparadas mulheres com dor pélvica crénica
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associada a endometriose e dor peélvica associada a outras condigbes somaticas.
Foram comparadas pacientes com endometriose com pacientes portadoras de outra
forma de dor crénica (cefaleia do tipo migraine) e encontraram que as primeiras
apresentavam percepcdo mais sensibilizada da dor e da carga estressora diaria,
sugerindo que fatores relacionados a dor especificamente tenham implicagfes
importantes para o desenvolvimento de quadros psiquiatricos (JIA et al., 2013).

Outro aspecto importante é a relacdo entre endometriose e transtorno afetivo
bipolar. Dois estudos tém apontado associacdo positivas entre as duas condi¢des. O
transtorno afetivo bipolar é caracterizado por alternancias ciclicas entre quadros de
humor, mania (humor elevado) e depressdo (rebaixamento do humor). Nesse
contexto, relagdo semelhante também tem sido estabelecida com fator dor pélvica.
Mulheres com endometriose acompanhada de dor pélvica cronica foram
significativamente mais propensas a receberem o diagndstico de transtorno bipolar,
do que mulheres com endometriose sem queixas de dor pélvica (LORENCATTO et
al., 2002).

De forma interessante, Lorencatto et al. (2002) encontraram em seu estudo
auséncia de associagdo entre endometriose e esse transtorno. Entretanto, quando
avaliado seu grupo amostral, mais da metade das pacientes com endometriose
encontravam-se sem queixas algicas. Portanto, esses achados sugerem que a
associacdo entre endometriose e transtorno bipolar esteja fortemente relacionada a

vivéncia da dor pélvica cronica.

No manejo dessas pacientes, 0s sintomas da endometriose sdo frequentemente
confundidos com somatizagdo ou dor menstrual normal. Isso muitas vezes faz com
que o diagndstico da endometriose seja negligenciado e atrasado anos a fio ap6s o
inicio dos primeiros sintomas. A média entre o inicio dos primeiros sintomas e o
diagnoéstico definitivo da doenca varia entre 3,5 a 12 anos. Isso permite que as
pacientes sejam submetidas a dor prolongada, insatisfacdo sexual, perda de
produtividade e reducdo da autoestima, o que aumenta o risco de quadros
psiquiatricos, como transtornos afetivos. Outro aspecto importante, é que apesar da
terapéutica instituida, seja ela clinica ou cirdrgica, hd uma grande taxa de
permanéncia dos sintomas pelvicos algicos, o que sugere que possiveis mecanismos
inflamatorios, nociceptivos e neuropaticos, de origem central e periférica, possam
estar envolvidos na génese desses sintomas (SILVA; MEDEIROS; MARQUI, 2016).
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Além da dor pélvica cronica, outros fatores elencados que contribuem para a
emergéncia de quadros psiquiatricos sdo a infertilidade e a disfuncdo sexual.
Também tem sido proposto que a endometriose e 0s transtornos de humor possam
fazer parte de um espectro de doencas autoimunes em algumas pacientes. Apesar
disso, o conhecimento atual da relacdo entre endometriose e transtornos psiquiatricos
tem sido limitado pela heterogeneidade metodoldgica na literatura existente e no
numero reduzido de estudos controlados. Outro aspecto importante é que o
diagnostico de endometriose s6 é definitivamente confirmado com abordagens
cirurgicas, o que dificulta a confirmagdo de controles saudaveis para inclusdo nos
estudos (SILVA; MEDEIROS; MARQUI, 2016).

Pelo fato de a endometriose ser uma doenca estrogeno-dependente,
tradicionalmente, sdo empregados tratamentos para reducdo da atividade estrogénica.
Infelizmente, medidas que suprimem a producdo de estrogenos pelos ovarios
possuem efeitos variaveis e muitas vezes insuficientes para o controle da dor nessas
pacientes. N&do apenas isso, muitas das medidas terapéuticas empregadas na
endometriose tém sido associadas a emergéncia de sintomas adversos
neuropsiquiatricos. Tém sido reportados sintomas, como abstinéncia sexual e humor
deprimido. Uma historia prévia de depressdo, sintomas afetivos pré-menstruais, e
transtornos ansiosos aumentam consideravelmente o risco de sintomas adversos

psiquiatricos pos-uso de contraceptivos orais (PODGAEC, 2014).

Além dos contraceptivos orais, agonistas de Gonadotropin-Releasing
Hormone (GnRH) também tém sido utilizados para o tratamento das lesdes
endometridticas e sintomas associados. Entretanto, esses farmacos também podem
causar sintomas como labilidade emocional e depressdo. Os sintomas adversos
psiquiatricos associados aos agonistas de GnRH tém sido associados a reducdo nos
niveis plasmaticos de estrégenos e testosterona. Nos Gltimos anos, tem sido indicado
o tratamento combinado com antidepressivos ao iniciar fArmacos dessa classe, a fim
de reduzir a incidéncia de transtornos psiquiatricos nessas pacientes (CARDOSO et
al., 2011).

Ademais, quadros afetivos ndo corretamente tratados podem influenciar a
capacidade dos pacientes de lidar com a dor e comprometer mais ainda seu
funcionamento diario. Desse modo, muitos pesquisadores tém sugerido o tratamento

adjuntivo com antidepressivos para o tratamento da dor pélvica crbnica na
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endometriose, independentemente do tratamento instituido. Apesar disso,
considerando a associagdo positiva entre endometriose e transtorno afetivo bipolar, a
correta avaliacdo dessa condicdo deve ser realizada antes da prescricdo de
antidepressivos, sob o risco de induzir quadros maniacos (NOGUEIRA; REIS; POLI
NETO, 2006).

Embora os achados sejam relativamente esparsos e por vezes conflitantes, no
conjunto, parece ser consistente a relacdo positiva entre endometriose e risco
aumentado de sintomas e transtornos psiquiatricos, em especial quadros afetivos. Até
evidéncias mais definitivas, € sugerido que mulheres com endometriose, em especial,
aquelas com dor pélvica cronica, sejam avaliadas rotineiramente para a presenca de
sintomas psiquiatricos. Também ¢é importante, ap6s o inicio do tratamento para
endometriose, que sintomas adversos neuropsiquiatricos sejam averiguados, tendo

em vista o potencial de algumas drogas os induzirem (NOGUEIRA et al., 2006).
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5 POSSIVEIS MECANISMOS ASSOCIADOS AS COMORBIDADES
PSIQUIATRICAS DA ENDOMETRIOSE

Apesar de, nas Ultimas décadas, importantes avancos no entendimento da
fisiopatologia da endometriose tenham ocorrido, 0s mecanismos subjacentes a
relagdo entre endometriose e quadros psiquiatricos comorbidos permanecem como
ponto a ser esclarecido. Alguns estudos recentes tém fornecido evidéncias de
possiveis vias e marcadores envolvidos, os quais serdo discutidos adiante (SILVA et
al., 2015).

Inicialmente, partindo do pressuposto de que mulheres com endometriose
comumente experienciam situacdes de dor cronica e problemas de autoestima,
associados, por exemplo, a dispareunia, reducdo da fertilidade, dismenorreia, esses
fatores podem ser considerados estressores cronicos. Nao apenas isso, eles também
podem ser considerados incontrolaveis. Tomando isso como evidéncia, eles podem
causar alteracdes estruturais, funcionais e neurogénicas no cérebro que se aproximam
de individuos submetidos a eventos estressores cronicos e que culminam com
quadros de transtornos de humor (MARQUI, 2014).

Nesse contexto, é largamente conhecido que eventos estressores crénicos
causam uma disfuncdo do eixo de resposta ao estresse: o eixo hipotalamo-hipéfise-
adrenal (HPA), levando a uma hipersecrecdo de corticdides e a uma perda do
controle de inibicdo retrograda desse eixo. Pacientes com transtornos afetivos, como
depressdo unipolar ou bipolar e sindromes ansiosas, usualmente apresentam
alteracdes dessa natureza (MONSIVAIS et al., 2016).

Donatti et al. (2017) avaliaram medicGes repetidas do cortisol sérico (8h-12-
16h) em 93 pacientes com endometriose e sua percep¢ao da dor e do estresse. Eles
encontraram que as mulheres com sintomas de dor pélvica moderada a severa
apresentam altos niveis de percepcdo do estresse, bem como reducdo de
funcionalidade e alteracdes do ritmo de cortisol diario. Essas evidéncias, portanto,
sugerem fortemente que em pacientes com endometriose, sobretudo naquelas com
quadros mais severos ha uma importante desregulacdo do eixo de resposta ao
estresse, 0 que pode participar dos mecanismos indutores dos quadros psiquiatricos

associados.
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No campo pré-clinico, as ratas com implantes endometriais no periténio
desenvolviam endometriose ap0s serem submetidos a um protocolo de estresse
cronico (14 dias) por exposicdo a um predador. Esses animais de forma relacionada
apresentavam importantes alteracbes do eixo HPA e niveis elevados de
corticosterona sérica (MEDEIRQS, 2005).

Outro achado interessante do estudo de Medeiros (2005) foi relacionado ao
sistema de catecolaminas enddgenas. O sistema catecolaminérgico, noradrenalina e
dopamina compdem e sdo integrados com o eixo HPA na resposta a eventos
estressores. Eles mediam as reacdes de luta ou fuga perante situacOes de risco

eminente.

Existem consideraveis evidéncias que mostram um hiperativacdo do sistema
de transmissdo catecolaminérgico, em especial noradrenérgico, em areas limbicas,
como amigdala, insula, e hipocampo, em transtornos afetivos, como sindromes
ansiosas, bem como bloqueadores dos receptores desses neurotransmissores parecem

desempenhar importante efeito ansiolitico (SEROVA et al., 2010).

