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RESUMO

A endometriose € uma doenca cronica e debilitante associada a dor pélvica e infertilidade
acometendo mulheres em fase reprodutiva. Além do diagndstico ser tardio na maioria das vezes,
o0s tratamentos clinicos ndo sdo tdo eficazes, pois ndo tratam definitivamente. A patogénese da
endometriose é semelhante & de tumores, o0 processo de angiogénese & bem evidente,
principalmente com a presenca de proteinas que estimulam a proliferacéo de células endoteriais
como, o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e o fator de crescimento de
fibroblastos (FCFP). Novas estratégias de tratamento tém sido pesquisadas, porém, contestadas.
Neste contexto, a talidomida, ressurge como modalidade de tratamento farmacoldgico e pode-
se hipotetizar que em doses ajustadas, possa produzir um efeito terapéutico. O objetivo desse
trabalho foi avaliar os efeitos antivasogénico e cicatrizantes da talidomida no modelo
experimental de endometriose em ratas. Foram utilizadas 36 ratas da linhagem Wistar, as quais
foram submetidas ao protocolo experimental de autotransplante de endométrio. Apods
diagnostico da endometriose os animais foram divididos em 6 grupos: Grupo A: sham, Grupo
B: controle negativo, Grupos tratados com talidomida em diferentes doses (C: 25mg/kg, D:
50mg/kg e E: 100mg/kg) e Grupo F: tratado com leuprolida (1mg/kg). Apos 21 dias de
tratamento os animais foram eutanasiados e o figado, rim e os cornos uterinos foram coletados,
para avaliacdo imunohistoquimica (Anti-VEGF) e histologica (fibroblastos e toxicidade). Os
resultados demonstram que as ratas tratadas com talidomida dos grupos D (pvalor 0,014) e E
(pvalor 0,017) e leuprolida (pvalor 0,001) tiveram os volumes dos implantes endometridticos
inibidos, quando comparados aos demais grupos. Histologicamente houve diminui¢cdes na
expressdo do VEGF e FCFB nos grupos D, E e F. Ficou evidenciado ainda, alteracdes
morfoldgicas no parénquima hepéatico do grupo D, E e F. Conclui-se que, para o modelo
proposto nesta pesquisa, a talidomida proporciona uma recuperacdo volumétrica e
histopatologica em implantes, principalmente nos grupos tratados com doses de 50 e 100 mg/kg
produzindo efeito antivasogénico e cicatrizante satisfatorio, contudo, ha indicios de lesbes no
parénquima hepético destes grupos. Sugere-se entdo, que a talidomida possa ser eficaz no
tratamento da endometriose.

Palavras-chaves: Endometriose; Tratamento; Talidomida; Fator de Crescimento Endotelial
Vasogénico (VEGF); Ratas.
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ABSTRACT

Endometriosis IS @ chronic and debilitating disease associated with pelvic pain and infertility
affecting women in the reproductive phase. In addition to the diagnosis being delayed in most
cases, clinical treatments are not as effective, as they do not definitively treat. The pathogenesis
of endometriosis is similar to that of tumors, the process of angiogenesis is quite evident, mainly
with the presence of proteins that stimulate the proliferation of endothelial cells, such as
vascular endothelial growth factor (VEGF) and fibroblast growth factor (FCFp). New treatment
strategies have been researched, however, contested. In this context, thalidomide reappears as
a pharmacological treatment modality and it can be hypothesized that in adjusted doses, it can
produce a therapeutic effect. The objective of this work was to evaluate the antivasogenic and
healing effects of thalidomide in the experimental model of endometriosis in rats. Thirty-six
female Wistar rats were used, which were submitted to the experimental protocol of endometrial
autotransplantation. After diagnosis of endometriosis, the animals were divided into 6 groups:
Group A: sham, Group B: negative control, Groups treated with thalidomide at different doses
(C: 25mg/kg, D: 50mg/kg and E: 100mg/kg) and Group F: treated with leuprolide (1mg/kg).
After 21 days of treatment, the animals were euthanized and the liver, kidney and uterine horns
were collected for immunohistochemical (Anti-VEGF) and histological (fibroblasts and
toxicity) evaluation. The results demonstrate that the rats treated with thalidomide in groups D
(pvalue 0.014) and E (pvalue 0.017) and leuprolide (pvalue 0.001) had the volumes of the
endometriotic implants inhibited, when compared to the other groups. Histologically, there
were decreases in VEGF and FCFf expression in groups D, E and F. It was also evidenced,
morphological alterations in the hepatic parenchyma of the groups D, E and F. It is concluted,
for the model proposed in this research, that thalidomide provides volumetric and
histopathological recovery in implants, especially in groups treated with doses of 50 and 100
mg/kg, producing a satisfactory antivasogenic and healing effect, however, there are indications
of lesions in the hepatic parenchyma of these groups. It is suggested that thalidomide may be
effective in the treatment of endometriosis.