No estudo de Gama (2015), foi pioneiramente demonstrado que ratas que
desenvolviam endometriose e eram submetidos a estresse cronico apresentavam um
aumento da expressdo dos receptores P2 adrenérgicos e D2- dopaminérgicos nas
lesGes ectopicas endometriais, bem como alteragcbes epigenéticas nas subregides CA1l
e giro denteado do hipocampo. Portanto, esse estudo foi pioneiro ao demonstrar que,
em animais submetidos a estresse cronico, o desenvolvimento de lesdes
endometridticas é relacionado a uma ativacdo catecolaminérgica que estimula a
angiogénese e crescimento das lesdes, bem como é acompanhado por alteragdes

epigenéticas em areas reguladoras do humor, como o hipocampo.

Previamente, foi demonstrado que mulheres com endometriose e dor cronica
pélvica apresentavam reducdes regionais do volume da substdncia cinzenta em
regides cerebrais envolvidas com a integracdo dos sinais dolorosos, como talamo,
giro cingulado, putamen e insula. Estudos recentes tém focado na avaliagdo da
conectividade de areas cerebrais relevantes para o processo de percepcdo da dor e
emocdes (GAMA, 2015).

Nesse contexto, um estudo conduzido por Beissner et al. (2016) avaliou a

conectividade cerebral por ressonancia magnética funcional de 67 pacientes com
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endometriose associada a sintomas pélvicos severos. Esses pesquisadores focaram no
hipocampo anterior por ser essa &rea, além da memdria, participante dos circuitos
integradores da imaginacdo, emocdes, ansiedade e especialmente estar envolvida na
transicdo da dor aguda para cronica. Outro aspecto importante € que o hipocampo
anterior € um substrato neural importante para o0 comportamento de ansiedade e que
essa area regula a atividade do eixo Hipotadlamo-Hipdéfise-Adrenal (HPA), por meio
de suas conexBes com nucleos hipotalamicos, como o nucleo periventricular. Nesse
estudo, esses pesquisadores identificaram que as pacientes com endometriose
apresentavam um aumento da conectividade do hipocampo anterior com o nucleo

septal.

Esse nucleo recebe e emite projecBes para o bulbo olfatério, amigdala,
hipocampo, hipotdlamo, habénula e talamo, e parece ser fundamental para os
circuitos de resposta ao prazer. Interessantemente, esses pacientes quando
submetidos as sessdes de psicoterapia e estimulacdo somatosensorial apresentam
melhora dos niveis de ansiedade e normalizacdo do hipersinal da conectividade
hipocampo anterior-septal (BEISSNER et al., 2016).

Nesse interim, outro elegante estudo foi conduzido por Donatti et al., (2017)
aonde investigaram as alteracdes de conectividade e os niveis dos neurotransmissores
glutamato e glutamina em diferentes regides cerebrais de 17 pacientes com
endometriose e dor pélvica severa e 13 pacientes com endometriose sem dor pélvica,
em relacdo aos controles saudaveis. Eles encontraram que as pacientes com dor
pélvica severa apresentavam um aumento da conectividade entre a regido da insula
anterior e cortex prefrontal medial, além do aumento das taxas de
glutamina/glutamato na insula anterior. Interessamente, esses achados
neurobiol6gicos apresentaram forte correlacdo com os parametros clinicos de
ansiedade, (r=0.61, p=0.02), depressao (r=0.60, p=0.03), e percepcdo da intensidade
da dor (r=0.55, p=0.05).

Em sindromes dolorosas cronicas, importantes alteracdes estruturais e
funcionais tém sido descritas nas regiGes cerebrais reguladoras da dor. A insula é
uma regido cerebral envolvida na integragdo dos sinais de natureza sensorial
(interoceptiva), afetiva e cogntiva, tendo assim sua importéncia destacada em estudos
com sindromes dolorosas crénicas. Além disso, a insula juntamente aos circuitos

hipocampais parecem ser as regides mais consistentemente ativadas durante a
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transicdo da dor aguda para a cronica. Niveis elevados de aminoécidos
neurotransmissores excitatérios, como o glutamato, e redugdo de neurotransmissores
inibitorios tem sido descritos na insula anterior em pacientes com quadros algicos,
como fibromialgia (DONATTI et al., 2017).

Portanto, um estudo recente indica pioneiramente que nos pacientes com
endometriose o desenvolvimento de quadros psiquiatricos do humor e de dor crénica
podem estar fortemente relacionados as alteracbes funcionais e neuroquimicas no
hipocampo (BEISSNER et al, 2017).

Além disso, tendo em vista o papel da neurogéndese hipocampal na
fisiopatologia dos transtornos de humor e do efeito de farmacos antidepressivos. Os
mecanimos subjacentes a essa neurotransmissdo disfuncional ainda precisam ser
melhor esclarecidos e a participacdo de possiveis fatores, como a producdo de
radicais livres e estresse oxidativo e neuroinflamagdo, necessitam serem
demonstrados no desenvolvimento das alteracfes psiquiadtricas que acompanham a
endometriose (LEE; KIM, 2010).
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6 OBJETIVOS

No presente capitulo, serdo abordados 0s objetivos da pesquisa.

6.1 GERAL

Avaliar alteragbes comportamentais e neuroquimicas tempo-dependentes em
ratas adultas submetidas ao modelo de endometriose peritoneal induzido pelo

transplante autélogo de tecidos uterinos.

6.2 ESPECIFICOS

- Analisar o efeito do tempo no desenvolvimento de alteracBes
comportamentais relacionadas a ansiedade e depressdo em ratas

submetidas ao modelo de endometriose induzida;

- Entender o efeito do tempo no desenvolvimento de alteracdes de
sensibilizacdo periférica e visceral a dor em ratas submetidas ao modelo de

endometriose induzida;

- Estudar o efeito do tempo no desenvolvimento de alteracdes sobre os
niveis séricos de corticosterona em ratas submetidas ao modelo de

endometriose induzida;

- Aferir o efeito do tempo no desenvolvimento de alteracBes sobre os niveis
de marcadores de estresse oxidativo — glutationa reduzida (GSH),
peroxidacdo lipidica, atividade da enzima MPO - no hipocampo em ratas

submetidas ao modelo de endometriose induzida;

- Determinar o efeito do tempo no desenvolvimento de alteragGes sobre os
niveis de expressdo da neurotrofina fator cerebral derivado do cérebro no

hipocampo em ratas submetidas ao modelo de endometriose induzida.
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7 MATERIAL E METODOS

No presente capitulo, abordaremos aspectos relacionados aos materiais e

meétodos utilizados na presente pesquisa.

7.1 ANIMAIS

Ratos Wistar fémeas adultos (9-10 semanas de idade, com peso entre 150-180
gramas), fornecidas pelo Biotério Central da Universidade Federal do Ceard (UFC)
foram utilizadas nos experimentos. Os animais (total de 60 ratas) foram alojados em
trés por caixa de policarbonato padrdo (42 x 20,5 x 20 cm), em condi¢cfes ambientais
padrdes (22 + 1 ° C, umidade de 60 + 5%; ciclo de luz de 12 horas claro/escuro com
livre & agua e racdo padrdo (FRI-LAB Rato Il, FRI-Ribe). Todos os procedimentos
experimentais foram realizados entre 8:00 e 14:00. Este protocolo de pesquisa foi
aprovado pelo Comité Local de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal
do Ceara (sob numero 35/2017) - Anexo A e foi conduzido de acordo com o Guia do
NIH para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratério (NIH, 2011) e o Colégio
Brasileiro de Experimenta¢cdo Animal (COBEA).

7.2 MODELO CIRURGICO DE ENDOMETRIOSE

O modelo de transplante aut6logo da endometriose foi realizado de acordo
com o método previamente descrito em ratas (VERNON; WILSON, 1985).

Resumidamente, os animais foram anestesiados com uma mistura de cloridrato
de cetamina e xilazina (80 e 60 mg / kg, intraperitonealmente, respectivamente). Uma
resposta anestésica adequada foi avaliada pela auséncia de reatividade ao estimulo de
pingamento da cauda. Em seguida, uma pequena incisdo na linha média (cerca de 1
cm) acima da abertura vaginal foi feita. Posteriormente, a area ao redor da incisdo foi
cuidadosamente dissecada, em movimentos lentos com tesoura, de modo a destacar
suficientemente a pele da parede abdominal. Usando uma pequena pinga, foi
localizado o corno uterino esquerdo, e uma pequena incisdo medial foi feita com
cuidado para ndo causar danos a outras estruturas pélvico-abdominais. Suavemente, o

corno uterino foi puxado para cima e com dois fragmentos de sutura de fio de seda
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trancado (6-8 cm/cada) foram ligados firmemente as jungGes utero-tubular e utero-
cervicais esquerdas. ApoOs alguns minutos de ligadura, a seccdo uterina entre as
ligacOes foi cortada e colocada em placa de Petri estéril com 500 pl de PBS contendo
penicilina (100 U / ml) e estreptomicina (100 pg / ml). Trés sec¢des iguais foram
obtidas a partir do corno uterino extraido utilizando uma pinca de bidpsia (Miltex 33-
31, York, PA). Em seguida, as amostras uterinas foram suturadas ao periténio
parietal usando suturas Vicryl 4.0. O abdémen dos animais foi entdo fechado com fio
absorvivel 5.0 e a pele foi fechada com sutura ndo absorvivel 4.0. As ratas alocadas
no grupo falso-operado (F.O.) foram tratadas de forma idéntica as ratas nos quais foi
induzido o modelo de endometriose, com excec¢do de apenas a sutura isolada ter sido

colocada no periténio desses animais.
Figura 2 - Tunel para implante do

Figura 1 — Incisdo da pele da parede abdominal. ~ fragmento uterino.

=
"y

Incisdo longitudinal da pele da parede Tanel entre a metade direita da incisdo e a
abdominal, suprapublica de 2,5cm de parede abdominal anterior até a fossa iliaca
extensdo, iniciando-se a 0,5cm do bordo direita do rato (seta).

superior do pube. Fonte: Pereira (2013, p.37).