Keywords: Endometriosis; Treatment; Thalidomide; Vasogenic Endothelial Growth Factor
(VEGF); Rats.
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1 INTRODUCAO

A endometriose € uma condicao ginecologica benigna, inflamatoria crénica, estrogénio-
dependente e de origem multifatorial, caracterizada pela proliferacdo benigna de tecido
semelhante ao endometrial fora da cavidade uterina, com predominio na pelve feminina
(INTERNATIONAL WORKING GROUP OF AAGL et al., 2021). Essa enfermidade tem
relacdo com dismenorreia, dispareunia profunda, dor pélvica crénica e infertilidade
(AGOSTINIS et al., 2015; BERLANDA et al.., 2013) e acomete de 6% a 10% das mulheres
em idade reprodutiva no mundo todo, além de 25 a 50% das mulheres inférteis e, 75 a 80% em
mulheres com dor pelvica crénica (LIU, 2017).

Por ainda ndo ter uma patogénese totalmente definida, a endometriose tem
caracteristicas semelhantes as neoplasias como 0 crescimento progressivo e inativo, com
tendéncia a metastase e recorréncia, devido a angiogénese, principal fator de proliferacdo
celular. As vias de diagnosticos s@o possiveis, mesmo que tardio, e com relagdo aos tratamentos
clinicos ou cirdrgico, ainda ndo ha um consenso na literatura de qual é o mais eficaz. Acredita-
se que a cirurgia para cauterizar os focos encometrioticos e retirar as aderéncias formadas pela
doenga seja o tratamento definitivo, porém, existe a possibilidade de recidiva e a piora do
quadro clinico (VERCELLINI et al., 2014; PODGAEC et al, 2018; TAYLOR et al., 2021).

Havendo necessidade de novos medicamentos para o tratamento da endometriose, pois
0s tratamentos hormonais e anti-inflamatorios em uso atualmente ndo sdo tdo eficazes
(KENNEDY, et al., 2005), a talidomida ressurge como possibilidade terapéutica e tem sido
utilizada em estudos experimentais com resultados promissores (AZIMIRAD, et al, 2014,
BAKACAK, et al., 2015; ANTONIO, et al, 2019). Este farmaco ja é usado de forma eficaz em
tratamentos de muitas doencas devido as suas propriedades antiangiogénicas, anti-
inflamatorias, pleiotropicas e imunomoduladoras (JUNG et al., 2019).

A angiogénese consiste em um processo sequencial iniciado nas células endoteliais, as
quais proliferam, migram e aderem a outros tecidos. E um dos principais fatores associados a
este processo € a presenca de proteinas que estimulam a proliferacdo de células endoteriais,
como fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e fator de crescimento de fibroblastos
(FCF B). Em seres humanos e animais, esses fatores encontram-se elevados em muitos tipos de
tumores e tem sido proposta de indicadores de diagndstico e progndstico relacionado com a
dimunicéo da sobrevida em diversos canceres (GIUDICE; KAO, 2004; BULUN et al., 2010;
STRATTON; BERKLEY, 2011).
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Por razdes éticas, os efeitos da talidomida no tratamento da endometriose em mulheres
ndo sdo suficientemente conhecidos, portanto um modelo experimental de endomentriose, em
ratas, induzidas cirurgicamente, foi usado neste estudo para pesquisar a eficacia deste farmaco
com relacdo a angiogénese (VEGF), processo de cicatrizagdo (FCF, FCF B) ¢ toxicidade

medicamentosa.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Endometriose

2.1.1 Conceito

Na espécie humana o Gtero (Figura 1) é um 6rgédo oco, visceral, em forma de péra,
localizado na pelve entre a bexiga e o reto, onde a parede uterina é relativamente espessa e
apresentam 3 camadas: perimétrio, camada mais externa sendo delgada serosa, constituida de
mesotélio e tecido conjuntivo, ou dependendo da por¢do do érgdo, uma camada adventicia,
constituida de tecido conjuntivo sem revestimento de mesotélio. As outras camadas uterinas
sdo miomeétrio, com uma espessa camada de masculo liso, separadas por tecido conjuntivo e
bem vascularizada. E 0 endométrio ou mucosa uterina, consiste € um epitélio e uma lamina
propria que contém glandulas tubulares simples, que contém duas camadas: a) a camada basal,
sendo mais delgada e profunda, sendo adjacente ao miométrio, composta por tecido conjuntivo
e pela porcdo inicial das glandulas uterinas, permanecendo inalterada para que suas células
proliferem e regenerem a camada a cada ciclo menstrual; b) a camada funcional, é mais
superficial, formada pelo restante do tecido conjuntivo da lamina propria, sendo desprendida
na menstruacio (LAGANA et al., 2017).

Os vasos sanguineos que irrigam o endométrio sdo muito importantes para o fenémeno
ciclico de perda da parte do endométrio durante o ciclo menstrual. E durante a menstruacéo
pode haver eliminacdo, através das tubas uterinas, de material endometrial viavel, o qual teria
capacidade de implantacdo, e consequentemente, originar um quadro clinico denominado de
endometriose (LAGANA et al., 2017).
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Figura 1. Morfologia dos 6rgaos genitais femininos da mulher, com o Utero em destaque.
Ngta: IN_otar as'esgru_turas anatdmicas e a direita, observar a histologia uterina, evidenciando o endométrio,
miometrio e perlmetrlo.

Fonte: Tavares-Bastos e Oliveira (2020).

As primeiras descri¢es da endometriose datam do final do século XIX. Em 1893,
Friedrich Von Recklinghousen, apresentou o primeiro relato de caso, entretanto, o cientista ndo
soube referir a origem das glandulas no tecido adenomiomatoso. Em 1894, Thomas Sthepen
Cullen, foi o primeiro cientista que observou a presenca de glandulas de derivadas da mucosa
uterina, denominando-a de adenomioma e distinguindo-o em adenomioma intrauterino e
extrauterino. Em 1903, o cientista Robert Meyer, ao realizar uma cirurgia de laparotomia em
uma paciente com queixa de dor pélvica, identificou presencas de glandulas epiteliais em pontos
cirargicos de fios de seda, recebendo a denominacéo de endometriose, pela primeira vez. A
manifestagdo ovariana da doenga, foi mencionada por Russel W. Aberrant, quando descreveu
um caso de endometrioma (BENAGIANO et al., 2011). Porém, em 1921 e 1927, coube a John
A. Sampson, descrever a Unica origem endometrial, de todas as apresentacdes das doencas
(SAMPSON, 1927).