Fonte: Pereira (2013, p.37).

Figura 3 — Cavidade peritoneal aberta. Figura 4 — ldentificacdo do hemi-atero
esquerdo.

Identificagdo do Gtero apds abertura da  Exposicdo do Utero para identificacdo do
cavidade peritoneal. hemi-atero esquerdo (seta).
Fonte: Pereira (2013, p.38). Fonte: Pereira (2013, p.38).
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Figura 5 - Exérese do hemi-atero Figura 6 — Abertura longitudinal do
esquerdo. hemi-utero esquerdo.

Ligadura dos pediculos vasculares para Abertura longitudinal do hemi-utero esquerdo
exérese do hemi-utero esquerdo. para confeccdo de fragmento de 4x4mm de
Fonte: Pereira (2013, p.39). area.

Fonte: Pereira (2013, p.39).

Figura 7 — Fragmento de 4x4mm de area Figura 8 — Momento do implante no
do hemi-Utero esquerdo da rata. subcutaneo.

Fragmento de 4x4mm de érea a ser implantado Fragmento de 4x4mm de area sendo
no subcutdneo da regido inguinal direita da implantado no subcutaneo da regiéo inguinal
rata. direita da ra}ta.

Fonte: Pereira (2013, p.40). Fonte: Pereira (2013, p.40).

Figura 9 — Aspecto final da cirurgia.

Aspecto final da cirurgia apés sutura continua
da parede abdominal em dois planos.
Fonte: Pereira (2013, p.41).
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7.3 DESENHO EXPERIMENTAL

As ratas foram divididas randomicamente entre os grupos endometriose e F.O.
Apo6s o procedimento cirargico, os animais foram mantidos em repouso em suas
gaiolas até o 7°, 14° e 21° dias, ap0s a cirurgia, quando foram submetidas aos testes
comportamentais por dois observadores independentes cegados para a divisdo entre
0s grupos. Também, para evitar a re-exposicdo dos animais ao mesmo teste
comportamental, eles foram divididos igualmente em trés subgrupos diferentes (com
endometriose e grupos falso-operados) para cada avaliacdo temporal (no 7°, 14° e 21°
dia). Os testes comportamentais foram, entdo, organizados em sequéncia do menos

para o mais estressante descrito por (PAYLOR et al., 2006).

A endometriose foi confirmada no momento do sacrificio através da
identificacdo de lesBes ectopicas na cavidade abdominal. Adicionalmente, ap6s a
decapitacdo, foram colhidas amostras de sangue do tronco cervical (cerca de 1 ml
para cada rata) em microtubos. Posteriormente, o hipocampo bilateralmente dos
animais foi dissecado e armazenado imediatamente em freezer -70°C até os ensaios

neuroquimicos.

Diagrama 1: Delineamento experimental do estudo.

-Endometriose
-Falso-operado
_l | | |
Diasi 9 7-8 dia 14-15 dia 20-21 dia
| L (N
Indugdo do Avaliagio comportamental :
Modeio de Camrepn) Abwertu |-ul-.:.~-¢u—-
Endometricse Labirhons o Crut Shovad  Tevte los Contrages Viemah
Perit ! oo Ve acbe
Coleta do sangue -
Macida da Corticostarsna srice A\:
Dissecagho do Hipocampo: Loy
Marcodores de Extrasse A X
Dxprassio de ANOF

Fonte: Elaborado pelo pesquisador/2018.
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7.4 ANALISE COMPORTAMENTAL

No presente subcapitulo, serdo abordadas questdes relacionadas com a analise

comportamental.

7.4.1 Teste de campo aberto

A atividade locomotora e o comportamento exploratorio foram medidos em
uma area de campo aberto, que consiste em um aparato de acrilico quadrado (40 x 40
cm, paredes com 40 cm de altura) dividido em nove quadrados, com base no modelo
descrito em outro lugar (ARCHER, 1973).

Sob a luz vermelha (28 Ix no centro), cada rata foi colocada em um canto da
area e observada por 5 min ap6s 1 minuto de habituagdo. Entre duas ratas, o aparelho
foi limpo com solugdo de etanol a 20%. Os parametros registrados durante o teste
foram: o numero de cruzamentos de animais com quatro patas (locomocéo
espontanea), o numero de levantamentos (comportamento exploratério vertical),

entradas no quadrante central e o tempo gasto no quadrante central (em segundos).

Figura 10: Teste do campo aberto.

Fonte: Disponivel em: <http://www.google.com.br/figuras.> Acesso em: 12 nov. 2017.

7.4.2 Teste de labirinto em cruz elevado

O aparelho labirinto em cruz elevado, descrito por Lister (1987), consiste em
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dois bragos abertos (50x10 cm, paredes de 40 cm de altura) e dois bragos fechados
(50x10cm, paredes de 40 cm de altura) conectados por um quadrante central (10x10
cm) e elevado a uma altura de 50 cm. O rato foi colocado no centro do aparelho de
frente para um dos bracos abertos e permitido explorar durante 5 min sob condicdes
de luz vermelha (28 Ix no centro). Para cada animal, foi considerado ter entrado em
um brago quando todos os quatro membros estavam dentro desse brago. Cada rata foi
testada uma vez e, entre duas delas, o aparelho foi limpo com solucdo de etanol a
20%. Os parametros comportamentais observados durante o teste foram o niumero de
entradas em bracos abertos e fechados e o tempo gasto em cada uma dessas secdes.
Estes dados foram utilizados para calcular o niumero de entradas totais, a % de
entradas nos bracos abertas (isto €, entradas abertas / entradas totais x 100) e a % de

tempo nos bracos abertos (isto é, tempo em bracos abertos / duracéo total x 100).

7.4.3 Teste do nado forgado

O teste de natacdo forcada foi realizado durante 2 dias, como descrito
anteriormente (PORSOLT; LePICHON; JALFRE, 1977). No primeiro dia, na sesséo
de pré-natacdo, as ratas foram colocadas individualmente por 15 min em um cilindro
de acrilico (40 cm de altura, 22 cm de didmetro) contendo 20 cm de agua mantida a
23 + 1° C. Vinte e quatro horas depois, as ratas foram submetidas a sessdo de teste.
Elas foram novamente colocadas em cilindros cheios de agua, e a duracdo da
imobilidade foi registrada por 5 min. O tempo de imobilidade foi definido como o
tempo gasto pela rata na auséncia de comportamentos ativos, orientados para a fuga,
como nadar, saltar, criar, cheirar ou mergulhar, fazendo apenas 0s movimentos

necessarios para manter a cabeca acima da dgua (BORSINI; MELI, 1988).
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Figura 11: Teste do nado forgado.

Fonte: Disponivel em: <http://www.google.com.br/figuras.> Acesso em: 12 nov. 2017.

7.4.4 Teste da placa quente

O teste da placa quente é um teste amplamente utilizado para avaliar o limiar
da dor aos estimulos térmicos em roedores (BANNON; MALMBERG, 2007;
CARVALHO et al., 2018).

Para isso, foi usado com um medidor de placa quente comercialmente
disponivel, consistindo de um cilindro de acrilico transparente colocado em uma
placa de aquecimento. As ratas foram colocadas para andar na chapa (53,0 = 1°C) por
até 45s (laténcia méxima permitida; para evitar danos nos tecidos). A laténcia para
pular, lamber a pata ou lamber a pata traseira foi registrada, até o0 maximo de 45s (se
o animal ndo emitisse tal resposta). Cada animal foi testado apenas uma vez em cada

sessdo.

7.4.5 Contorc¢des abdominais induzidas por acido acético

O modelo de dor visceral induzida por acido acético foi conduzido conforme
descrito por Koster et al. (1959) e repetidamente reproduzido (LEWTER et al., 2017;
CARVALHO et al., 2018).

Resumidamente, as ratas foram habituadas em gaiolas individuais durante 1
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hora. Em seguida, receberam uma injeccdo intraperitoneal (i.p.) de acido acético a
0,6% - 1 ml. O numero de contor¢des induzidas por acido foi observado durante 20
minutos, comecando 5 minutos apds a administracdo. A contor¢do foi definida como
uma contracdo do abdome ap6s um alongamento dos membros posteriores. O niumero
de contorcdes foi classificado cumulativamente por um observador experiente. Para
ndo estender o sofrimento dos animais, imediatamente, ao final dos 20 minutos de

duracdo do teste, os animais foram rapidamente sacrificados.

7.5 EXTRACAO CIRURGICA DO HIPOCAMPO

Imediatamente apds a realizacdo dos testes comportamentais e retirada de
sangue para avaliacdo laboratorial, os animais foram sacrificados por decapitacdo em
guilhotina. Apos isso, alocados em gelo fresco, os cérebros dos animais foram
removidos do crénio, e a &rea cerebral, o hipocampo, foi microdissecada. Para a
retirada do hipocampo, a porcdo anterior dos lobos frontais (em torno de 1,5mm a
partir do bulbo olfatério) foi removida por meio de uma seccdo bilateral com o
auxilio de uma tesoura de microdissec¢cdo (MACHADO, 1985 apud LIMA, 2011).

Apos a retirada do hipocampo acompanhando a fissura sagital mediana, a
camada cortical cerebral foi rebatida das meninges com o auxilio de uma pinca reta
de microdissecacdo, a qual, progredindo delicada e tangencialmente aos ventriculos
laterais, divulsionou-se o cdrtex em toda a sua extensdo fronto-occipital. Apds isso,
foi possivel expor a regido hipocampal (HC). O hipocampo foi isolado das estruturas
circunjacentes por divulsionamento com uma tesoura de microdissecagdo, sendo a
retirada orientada pelo diametro da porcdo tuberosa visivel desses nucleos. As

amostras foram entdo mantidas em freezer -70°C até a data das analises moleculares.