Apesar de ser considerada uma condi¢do ginecoldgica benigna, a endometriose pode
cursar com sintomas como: dor pélvica cronica, dor durante a menstruacdo, dor durante a
relacdo sexual e dismenorreia. A prevaléncia exata é desconhecida, contudo, a doengca acomete
de 6% a 10% das mulheres em idade reprodutiva no mundo todo, além de 25 a 50% das
mulheres inférteis e 75 a 80% em mulheres com dor pélvica cronica (L1U, 2017). Nos Estados
Unidos € a terceira causa de internacdo ginecoldgica e uma das principais causas de infertilidade
em mulheres jovens (ZONDERVAN et al.,, 2018). E no Brasil, Salomé et al. (2020),

identificaram mais de 59 mil casos de internacdo por endometriose entre os anos de 2015 e
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2019, onde 43% estavam na regido sudeste e 26% na regido nordeste, sendo o perfil bem

caracteristico para a doenca como: mulheres casadas, em idade reprodutiva e nuliparas.

2.1.2 Etiologia

Para Maruyama e Yoshimura (2012), a histogénese da endometriose é controversa, pois
existem varias teorias descritas na literatura: teoria implantacdo (menstruacdo retrégrada);
teoria da metaplasia celémica e teoria das células tronco.

A teoria da implantacdo pelo mecanismo da menstruacdo retrograda proposta por
Sampson (1927), sendo a melhor e mais bem aceita, passou por aprimoramentos importantes
dos estudiosos Parkin e Fazleabas (2016) e Ural et al. (2015). Adicionalmente a esse aspecto
soma-se a possibilidade de metéstases de tecidos linfaticos ou até de tecido endometrial
surgirem e utilizarem a rede venosa para seu transporte. Ainda € considerado, que nessa teoria
ha a hipbtese do implante iatrogénico que consiste em transferir material endometrial
acidentalmente de um local para outro no mesmo sitio cirurgico.

A teoria da metaplasia celdomica foi delineada para explicar a presenca de endometriose
em mulheres que nunca menstruaram ou que apresentaram implantes em locais onde existam
células de mesotélio como € o caso dos pulmdes. Tal teoria afirma que existam células no
mesotélio capazes de se diferenciarem em células endometriais iniciando uma resposta
inflamatoria classica. Ainda, neste contexto se enquadra a teoria da implantacdo de restos
embrionarios que passam por estimulos adequados e diferenciam-se em tecido endometrial e
implantam-se fora do Utero. A teoria da inducao, propdem que fatores presentes na menstruagdo
ou no endométrio podem induzir a diferenciacédo celular (CACCIATORI; MEDEIRQOS, 2015).

A teoria das células tronco presentes no endomeétrio, tem se destacado, pois, tais células
normalmente se encontram na camada basal do endométrio servindo como fonte para a
regeneracdo do endométrio nos sucessivos ciclos menstruais. Esta teoria afirma que a
endometriose ocorre por um transporte destas células por mecanismos distintos como
menstruacao retrograda, disseminacao linfatica e vascular, migracao direta ou uma combinacédo
de todos até o local de implantacdo, influenciadas por fatores ainda ndo elucidados
completamente. Estas células multipotentes iniciam seu processo de proliferacdo, muitas vezes
dependentes dos ciclos hormonais, em especial em niveis adequados de estrogénios
(FARKHAT et al., 2016).

Além disso, Vercellini et al. (2014) referem sobre uma possivel teoria genética, onde a

predisposicdo genética ou alteracdes epigeneticas associadas a modificacbes no ambiente
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peritoneal (fatores inflamatdrios, imunoldgicos, hormonais, estresse oxidativo) poderiam

iniciar a doenca nas suas diversas formas.

2.1.3 Fisiopatologia

As lesdes endometridticas sdo heterogéneas, variando de lesdes peritoneais superficiais
de 1 mm a lesbes profundamente invasivas de 4 cm junto ao septo retrovaginal. As lesdes
ovarianas da endometriose podem exibir aumentos de tamanhos da ordem de 4 a 10 cm,
necessitando de ressecgdo cirurgica. Estas também passam por ciclos de crescimento e
sangramento conforme o ciclo menstrual, onde, o sangramento intraperitoneal a partir das
lesGes deflagra uma resposta inflamatéria na pelve que esta associada a dor e a infertilidade
(CORREA, 2014).

O processo inflamatério pélvico em mulheres com endometriose, decorrente de
fendmenos vasculares mediados principalmente pela histamina, deflagram o inicio da producéo
local de mediadores inflamatorios que promovem um aumento da permeabilidade capilar e
também quimiotaxia, processo quimico pelo qual células polimorfonucleares, neutrofilos e
macrofagos sdo atraidos para o foco da lesdo. Essas células, por sua vez, realizam fagocitose
dos elementos que originam a inflamacdo e produzem mais mediadores quimicos, como
citocinas [fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucinas], quimiocinas, bradicinina,
prostaglandinas e leucotrienos. Junto a isso, ha ativacdo plaquetaria e sistema de coagulagédo
sanguinea, e consequentemente, fatores de adesdo sdo expressos na superficie das células
endoteliais que revestem os vasos sanguineos internamente. Esses fatores vao mediar a adeséo
e diapedese de mondcitos circulantes, além de recrutar outras células inflamatérias para o local
da lesdo (JANSEN; CODDINGTON, 2010).

Segundo Bulun et al. (2010), além das alteracdes imunoldgicas na fisiopatologia da
doenga, parecem estar envolvidos expressivamente o aumento de VEGF e fibroblastos,
induzindo a angiogénese e neovascularizacdo dos focos endometridticos, e contribuirem para a
formacéo de aderéncias, fibrose e producédo de ciclo-oxigenase 2 (COX-2) que é elevada em

células estromiais endometriais e no fluido peritoneal de mulheres com endometriose.

2.1.4 Classificagdo, estadiamento e manifestacdes clinicas

As lesbes endometridticas sdo frequentemente detectadas nos ovarios, tubas uterinas,

ligamentos do Utero, area cervico-vaginal, parede abdominal e umbigo, trato urinério e reto
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(LAGANA et al., 2016), havendo 4 fenétipos para classificacio conforme a localizagio:
endometrioma ovariano, lesdes peritoneais superficiais, endometriose infiltrativa subperitoneal
profunda e endometriose interna (endométrio presente no miométrio — adenomiose) conforme
a Figura 2 (CHANTALAT et al., 2020).

/ | Superior

Anterior

Figura 2. Vista lateral da pelve e as formas de endometriose

Nota: 1: endometrioma (OMA); 2: endometriose peritoneal superficial (SUP); 3: endometriose subperitoneal
infiltrante profunda (DIE); 4: adenomiose (Ad)

Fonte: Chantalat et al. (2020).

O sistema de estadiamento mais comumente utilizado ¢ da American Society of
Reproductive Medicine (ASRM), que classifica em 4 estagios e considerado o tamanho, a
profundidade e a localizacdo dos implantes endometriéticos e a gravidade das aderéncias,
sendo: Estagio 1 (doenga minima): implantes isolados e sem aderéncias significativas; Estagio
2 (doenca leve): implantes superficiais com menos de 5 cm, sem aderéncias significativas;
Estagio 3 (doenca moderada): multiplos implantes, aderéncias peritubarias e periovarianas
evidentes; Estagio 4 (doenca grave): multiplos implantes extensos, superficiais e profundos,
incluindo endometriomas, aderéncias densas e firmes (ZONDERVAN et al., 2018). Autores
consideram que a intensidade de dor ndo esta correlacionada com o estagio da doenca e
progndstico em si, mas com a profundidade do implante endometriotico e localizacdo em areas
de maior inervacdo (ANDRES et al., 2018).