7.6 DETERMINACAO DOS NIiVEIS SERICOS DE CORTICOSTERONA

A determinacdo da corticosterona foi realizada de acordo com o meétodo de
fluorescéncia descrito anteriormente por (MATTINGLY, 1962; BUTTE et al., 1978).

Resumidamente, as amostras de sangue fresco foram centrifugadas (1700 xg,

10 min, 4°C) para separar o soro. Os corticosteroides livres de soro foram extraidos
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por reacdo de diclorometano, sob rotagdo moderada (33 rpm, 20 minutos, 4°C). A
fase organica foi recolhida e incubada com reagente de fluorescéncia (7 volumes de
acido sulfarico a 3 volumes de alcool etilico purificado) durante 13 minutos,
protegido da luz e aquecendo a 4°C. A fluorescéncia foi medida em CytationTM 3
Plate Reader (Biotek, EUA) usando os comprimentos de onda de 470 um para
excitacdo e 540 um para emissdo. A corticosterona sérica foi expressa em pg de
corticosterona / ml de soro utilizando uma curva padrdo de corticosterona variando

de 100 a 0,5 pg de corticosterona / ml de soro.

7.7 DETERMINACAO DE MARCADORES OXIDATIVOS

Nesta secdo, abordaremos aspectos relacionados a determinacdo de

marcadores oxidativos.

7.7.1 Determinacdo dos niveis de peroxidacao lipidica

O grau de peroxidacdo lipidica nas amostras hipocampais foi medido através
da determinacgdo dos niveis de substancias reativas do &cido tiobarbiturico (TBARS),
conforme o método de Draper e Hadley (1990), seguindo o protocolo: foram
preparados homogenatos das areas cerebrais a 10% em solucdo de cloreto de potassio
(KCI) 1,15%, 0,25 puL do homogeneizado sera misturado a 1 mL de solucdo de acido
tricloroacético a 10% e acrescido de 1 mL de solucdo de &acido tiobarbittrico 0,6%.
Apbs a agitacdo, essa mistura foi mantida em um banho de 4gua fervente (95-100°C)
por 15 minutos, adicionado o n-butanol (2:1 v/v), a seguir resfriada em banho de gelo

por alguns minutos e, posteriormente, centrifugada (800xg, 5 minutos).

Apo6s o resfriamento, a peroxidacdo lipidica foi determinada por absorbéancia a
535 nm e foi expressa como mmol tecido malonaldeido (MDA)/mg de proteina
(OHKAWA et al., 1979).

7.7.2 Determinacdo das concentragfes de glutationa reduzida

As concentracdes de glutationa reduzida foram avaliadas para estimar defesas

enddgenas contra o estresse oxidativo. O método ¢é baseado na reagdo de reagente de
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Ellman (DTNB), com grupos tiol livres. Foram preparados homogenatos das areas
cerebrais a 10% em EDTA 0,02M, retirados 400uL desse homogenato e adicionados
a 320uL de agua destilada e mais 80uL de &cido tricloroacético a 50%. O material
foi agitado e centrifugado a 3000 rpm por 15 minutos. Em seguida, recolhido 400uL
do sobrenadante e acrescidos 800puL de tampéo Tris-HCI 0,4M, pH 8,9 e mais 20ul
de DTNB 0,01M e ap6s 1 minuto da reacdo foi feita a leitura da coloracdo em 412nm
através de espectrofotdmetro. A concentracdo de glutationa reduzida foi expressa em
nanogramas de GSH/g de tecido, tendo por base uma curva padrdo (SEDLAK;
HANUS, 1982).

7.7.3 Determinacdo da atividade da enzima mieloperoxidase

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima presente nos granulos de neutréfilos.
Essa enzima ¢é utilizada como indicador de processo inflamatério, mais
especificamente, como marcador de migracdo de neutrofilos dos tecidos. Nesse
ensaio, imediatamente ap0s a decapitacdo, as amostras hipocampais foram
homogeneizadas (50 mg/ml) em uma solugdo de brometo de hexadeciltrimetilamdnio
0,5% (HTAB) em tampdo fosfato 50 mM, ph 6,0. Em seguida, os homogenatos foram
centrifugados (14000 rpm, 4°C) por 2 minutos. Foram retirados 30uL do
sobrenadante da amostra e adicionados a placa de 96 pocos juntamente com 200uL
da solucdo contendo 0,167 mg/ml de hidrocloreto de 0-dianisidina e 0,0005% de
peréxido de hidrogénio. A absorbancia foi medida nos tempos 0 e 3 minutos com
comprimento de onda de 460mn (BRADLEY et al., 1982).

7.8 DETERMINACAO DOS NiVEIS HIPOCAMPAIS DE BDNF

Nesta secdo, serdo abordados assuntos relacionados com a determinacdo dos

niveis hipocampais de BDNF.

7.8.1 Preparacédo do extrato total de proteinas

Os tecidos hipocampais foram homogeneizados manualmente em 2 mL de
tampao de lise RIPA 01X (25 mM Tris-HCI pH 7,6; 150 mM NaCl; 5 mM EDTA; 1%
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NP-40; 1% triton-X-100; 1% deoxicolato de sodio; 0,1% SDS) e inibidor de protease
(Sigma Aldrich, EUA, 1pL de inibidor de protease: 100uL de RIPA) usando um
pistdo de vidro (Potter). Os homogenatos foram centrifugados a 12000 rpm por 10
minutos, sendo o0s sobrenadantes, contendo o extrato de proteinas de todos os
compartimentos celulares, coletados. Os pellets residuais foram descartados. A
concentragao de proteinas foi determinada pelo método de Bradford descrito a seguir.
Todos os procedimentos foram realizados com as amostras imersas em gelo, e em

condicBes de boa refrigeracdo e condicionamento.

7.8.2 Método Bradford para dosagem de proteina

A concentracdo de proteinas totais na amostra foi determinada pelo emprego
de reagente de Bradford (Bio-Rad Protein Assay — Dye Reagent Concentrate -
BioRad Laboratories, Hercules, CA, USA). A ligacdo a proteina ocorre quando a
absorcdo maxima da solucdo acida Coomassie Brilliant Blue G-250 muda de 465 para
595 nm. Foram pipetados 160 pL de amostra e 40 pL de solucdo de Bradford nas
placas e a leitura foi feita por espectrofotometro (595 nm), utilizando-se uma curva
de calibragdo de albumina bovina sérica (BSA) de 0,2 a 1,0 mg / mL.

7.8.3 Eletroforese em gel de SDS-PAGE e eletrotransferéncia

Inicialmente, preparou-se 50 pg de proteina referente a cada amostra,
adicionando tampdo da amostra (BioRad, EUA 65,8 mM Tris-HCI, pH 6,8; 26,3%
glicerol; 2,1% SDS; 0,01% azul de bromofenol) e B-mecaptoetanol (BioRad, EUA),
vortexando por 10s, aquecendo no banho maria (95°C, 5 min) e centrifugando (10000
rpm, 4°C, 30s). Em seguida, realizou-se a eletroforese vertical de proteinas em gel de
poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) a 60V nos primeiros 15 min para deposicdo das
amostras no fundo do poc¢o e 120V para o restante da corrida, onde foi utilizado o gel
a 10% e tampdo de corrida (25 mM Tris; 192 mM glicina; 1% SDS). Foi usado o
Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™ (Biorad, EUA) como padrao de peso
molecular de proteinas. Apos a corrida, efetuou-se a transferéncia por eletroforese
das proteinas do gel para a membrana de PVDF (BioRad, EUA, Fluoreto de
polivinilideno) a 100V por duas horas em tampdo de transferéncia (25mM Tris;

192mM glicina; 20% metanol). Apos esta etapa, as membranas foram bloqueadas por
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uma hora em agitacdo constante, para reduzir as ligac@es inespecificas, com 5% BSA
(Sigma-Aldrich, EUA) diluido em tampao salina Tris-HCI suplementado com Tween
20 (TBST- 20 mM Tris pH 7,5; 150 mM NaCl; 0,1% Tween 20).

Em seguida, realizou-se a lavagem das membranas com TBST, sendo trés
lavagens por 10 minutos cada. Na etapa seguinte, as membranas foram incubadas,
overnight a 4°C sob agitacdo constante, com o anticorpo primario mouse rabbit anti-
BDNF monoclonal 1gG (1:1000, ANT-010, Alomone Labs, Israel) diluido em 1% de
BSA em TBS-T. ApoOs esta etapa, realizaram-se trés lavagens de 10 min cada com
TBS-T. As membranas foram incubadas com o anticorpo secundario HRP-goat anti-
rabbit 1gG (1:2000, Invitrogen, USA) por duas horas em temperatura ambiente.
Decorrido este tempo, as membranas foram lavadas 4 vezes, duracdo de 10 minutos
cada, com TBS-T. Enfim, adicionou-se o reagente de quimioluminescéncia (BioRad,
EUA, Clarity western ECL blotting substrate) e as membranas foram agitadas por 5
minutos. As imagens das bandas foram capturadas por um sistema de ChemiDoc MP
System (Biorad, EUA). A densidade das bandas foi mensurada por meio do software
ImageLab Biorad (Biorad, EUA).

7.9 DESTINO DOS ANIMAIS APOS O EXPERIMENTO

Apos a decapitacdo e extracdo cerebral para analise neuroquimica, 0s animais
foram devolvidos ao Biotério Setorial DFF da Faculdade de Medicina (FAMED). As

carcacas foram entregues ao Biotério Setorial DFF-FAMED.

7.10 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram apresentados como média + erro padrdo da média
(SEM), e comparados por analise de variancia regular de duas vias (ANOVA),
seguida pelo teste de Tukey (para os dados paramétricos) e Fisher LSD (para os
dados ndo-parametricos) como teste post hoc (analise comparagcdes multiplas). Na
analise ANOVA, os fatores utilizados foram “endometriose” (grupos endometriose e
F.O.) ¢ “tempo” (7°, 14° ¢ 21° dia po6s-inducdo do modelo). O nivel de significancia

foi estabelecido em P <0,05. O programa estatistico utilizado para realizar a analise
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foi o GraphPad Prism versdo 7.0 para Windows, GraphPad Software (San Diego, CA,
EUA).
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8 RESULTADOS

No presente capitulo, apresentaremos os resultados das analises.

8.1 ALTERACOES TIPO-ANSIEDADE NAS RATAS A PARTIR DA SEGUNDA
SEMANA

O modelo de endometriose causou alteragGes tipo-ansiedade nas ratas a partir

da segunda semana p6s-indugdo do modelo.

8.1.1 Teste de campo aberto

Em relacdo as entradas no centro, a analise ANOVA revelou efeito
significativo do fator “endometriose” isoladamente [F (1, 51) = 4,12, P = 0,0476]. A
interagdo entre os fatores [F (2, 51) = 1,179, P = 0,3158] ou o fator “tempo”

isoladamente [F (2, 51) = 3,093, P = 0,0540] ndo alcangaram significancia estatistica.

No teste de comparagbes multiplas, foi possivel observar uma reducdo desse
pardmetro no grupo endometriose em relacdo a seu controle pareado no dia 21 apds a
cirurgia (P <0,05). Também, foi notdvel uma reducdo significativa do tempo
dependente desse parametro quando comparado o grupo endometriose no dia 21 com

o dia 7 apo6s a cirurgia (P <0,05) (Gréafico 1).

Finalmente, no parametro tempo gasto no centro, a analise ANOVA
demonstrou um forte efeito significativo para o fator “endometriose” isoladamente [F
(1, 44) = 22,89, P <0,0001]. A interacdo [F (2, 44) = 1,543, P = 0,2250] ou o fator
“tempo” [F (2, 44) = 0,5618, P = 0,5742] isoladamente ndo tiveram efeito
significativo. No teste post hoc, observamos uma tendéncia a reducdo desse
parametro em todos os cortes temporais testados no grupo endometriose em relagéo
aos controles F.O., porém obteve significancia estatistica apenas no 14° (P <0,01) e
no 21° pos-operatério (P <0,05) (Grafico 2).
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Gréfico 1 - Efeito do modelo de endometriose ao longo do tempo no namero de
entradas no quadrante central no teste do campo aberto durante 5 minutos.
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Fonte: Elaborado pelo pesquisador/2018.

Barras representam médias £ SEM (n = 8 animais / grupo). Os dados foram
analisados usando ANOVA dupla via, seguido pelo teste post hoc de Fisher LSD. * P
<0,05, ** P <0,01.

Grafico 2 - Efeito do modelo de endometriose ao longo do tempo na permanéncia

no quadrante central no teste do campo aberto durante 5 minutos.
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Fonte: Elaborado pelo pesquisador/2018.
Barras representam médias + SEM (n = 8 animais / grupo). Os dados foram
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analisados usando ANOVA dupla via, seguido pelo teste post hoc de Fisher LSD. * P
<0,05, ** P <0,01.

Em relacdo ao numero de cruzamentos, nossa analise ANOVA néo revelou
efeito significativo da interacdo ou de cada fator isoladamente [interacdo: F (2, 62) =
0,2109; P = 0,8104; “Tempo”: F (2, 62) = 0,2934; P = 0,7468; “endometriose”: F (1,
62) = 0,2853, P = 0,5952]. Além disso, ndo houve diferenca significativa na analise

de comparacdo multipla entre os grupos analisados (Gréafico 3).

Da mesma forma, no nimero de levantamentos, nossa analise ANOVA néo
revelou nenhum efeito significativo da interagdo ou fatores isoladamente: [interacéo:
(2, 54) = 0,2227, P = 0,8011; “Tempo™: (2, 54) = 0,7573; P = 0,4738; “Modelo de
endometriose”: F (1, 62) = 0,2853, P = 0,9452]. O teste de comparagdo multipla

também ndo mostrou diferenca significativa entre os grupos (Grafico 4).

Grafico 3 — Efeito do modelo de endometriose ao longo do tempo no numero de

cruzamentos no teste do campo aberto durante 5 minutos.
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Fonte: Elaborado pelo pesquisador/2018.
Barras representam médias £ SEM (n = 8 animais / grupo). Os dados foram

analisados usando ANOVA dupla via seguido pelo teste post hoc de Tukey.
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Gréfico 4 - Efeito do modelo de endometriose ao longo do tempo no namero de

levantamentos no teste do campo aberto durante 5 minutos.
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Fonte: Elaborado pelo pesquisador/2018.

Barras representam médias + SEM (n = 8 animais / grupo). Os dados foram
analisados usando ANOVA dupla via seguido pelo teste post hoc de Tukey.

8.1.2 Teste de labirinto em cruz elevado

Na porcentagem de tempo em bracos abertos, a andlise ANOVA revelou um
efeito significativo de cada fator isoladamente, bem como sua interacdo [interacdo: F
(2, 29) = 3.458, P = 0,0450; “endometriose™: F (1, 29) = 25,15, P <0,0001, “tempo”:
F (2, 29) = 10,28, P = 0,0004]. Na anélise de comparacdes multiplas, notamos uma
diminuicdo significativa neste tempo no grupo da endometriose tanto no 14° dia (P
<0,001) como no 21° dia de avaliagdo (P <0,001) em comparag¢do com 0s respectivos
controles F.O. Além disso, observa-se uma reducdo relacionada ao tempo nesse
parametro ao comparar 0s grupos: 7° dia (Média: 21,72%) versus 14° (Média: 6,4%),
7° dia (Média: 21,72%) versus 21° dia (Média: 3,25%) (P <0,001), e 14° versus 21
dias (P <0,001) (Gréafico 5 A).

Semelhantemente, no percentual de entradas nos bracos abertos, a analise
ANOVA mostrou efeito significativo de cada fator isoladamente e sua interacdo
[interacdo: F (2,28) = 5,159, P = 0,0124; “endometriose”: F (1 28) = 31,61, P
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<0,0001; “Tempo”: F (2, 28) = 14,13, P <0,0001]. No teste de comparacoes
multiplas, observamos uma diminuicdo significativa neste parametro no grupo
endometriose tanto no 14° quanto (P <0,05) no 21° dia (P <0,001) em comparacao
com seus respectivos controles F.O. Comparando diferentes intervalos de tempo,
observamos uma diminuicdo progressiva desta porcentagem no grupo de
endometriose da seguinte forma: 7° dia (Média: 34,02%) versus 14° (Média:
21,39%), 7° dia (Média: 34,02%) versus 21° dia (Média: 3,70%) (P <0,001), e 14°
(Média: 21,39%) versus 21 dias (P <0,001) (Grafico 5 B).

Em relacdo ao total de entradas, um parametro relacionado locomocéo total
dentro do aparato, apesar de evidente um efeito significativo do fator “endometriose”
isoladamente [F (1, 29) = 4,513, P = 0,0423], ndo houveram diferencas significativas

entre os grupos no teste de comparacdes multiplas (Grafico 5 C).
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Gréfico 5 - Efeito da cirurgia de inducdo de endometriose no percentual de

tempo nos bracgos abertos (A), no percentual de entradas nos bracos abertos (B)

e no numero total de entradas (C).
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analisados usando ANOVA dupla via seguido por LSD de Fisher como teste post hoc
para a porcentagem de entradas de bragos abertos e tempo nos bracos abertos. Para o
total de entradas, o teste de Tukey como teste post hoc foi realizado. P <0,05, ** P
<0,01, *** P <0,001, **** P <0,0001.

8.2 ALTERACOES TIPO-DEPRESSIVAS A PARTIR DA TERCEIRA SEMANA

O modelo de endometriose causou alteracdes tipo-depressivas nas ratas a

partir da terceira semana p6s-inducao do modelo.

8.2.1 Teste do nado forcado

Em relagdo ao tempo total de imobilidade, a andlise ANOVA revelou apenas
um efeito significativo do fator “endometriose” isoladamente [F (1, 51) = 25,17, P
<0,0001]. Nem a interacdo [F (2, 51) = 2.432, P = 0,0980] ou o fator “tempo” [F (2,
51) = 1,112, P = 0,3366] alcancaram significancia estatistica. No teste de
comparagdes multiplas, é notdvel um aumento acentuado na imobilidade no grupo
endometriose comparado ao controle F.O no 14° (P <0,05) e 21° dia de avaliagdo (P
<0,01). (Graéfico 6).
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Gréfico 6 - Efeito do modelo de endometriose ao longo do tempo na duracdo de
imobilidade no teste do nado for¢ado durante 5 minutos.
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Fonte: Elaborado pelo pesquisador/2018.

Barras representam médias + SEM (n = 8 animais / grupo). Os dados foram
analisados usando ANOVA dupla via seguido por teste post hoc de Tukey. * P <0,05,
** p <0,01.

8.3 DIMINUICAO PROGRESSIVA DA SENSIBILIDADE A DOR NAS RATAS

O modelo de endometriose diminui progressivamente o limiar de sensibilidade

a dor nas ratas.

8.3.1 Sensibilidade térmica periférica: teste de placa quente

Neste teste, a analise ANOVA mostrou que, isoladamente, ambos os fatores
apresentam efeito significativo, poréem sua interacdo ndo “endometriose”: [F (1, 28) =
29,19, P <0,0001; “tempo™: F (2, 28) = 5,499, P = 0,0097; “Interagao”: F (2, 28) =
2,844, P = 0,0751]. No teste de comparacdes multiplas, obtivemos uma reducdo
significativa na laténcia para a reacdo dolorosa no grupo endometriose no 14° (P
<0,01) e no 21° dia (P <0,01) de avaliagdo em comparacdo com 0S respectivos

controles F.O. Também, encontramos uma reducdo progressiva desse parametro no
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grupo endometriose em diferentes avaliagdes temporais: 7° versus 21° dia (P <0,05)

(Graéfico 7).