As manifestacfes clinicas mais evidentes e relatadas pelas mulheres portadoras de
endometriose sdo dor pélvica cronica ou dor aciclica, dismenorreia, dispareunia de
profundidade, disuria, dirquesia e dificuldade para engravidar, os “6D’s” da endometriose
(Figura 3). Ainda, sintomas como alteracdes intestinais ciclicas (distensdo abdominal,

sangramento nas fezes, constipacdo e dor anal no periodo menstrual) e alteragcdes urinarias
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ciclicas (hematdria, polacilria e urgéncia miccional no periodo menstrual), sdo em menor
proporcao, contudo, ndo se deve ignorar, até o diagnostico medico esta definido. Nos casos de
endometriose profunda, a associacdo com a dor intensa é presente em 95% dos casos, ja que a
intensidade dos sintomas funcionais é proporcional a profundidade das lesbes (STRATTON;
BERKLEY, 2011).

6d’s da Endometriose Uil
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Profundidade
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Figura 3. Os 6d’s da endometriose que é composto pelas seis principais e mais prevalentes

manifestacdes clinicas da doenca
Fonte: Created in CANVAS®,

A dor pélvica crbnica apresenta-se como uma das manifestacdes mais evidentes e
incidentes, além de ser um estimulo indesejavel, independente da intensidade, podendo ser
incapacitante, resultando no consumo continuo e demasiado de medicamentos analgésicos e
anti-inflamatorios, e consequentemente aos impactos dos efeitos adversos destes (MOROTTI
etal., 2016).

2.1.5 Diagnostico

Podgaec et al. (2018) afirmaram que os sintomas da endometriose sdo considerados
inespecificos, podendo ocorrer em diversas doengas ginecoldgicas e ndo ginecoldgicas,
tornando o diagnostico retardado tardio, onde a média estimada do tempo entre o inicio dos
sintomas referidos pelas mulheres até o diagndstico definitivo é de aproximadamente 7 anos,
havendo a necessidade de consultas médicas frequentes com e exames diagnosticos de boa

acuracia.
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Para diagnostico definitivo da endometriose, o padrdo ouro é uma intervencdo cirdrgica
denominada videolaparoscopia com biopsia das lesdes para andlise anatomopatoldgica,
entretanto, achados nos exames fisico, de imagem e laboratoriais j& podem predizer, com alto
grau de confiabilidade, que a paciente apresenta a doenca.

Dentre os exames de imagem, a ultrassonografia pélvica e/ou transvaginal, bem como a
ressonancia nuclear magnética, sdo os mais solicitados por serem eficientes, sendo utilizados
principalmente para detectar lesdes profundas, porém o resultado € altamente influenciado pela
experiéncia do examinador, o que pode dificultar o diagndstico. Nos casos sem achados
positivados de imagem, é recomendado a analise histolégica da lesdo, coletadas por cirurgia
videolaparoscépica. Todavia, este procedimento é oneroso, mais invasivo e requer anestesia
geral (GUPTA et al., 2016; NISENBLAT et al., 2016; GUERRIERO et al., 2018).

2.1.6 Biomarcadores

A demanda por testes diagnosticos de alta acuracia e pouco invasivos sdo tendéncias
para o diagnostico clinico da endometriose (FALCONE; FLYCKT, 2018; LIU et al., 2015;
NISENBLAT etal., 2016).

Fassbender et al. (2015) elencaram possiveis biomarcadores em estudos para detectar
endometriose: Glicoproteinas (CA-125, CCR-1), marcadores imunoldgicos e citocinas
inflamatorias (Proteina C reativa, 1L-6, IL-8, YKL-40, TNF-a), espécies envolvidas nos
processos de estresse oxidativo (paroxonase 1 — PON-I), lipoproteina de alta densidade (High
Density Lipoprotein — HDL) e plasma superoxide dismutase), espécies envolvidas nos
processos de adeséo e invasdo celular (osteopontina, metaloproteinases — MMP-2, MMP-3 E
MMP-9), moléculas envolvidas nos processos de angiogénese (VEGF - Fator de Crescimento
Endotelial VVascular, FCF - Fator de Crescimento de Fibroblastos, FCF 3 Fator de Crescimento
de Fibroblastos beta), hormodnios (prolactina, leptina e luteinizante), autoanticorpos (anti-
PDIK1L, anti-sintaxina 5, IMP1, TPM3, SLP2, TMOD3), micro RNAs (miR-199a and miR-
122), protebmica, metabolonémica e DNA livre.