Grafico 7 - Efeito do modelo de endometriose no limiar de laténcia para dor (em

segundos) no decorrer de 3 semanas.
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Fonte: Elaborado pelo pesquisador/2018.

Barras representam médias £ SEM (n = 8 animais / grupo). Os dados foram
analisados usando ANOVA dupla via seguido por teste post hoc de Tukey. * P <0,05,
** P <0,01.

8.3.2 Sensibilidade visceral: contor¢des abdominais induzidas por acido acético

Em relacdo ao numero de contor¢Bes induzidas por acido acético, a ANOVA
mostrou que tanto a interagdo como cada fator isoladamente atingiram um efeito
significativo neste parametro: [interacdo: F (2, 30) = 3.582, P = 0,0403; “tempo”: F
(2, 30) = 7,216, P = 0,0028; “endometriose”: F (1, 30) = 43,12, P <0,0001]. No teste
post hoc, observamos um aumento significativo no nimero de contor¢des nas ratas
do grupo endometriose em todos os cortes temporais avaliados: 7° dia (P <0,001), 14°
dia (P <0,05) e 21° dia (P <0,05) em relacdo a seus respectivos controles.
Adicionalmente, no curso temporal do modelo, ocorreu reducdo significativa no

numero de contorgBes nos grupos endometriose entre o 7° e 0 14° dia de avaliacdo (P
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<0,05), que, no entanto, voltou a aumentar entre 0 14° e 0 21° dia po6s-cirurgia (ndo
significativo) (Grafico 8).

Grafico 8 — Efeito do modelo de endometriose no numero de contorcgdes

abdominais no decorrer de 3 semanas.
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Fonte: Elaborado pelo pesquisador/2018.

Barras representam médias £ SEM (n = 8 animais / grupo). Os dados foram
analisados usando ANOVA dupla via seguido por teste post hoc de Tukey. * P <0,05,
** P <0,01, *** P <0,001.

8.4 AUMENTO NOS NIVEIS SERICOS DE CORTICOSTERONA NA TERCEIRA
SEMANA POS-INDUCAO

O modelo de endometriose causou um aumento acentuado nos niveis séricos

de corticosterona na terceira semana pos-inducéo.

Em relacdo aos niveis séricos de corticosterona, observamos, na analise
ANOVA, um efeito principal do fator “endometriose” isoladamente [“endometriose”:
F (1, 33) = 17,65, P = 0,0002; “Tempo”: F (2, 33) = 0,6149, P = 0,5468; interacdo: F

(2, 33) = 2,184, P = 0,1286]. O teste de compara¢des multiplas mostrou um aumento
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significativo nos niveis de corticosterona no grupo endometriose em comparagdo com
os controles F.O. no 21° dia de avaliacdo (P <0,01). Uma tendéncia néo significativa
de aumentar também foi observada nos outros cortes temporais de avaliacdo no grupo

com endometriose em comparag¢do com seus respectivos controles (Grafico 9).

Grafico 9 - Efeito do modelo de endometriose nos niveis séricos de

corticosterona no decorrer de 3 semanas.
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Fonte: Elaborado pelo pesquisador/2018.

Barras representam médias £ SEM (n = 6-7 animais / grupo). Os dados foram
analisados usando ANOVA dupla via seguido por teste post hoc de Tukey. ** P
<0,01.

8.5 ALTERACOES PRO-OXIDATIVAS NO HIPOCAMPO DAS RATAS

O modelo de endometriose promoveu varias alteracdes pro-oxidativas no
hipocampo das ratas.

8.5.1 Peroxidacdao lipidica

Na peroxidacdo lipidica, a ANOVA mostrou um unico efeito significativo do
fator “endometriose” isoladamente [F (1, 27) = 18,2, P = 0,0002]. Nem os fatores
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interacdo nem o fator “tempo” alcancaram significancia estatistica [interacdo: F (2,
27)=2,325,P =0,1170; “Tempo”: F (2, 27) = 0,905; P = 0,4165]. No teste post hoc,
observamos um aumento significativo nos niveis de MDA nos animais do grupo
endometriose em comparacdo com controles F.O. no 14° (P <0,05) e 21° dia de
avaliacédo (P <0,05). Nenhuma diferenca significativa adicional pode ser notada entre

os grupos (Grafico 10).

Grafico 10 - Efeito do modelo de endometriose nos niveis malondialdeido (MDA)

no Hipocampo no decorrer de 3 semanas.
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Fonte: Elaborado pelo pesquisador

Barras representam médias £ SEM (n = 6-7 animais / grupo). Os dados foram

analisados usando ANOVA dupla via seguido por teste post hoc de Tukey. * P <0,05.

8.5.2 GSH reduzida

Nossa analise revelou um efeito principal significativo do fator
“endometriose” isoladamente. Nem o fator “tempo” ou intera¢do entre os fatores
alcangaram significancia estatistica [“endometriose”: F (1, 28) = 6.703, P = 0,0151;
“Tempo”: F (2, 28) = 0,307, P = 0,7381; interacdo: F (2, 28) = 3,072, P = 0,0622]. O
teste de comparacdo multipla demonstrou uma reducdo significativa nos niveis de

GSH nas ratas do grupo endometriose em comparagdo com o grupo F.O. apenas no
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21° dia de avaliagdo (P <0,05). Nenhuma diferenca significativa adicional pode ser
notada entre os grupos (Gréafico 11).

Grafico 11 - Efeito do modelo de endometriose nos niveis de glutationa (GSH)

reduzida no Hipocampo no decorrer de 3 semanas.
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Fonte: Elaborado pelo pesquisador.

Barras representam médias £ SEM (n = 6-7 animais / grupo). Os dados foram

analisados usando ANOVA dupla via seguido por teste post hoc de Tukey. * P <0,05.

8.5.3 Atividade da enzima mieloperoxidase

Na atividade da MPO, a analise de ANOVA mostrou que apenas a interacdo
entre os fatores alcancou efeito estatistico [F (2, 34) = 3.912, P = 0,0296]. Nenhum
dos fatores isoladamente teve um efeito significativo [“endometriose”: F (1, 34) =
2,7, P =0,1096; “Tempo”: F (2, 34) = 2,089, P = 0,1394]. O teste de comparacao
multipla demonstrou um aumento significativo nesta atividade enziméatica no grupo
endometriose em compara¢cdo com controles no 21° dia pos-cirurgia (P <0,05).
Curiosamente, um aumento significativo também foi notdvel no grupo de
endometriose, comparando o 21° dia com o 7° dia de avaliacdo (P <0,05) (Gréfico
12).
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Grafico 12 - Efeito do modelo de endometriose nos niveis de atividade da enzima

Mieloperoxidase (MPQO) no Hipocampo no decorrer de 3 semanas.
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Fonte: Elaborado pelo pesquisador/2018.

Barras representam médias £+ SEM (n = 6-7 animais / grupo). Os dados foram

analisados usando ANOVA dupla via seguido por teste post hoc de Tukey. * P <0,05.

8.6 REDUCAO PROGRESSIVA DE BDNF NO HIPOCAMPO

O modelo de endometriose reduziu progressivamente a expressdao de BDNF no

hipocampo.

Quanto aos niveis de expressdo de BDNF, foi notado apenas um efeito
significativo da interacdo entre os fatores [F (2, 17) = 3.873, P = 0,0411]. Nenhum
dos fatores isoladamente teve efeito significativo [“endometriose”: F (1, 17) = 2,668,
P = 0,1208; “Tempo”: F (2, 17) = 2,507, P = 0,1111]. No teste de comparagdes
multiplas, observamos uma diminuicdo significativa nos niveis de BDNF no grupo da
endometriose no 21° dia em comparagdo com 0 mesmo grupo no 7° e 14 ° dia de
avaliagcdo (P <0,01). Observou-se também uma diminuigdo acentuada nos niveis de

BDNF no grupo da endometriose em comparagdo com a F.O. controles no 21° dia
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(MD: 0,5772 ou 62,64%) (P <0,01). (Gréafico 13).

Grafico 13 - Efeito do modelo de endometriose nos niveis da proteina BDNF (E)

no hipocampo.
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Fonte: Elaborado pelo pesquisador/2018.

As ratas foram submetidas a endometriose cirurgicamente induzida ou cirurgia
simulada (cirurgia de controle). As determinacfes neuroquimicas foram conduzidas
no hipocampo de animais dissecados no 7°, 14° e 21° dias apds a inducdo. Barras
representam médias + SEM (n = 4 animais / grupo). Os dados foram analisados
usando ANOVA dupla via seguido por teste post hoc de Fisher LSD para a anélise
dos niveis de BDNF. ** P <0,01.
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9 DISCUSSAO

No presente estudo, foi realizada uma analise pioneira na literatura baseado na
relacdo entre alteragBes comportamentais decorrente da endometriose com alteracdes
oxidativas/neurotroficas centrais, ampla e semanal, de ratas submetidas ao modelo de
endometriose induzido por auto-transplante peritoneal de tecidos uterinos. Aqui, as
ratas com endometriose exibiram importantes alteragbes comportamentais
relacionadas ao tempo e & sensibilidade & dor. E importante ressaltar que a
endometriose causou alteracBes do tipo-ansiosas e de sensibilizacdo a dor desde o 14°
dia de avaliacdo, mas apenas no 21° dia um espectro completo de alteragGes
semelhantes & depressdo foram induzidas. Além disso, a endometriose aumentou 0s
niveis séricos de corticosterona e induziu marcantes alteragbes pro-oxidativas no

hipocampo.

Esses achados foram seguidos por uma reducdo relacionada ao tempo
(progressiva) na expressdo do BDNF no hipocampo que atingiu os niveis mais baixos
no 21° dia p6s-inducdo. Portanto, este estudo fornece dados de que o presente modelo
mimetiza aspectos importantes dos sintomas neuropsiquiatricos vistos nas pacientes
com endometriose, e pode representar uma ferramenta importante para estudar a base

fisiopatologica desses sintomas, bem como para testar novos tratamentos potenciais.

A endometriose ¢ uma condicdo ginecoldgica enigméatica. Apesar de poder
apresentar prevaléncia estimada em até 17% da populacdo feminina, ndo ha cura
disponivel e o manejo médico enfoca, principalmente, o alivio dos sintomas
(BURNEY; GIUDICE, 2012).

Além disso, a endometriose é um distarbio severamente incapacitante. Afeta
negativamente 0s aspectos sociais e psicoldgicos da vida das mulheres acometidas.
De fato, mulheres com endometriose apresentaram escores de qualidade de vida (QV)
reduzidos por meio de diversos instrumentos de avaliacdo e prejuizo em suas
atividades diarias (como dormir, comer, movimentar e cuidar de si). A endometriose
também tem sido fortemente associada & baixa qualidade de vida sexual e relagbes
intimas (POPE et al., 2015; PLUCHINO et al., 2016; CULLEY et al., 2017).
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Alguns estudos também apontam para o impacto consideravel dos sintomas da
endometriose na educacdo e na carreira profissional dessas pacientes. Levando isso
em consideracdo, ndo é de surpreender que as pacientes com endometriose tenham
taxas consideravelmente mais altas de comorbidades neuropsiquiatricas e problemas
de saude mental (FOURQUET et al., 2010; NNOAHAM et al., 2011; POPE et al.,
2015; LAGANA et al, 2017).

Apesar do valor dos modelos animais para estudar a fisiopatologia da
endometriose e as novas estratégias de tratamento, poucos estudos avaliaram
consistentemente a presenca de sintomas neuropsiquidtricos e seus mecanismos
bioldgicos correlatos nesses modelos (TIRADO-GONZALEZ et al., 2010).

Nesse contexto, Li et al. (2018) relataram recentemente que camundongas
submetidas a um modelo similar de endometriose ao ser realizado nesse estudo
apresentaram alteracdes tipo-ansiosas no teste de campo aberto em 2 semanas de
inducdo e aumentaram a imobilidade no teste da suspensdo na cauda a partir de 4
semanas. Esses achados foram seguidos por alteragGes importantes na eletrofisiologia
e expressdo génica de areas cerebrais relacionadas a regulacdo do humor, como

insula, amigdala e hipocampo.

Aqui, primeiramente, realizamos uma ampla avaliagdo comportamental de
ratas submetidas a um modelo semelhante de endometriose peritoneal. Neste
contexto, observamos que as ratas submetidas ao modelo de endometriose
demostraram comportamento tipo-ansioso, como demonstrado nos testes OFT e EPM.
Essas alteracdes iniciaram a partir da 22 semana apds a cirurgia de inducdo e foram
mantidas até o 21° dia de modelo. Além disso, na terceira semana do modelo, as ratas
com endometriose desenvolveram outras alteracdes comportamentais que se

assemelham a sintomas depressivos como demonstrado no teste do nado forgado.

Algumas discrepancias aparentes entre as nossas e as descobertas anteriores
poderiam estar associadas as diferentes espécies de roedores utilizadas, uma vez que
¢ relatado que ratas sdo mais vulneraveis a desenvolver comportamento tipo-
depressivo em condicdes estressantes (KOOLHAAS et al., 1997; WILLNER, 2017,
Lletal., 2018).

Além disso, além de realizarmos uma avaliagdo comportamental mais ampla,

existem algumas diferencas intrinsecas nos testes comportamentais usados aqui e
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neste estudo anterior que também poderiam contribuir para essas discrepancias, por
exemplo, o teste de natacdo forcada parece ser mais sensivel para avaliar os sintomas
tipo-depressivos do que o teste de suspensdo da cauda (CHATTERJEE; JAISWAL,
PALIT, 2012).

Vale ressaltar que a dor, notadamente, a dismenorreia, a dispareunia e a dor
pélvica crénica, sdo caracteristicas centrais e destrutivas da endometriose, tendo
forte impacto negativo no estado de saude mental dessas pacientes (CARVALHO et
al., 2015).

Alguns estudos relatam que a experiéncia da dor mais do que a prépria
endometriose é decisiva para o sofrimento emocional e o surgimento de sintomas
neuropsiquiatricos (SOUZA et al., 2011).

Entretanto, é dificil separar esses aspectos (dor e endometriose em si), uma
vez que ambos se influenciam mutuamente e poderiam compartilhar mecanismos
comuns, cOmo mecanismos neurais e imune-oxidativos, para o desenvolvimento de
alteracdes comportamentais. Além disso, 0s sintomas neuropsiquiatricos e o0s
proprios tracos de personalidade poderiam influenciar significativamente a percepc¢éo
e o limiar da dor nesses pacientes. Portanto, mais estudos sdo necessarios para se
tracar relacdes causativas (CUEVAS et al., 2012; WALKER et al., 2014; FACCHIN
et al., 2016).

No presente estudo, avaliamos a percepcdo da dor nas ratas atraves de dois
testes diferentes para sensibilidade visceral e periférica, respectivamente, no
desenvolvimento do modelo de endometriose. E interessante mecionar que, na
endometriose, ambos o0s processos de sensibilizacdo periférica e central sdo
relatados. Nessa condicdo, inicialmente o sistema nociceptivo periférico é
sensibilizado pela presenca de lesdo tecidual ou inflamacdo, resultando em
diminuicdo do limiar de dor e aumento do estimulo sensorial amplificado ao SNC.
No entanto, com esses estimulos dolorosos continuos, as acdes centrais podem
tornar-se independentes de quaisquer insumos periféricos devido a adaptacdes de
longo prazo do funcionamento do SNC no processo denominado sensibilizacdo
central (LATREMOLIERE; WOOLF, 2009; AS-SANIE et al., 2013).

Em nossos resultados, observamos que as ratas com endometriose

apresentaram um aumento da sensibilidade visceral em todos os intervalos de tempo
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avaliados, mas especialmente no 7° dia ap6s a induc¢do do modelo. Esse achado esta
de acordo com o intenso ambiente pro-inflamatério em torno das lesdes endometriais
e dos Orgdos peritoneais, ja demonstrados estar presente no inicio do

desenvolvimento dos implantes neste modelo (PELCH et al., 2012).

Por sua vez, o aumento da sensibilidade térmica s6 se tornou aparente apdés a
segunda semana, defendendo um processo continuo de sensibilizacdo central no
desenvolvimento do modelo. Nossos achados estdo de acordo com estudos anteriores
mostrando diminuic¢do do limiar de dor térmica e mecanica em camundongos e ratas
em um modelo semelhante de endometriose, e com os achados de Li et al. (2018)
mostrando que as principais mudancas na sensibilidade térmica comecaram em 2
semanas apos a cirurgia de inducédo (LIU; LIU; GUO, 2012; SIMSEK et al., 2014).

O cortisol, em humanos, e a corticosterona, em roedores, é o ponto final
hormonal do eixo hipotadlamo-hipéfise-adrenal (HPA) e um regulador primério da
resposta do corpo a condi¢des estressantes. Foi hipotetizado que o estresse induzido
pela endometriose seja capaz de induzir uma desregulacdo da resposta do eixo HPA.
De fato, tanto hipo quanto hipercortisolismo foram descritos em varias condicdes de
dor crénica, incluindo a endometriose. Os resultados dos estudos que examinam oS
niveis de cortisol em individuos deprimidos sdo variados, mas individuos
severamente deprimidos mostraram niveis elevados de cortisol matinal e um alto
padrdo de secrecdo de cortisol diario (HOLSBOER, 2000; GUR et al., 2004; LIMA et
al., 2006; CARROLL et al., 2007; TARIVERDIAN et al., 2010; CUEVAS et al.,
2012; DIENES et al., 2013; HANNIBAL; BISHOP, 2014; KELLER et al., 2017).

A secrecdo de cortisol em resposta a um evento estressor psicossocial mais do
que o cortisol basal tem sido usado para prever eficientemente a reatividade do eixo
HPA. Evidéncias convincentes demonstraram que os individuos deprimidos e de alto
risco para depressdo apresentam niveis mais elevados de cortisol durante a
recuperacdo de um estressor social. Em modelos de roedores, é possivel submeter
animais a um estressor agudo tipico, como natacdo forcada ou estresse de contencéo.
Varios estudos mostraram que animais cronicamente estressados tém uma alta
resposta de corticosterona sérica a eventos estressores do que controles saudaveis
(BURKE et al., 2005; COX et al., 2011; O’MAHONY et al., 2011; DIENES et al.,
2013).

Aqui, mostramos que as ratas do grupo endometriose apresentaram uma
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resposta aumentada de corticosterona frente a um estressor agudo no 21° dia de
avaliacdo, apontando para um estado hiper-reativo do eixo HPA quando esses
animais manifestam as principais alteracGes de tipo-depressivas. Curiosamente, esses
achados estdo de acordo com um trabalho anterior que, apesar de nao avaliar
diretamente 0s niveis de corticosterona séricos, mostrou que o modelo de
endometriose peritoneal causou uma reducdo acentuada na expressdao do fator
liberador de corticotropina (CRH) no hipocampo de ratos, um marcador de ruptura da
alca de retroalimentacdo do eixo HPA (CUEVAS et al., 2012).

O estresse oxidativo ocorre quando o equilibrio entre a producédo de ROS e as
defesas antioxidantes € interrompido. Evidéncias consideraveis sustentam o papel do
estresse oxidativo e ROS no desenvolvimento da endometriose. De fato, mais de 20
diferentes biomarcadores de estresse oxidativo, como &nions / radicais livres,
atividade enzimética, peroxidagdo lipidica, marcadores de danos no DNA e
carbonilacdo de proteinas, mostraram-se marcadamente elevados no soro de pacientes
com endometriose em relacdo a controles saudaveis. Esses achados sugerem que a
endometriose esta associada a um estado de estresse oxidativo sistémico. No entanto,
nenhum estudo até o presente momento avaliou o estado oxidativo cerebral de
pacientes com endometriose (através de medi¢cBGes de marcadores oxidativos no liquor
ou amostras post-mortem de cérebro dessas pacientes) ou de animais submetidos a
modelos de endometriose (NGO et al., 2009; AGARWAL et al., 2012; SCUTIERO et
al., 2017).