Dentre os biomarcadores principais e mais promissores no diagndstico clinico,
destacam-se:

a) Glicoproteinas: a - Dosagem Ca-125 (antigeno de cancer 125): quando coletado no

primeiro ou segundo dia do ciclo menstrual, pode ser util para o diagnéstico da
endometriose em estadio avancado, principalmente quando os valores sdo superiores

a 100 Ul/ml, sendo este um dos mais uytilizados na pratica clinica; b - Dosagem de
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d)
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CCR-1 (receptor de quimiocina 1) que passou a ser requisitado por apresentar maior
especificidade, sensibilidade e acuracia que o CA-125, porém é mais onerosos e ndo
é capaz de estabelecer o diagnostico definitivo. Embora concentra¢Ges normais ndo
excluam a doenga, casos com niveis elevados no pré-operatorio podem auxiliar no
acompanhamento da paciente e na suspeita clinica de recidiva da endometriose
(NACUL; SPRITZER, 2010);

Interleucinas: a - Interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6), interleucina-8 (IL-8)
e TNFa: em concentragdes elevadas no fluido peritoneal de mulheres doentes, parece
que contribuem para a persisténcia e progressao de focos de endometriose, porém a
IL-6 é a mais caracteristica da endometriose, por ter sensibilidade de 63% e
especificidade de 69%; b - Proteina YKL-40 (chitinase-3-like protein 1 (CHI3L1),
human cartilage glycoprotein-39 (HC-gp-39), gp-38k, chondrex), biomarcador de
inflamacgdo, secretado por macrofagos ativados e neutréfilos em vérios tecidos
inflamados, quando dosados em altas concetragcfes séricas parecem ter relacdo com
0 diagndstico e monitoramento da endometriose (NISENBLAT et al., 2016;
OTHMAN et al., 2008; URAL et al., 2015; VIGANO et al., 2004);

MicroRNAs: niveis de miRNAs 199b-3p, 224-5p e Let-7d-3p no plasma sdo
potenciais biomarcadores diagndsticos para pacientes com endometriose (ZAFARI
et al., 2021), e miR-146a, miR-149 e miR-499 podem ter um papel na patogénese da
endometriose e por auxiliar na definicdo do melhor medicamento utilizado em
terapias medicamentosas ou quimioterapias(FARSIMADAN et al., 2021);
Metaloproteinase: a matriz metaloproteinase-9 (MMP-9) é um membro das
proteinases, estimulada pelo VEGF que desempenha um papel essencial na
remodelacdo da matriz extracelular e possibilita a migracao dos vasos (CHEN et al.,
2004). A superexpressdao da enzima MMP-9 em lesGes endometriais ectopicas
priméarias parece exacerbar a angiogénese e invasdao de implantes ectopicos
(MACHADO et al., 2010; WEIGEL et al., 2012);

Fator de Crescimento Endotelial Vascular (VEGF): consiste em um fator de
sobrevivéncia para as células endoteliais localizado no gene 6p21.3 em humanos,
onde foram identificados seis membros (VEGF A, B, C, D, E e PGF — Fator de
Crescimento Placentario), sendo que o VEGF A é o membro mais estudado e melhor
compreendido e o mais importante regulador da vasculogénese e angiogénese
fisiolégica ou patologica, que intermedia a neovascularizacdo em lesGes do

endometriose conforme aumento e diminuig¢éo dos niveis de estrogénio (SHIBUYA;
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CLAESSON-WELSH, 2006). Estudos relataram a maior concentracdo de VEGF no
fluido peritoneal de mulheres com endometriose comparada com mulheres sadias e
sua correlacdo com os estagios da doenca (MCLAREN et al., 1996; MAHNKE et
al., 2000);