O hipocampo, além da memoria, é uma area anatdémica central envolvida na
regulacdo do humor e da ansiedade. Além disso, o hipocampo é uma das principais
regides reguladoras da transicdo da dor aguda para a crénica. O estresse oxidativo no
hipocampo é um achado biolégico bem estabelecido na fisiopatologia da depresséo,
como demonstrado por varios modelos pré-clinicos e em estudos clinicos com
amostras post-mortem de pacientes. Recentemente, foi demonstrado que pacientes
com endometriose apresentavam conectividade anormal no hipocampo anterior e em
suas comunicacgBes para o cortex somatossensorial e fronto-insular, areas importantes
para o processamento de estimulos ansiosos e dolorosos. Esses pesquisadores
também demonstraram uma forte correlagdo positiva entre os achados no hipocampo
e a presenca de sintomas de depressdo / ansiedade nesses pacientes (BANNERMAN
et al., 2004; CHE et al., 2010; MORETTI et al., 2012; MUTSO et al., 2014; REUS et
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al., 2015; BEISSNER et al., 2017).

Aqui, nds mostramos que a endometriose causou um desequilibrio acentuado
no estado oxidativo hipocampal das ratas. Isso foi demonstrado pela diminuicdo dos
niveis de GSH concomitante ao aumento dos niveis de peroxidacdo lipidica.
Curiosamente, as principais alteragdes oxidativas ocorreram no 21° dia de avaliagdo,

quando as principais alteragfes afetivas e relacionadas a dor também estdo presentes.

Neste contexto, o GSH reduzido € o principal agente tiol intracelular e
representa o mecanismo primario de defesa antioxidante contra ROS e eletréfilos em
células de mamiferos. A glutationa desempenha uma participacdo estratégica na
ativacdo e controle da morte da célula, uma vez que quando as concentracdes de GSH
sdo criticamente reduzidas, a membrana mitocondrial torna-se altamente sensivel a
permeabilizacdo e a liberacdo de proteinas pré-apoptéticas para ativar mecanismos
de morte celular (RIBAS et al., 2014; SONG et al., 2014).

Além disso, entre os marcadores de dano oxidativo celular, a peroxidacdo
lipidica tem uma relevancia especial. Lipidos peroxidados, como o malondialdeido,
sdao produzidos quando o hidroperdxido lipidico (peroxidacdo lipidica em estagio
inicial) ndo é reduzido pelas defesas antioxidantes enddgenas, como o GSH, e
continua reagindo para formar lipidios peroxidados em estagio avancado. Esses
lipidios podem ndo apenas exacerbar o dano oxidativo atingindo diretamente outras
biomoléculas, mas também comprometem a sinalizacdo lipidica e a neurotransmissao
monoaminérgica (CHALON, 2006; OTAKI et al., 2010; SULTANA et al., 2013;
BAKUNINA; PARIANTE; ZUNSZAIN, 2015).

No campo de pesquisa sobre depressdo, varios estudos relatam aumento dos
marcadores de peroxidacdo lipidica e niveis reduzidos de GSH no soro de pacientes
depressivos. Uma meta-analise recente incluindo aproximadamente 857 pacientes
com MDD e 782 controles demonstrou uma correlagdo positiva entre a severidade
dos sintomas depressivos e 0s niveis de peroxidagdo lipidica. Além disso, em
consonancia com nossos achados, varios estudos mostraram niveis aumentados de
peroxidacdo lipidica e diminuicdo dos niveis de GSH em A&reas de regulacdo do
humor, como o hipocampo, em modelos de depressdo, como 0 estresse cronico
imprevisivel comportamento tipo-depressivo induzido por lipopolissacarideo (Tomaz
et al., 2014) e bulbectomia olfatéria (TUNEZ et al., 2010; BLACK et al., 2015;
MAZEREEUW et al., 2015; REUS et al., 2015).
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O estresse oxidativo e a inflamacdo sdo processos fisiopatoldgicos
intimamente relacionados. A MPO é uma enzima chave do sistema imune inato que é
ativada em celulas fagociticas em condicdes inflamatérias. A MPO gera radicais
oxidantes fortes, em especial, o acido hipocloroso (HOCI), que pode modificar
covalentemente lipidos e proteinas. Em consonancia com esta evidéncia, estudos
importantes relataram um aumento da atividade e expressdo de MPO no soro de
pacientes depressivos (VACCARINO et al., 2008; ARNHOLD; FLEMMIG, 2010;
PATTISON; DAVIES; HAWKINS, 2012; TALAROWSKA; SZEMRAJ; GALECKI,
2015; BISWAS, 2016).

Esses achados foram reproduzidos em estudos experimentais mostrando
aumento da atividade da MPO no cérebro de animais submetidos a modelos de
depressdo. No presente estudo, portanto, demonstramos que o modelo de
endometriose promoveu um aumento na atividade da MPO no hipocampo das ratas,
atingindo os niveis mais elevados no 21° dia pés-indu¢do. Em conjunto, nossos
achados defendem a inducdo de um microambiente inflamatério-oxidativo no
hipocampo das ratas submetidos ao modelo de endometriose, 0 que poderia
representar um potencial mecanismo subjacente para o surgimento das alteracdes
afetivas e de sensibilizagdo a dor aqui observadas (MAES et al., 2011; MELLO et al.,
2018).

Finalmente, os fatores neurotréficos sdo reguladores fundamentais da
neurogénese e da plasticidade sinaptica. Nesse contexto, o BDNF é um importante
fator neurotréfico, cuja expressdo é estritamente regulada pela atividade sinaptica.
Evidéncias convincentes relatam que o estresse crbnico impacta a expressao e
sinalizacdo de BDNF no hipocampo de roedores, e que esse efeito pode ser revertido
pelo tratamento com varios agentes antidepressivos (XU et al., 2000; MURAKAMI
et al., 2005; LEE; KIM, 2010; BAJ et al.,2012).

De acordo com 0 nosso conhecimento, nenhum estudo investigou diretamente
0s niveis de BDNF no cérebro de ratas em modelo de endometriose, bem como sua
possivel associagdo com o surgimento de alteracdes neuropsiquiatricas relacionadas a
endometriose. Aqui, n0s demonstramos, pioneiramente, que as ratas com implantes
endometriais demostraram uma reducdo progressiva nos niveis de BDNF no
hipocampo no curso temporal do modelo. Considerando em conjunto, esse resultado

esta de acordo com os outros achados imuno-oxidativos observados aqui, permitindo-
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nos propor que um ambiente oxidativo / degenerativo se desenvolve no hipocampo de

ratas apos a indugdo do modelo de endometriose.

Nesse contexto, uma interacdo interessante entre o0 BDNF e o estresse
oxidativo foi recentemente descrita. De fato, Bouvier et al. (2017) demonstraram que
o BDNF controlava constitutivamente a translocacdo nuclear do fator mestre de
transcricdo Nrf2 sensivel ao redox, que regulam a expressdo de varias defesas
antioxidantes. N&o sO isso, esses autores mostraram que o estado persistente de
estresse oxidativo observado em animais vulneraveis ao estresse foi devido a

diminuicdo das concentrag6es de BDNF no hipocampo.

Portanto, podemos propor que o comprometimento induzido pela endometriose
na expressdo de BDNF no hipocampo representa um mecanismo central subjacente
ao surgimento das mudancas comportamentais e pré-oxidativas que seguem este
modelo. Entretanto, mais dados sdo necessarios para firmar associacdes causativas

neste modelo.
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10 CONCLUSOES

Os resultados obtidos deste experimento nos permitiram retirar as seguintes

conclusoes:

1. Observou-se que o modelo experimental de endometriose causou
importantes alteragfes comportamentais, como € possivel notar pelo aumento do
comportamento tipo ansiedade a partir da segunda semana de inducdo e marcantes

alteracdes tipo depressivas a partir da terceira semana do modelo.

2. O modelo experimental de endometriose pelo método proposto promoveu
um aumento marcante da sensibilidade visceral, especialmente nos primeiros dias

que sucederam a cirurgia (7 dias ap0s), e periférica a partir do 14° de inducao.

3. O modelo experimental de endometriose foi capaz de aumentar
significativamente as concentragdes séricas de corticosterona frente a um evento
estressor agudo a partir da 3% semana poés-cirurgia, advogando para um estado de

hiper-reatividade do eixo HPA.

4. O modelo experimental de endometriose impactou significativamente o0s
marcadores de estresse oxidativo - niveis de peroxidacgdo lipidica, concentracGes de
GSH reduzida e atividade da MPO - no hipocampo dos animais em todos os cortes

temporais, mas, principalmente, na 32 de inducao.

5. O modelo experimental de endometriose induziu uma reducdo progressiva
dos niveis de expressdo da neurotrofina BDNF no grupo endometriose, ao se
comparar a 1* com a 3% semana de avaliacdo, indicando o desenvolvimento de

alteracdes tempo-dependentes no presente modelo de endometriose.

Portanto, nossos achados trazem uma nova evidéncia relevante para o campo,
por caracterizar o comportamento tipo depressivo e ansioso de ratas submetidas ao
presente modelo de endometriose, bem como mostrar seus efeitos sobre o estado
oxidativo hipocampal e os niveis de expressdo de BDNF. Além disso, este estudo
abre perspectivas para o uso desse modelo animal como uma plataforma util para
testar potenciais novos candidatos para o tratamento tanto da endometriose quanto

dos sintomas neuropsiquiatricos relacionados.
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