f) Fator de Crescimento de Fibroblastos-p (FCF-B): sdo polipeptidicas com nove
membros que expressdo fibrose e colageno tipo | e Ill, que sdo liberados por
plaquetas, macrofagos, fibroblastos, onde controlam o crescimento, a diferenciacao,
0 metabolismo celular durante as fases de cicatrizacdo e quimioatraentes de
monacitos, e induzem fibrose e angiogénese em implantes ectopicos e causam
progressao da endometriose (HULL et al., 2012; YOUNG et al., 2017). O fluido
peritoneal de mulheres com estagio Il e IV de endometriose tem niveis mais
elevados de TGF-B em comparagdo com mulheres com estagios iniciais da doenga,
e uma diminuigdo signifcativa nas concentra¢@es foi alcancada apds o tratamento
com um agonista do hormdnio liberador de gonadotropina (GnRH) (KUPKER et al.,
1998).

2.1.7 Tratamento da endometriose

No Brasil, existe um protocolo clinico e diretrizes terapéuticas para tratamento da
endometriose, estabelecido pelo Ministério da Salude, onde esta previsto tratamento clinico,
cirtrgico ou ainda a combinacdo desses, no intuito de aliviar as dores causadas pela doenca e
estabelecer melhoria da qualidade de vida (BRASIL, 2016; SAO BENTO; MOREIRA, 2017).
Ainda ndo existe um consenso definindo qual a primeira escolha do tratamento, porém,
considera-se a gravidade dos sintomas, a extensdo e localizacdo da doenca, o desejo
reprodutivo, a idade da paciente, efeitos adversos dos medicamentos, taxas de complicagdes
cirurgicas e custos. A eficacia dos tratamentos tem sido medida por avalia¢cdes de melhora da
dor e taxas de fertilidade (SCHENKEN, 2014).

A endometriose geralmente fica inativa e regride gradualmente durante a amenorreia
induzida ou menopausa. Mas, durante o periodo da menstruagéo, o tratamento é determinado
pelo médico e os efeitos colaterais variam entre as pacientes, por isso, a individualizacdo do
tratamento torna-se mais importante e, as vezes, a combinacdo de medicamentos faz-se
necessaria (DAVIS; MCMILLAN, 2003).

O tratamento clinico baseia-se na supressdo do ciclo menstrual induzindo

psudogravidez, pseudomenopausa ou anovulagéo crénica. O efeito terapéutico ndo é curativo e
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os farmacos podem causar efeitos adversos significativos, o que justifica a busca de novos
tratamentos. Os medicamentos considerados de primeira linha sdo os anticoncepcionais
hormonais orais, administrados de forma continua e ciclica e os derivados sintéticos da
progesterona (noretridona, medroxiprogesterona e levonorgestrel) administrados por via oral,
intramuscular, subcutdneo ou dispositivo intrauterino. Ainda, outros medicamentos como
agonistas e antagonistas de hormonio liberador de gonadotrofina (GnRH), danazol, gestrinona
e inibidores de aromatase, também s&o usados. Os anti-inflamatorios ndo hormonais séo
prescritos frequente para o alivio da dor, mas possuem evidéncias inconclusivas como proposta
definitiva para o tratamento da endometriose (GIUDICE, 2010).

No tratamento cirurgico a laparoscopia € considerada o padréo ouro para tratamento da
endometriose, onde os implantes peritoneais, nddulos profundos e cistos ovarianos sao
removidos, pois é o Unico meio eficaz para determinar o grau de aderéncias; embora forneca
resultados satisfatorios para doenca sintomatica, a taxa de recorréncia dos sintomas pode chegar
a 20% ao ano, 75% em 2 anos, sendo necessario reabordagem cirurgica (WASSON, 2019).

A técnica cirdrgica € minimamente invasiva, incluindo menores incisGes abdominais,
melhor visualizagdo das lesdes, menor necessidade de analgesia pos-operatoria, recuperagdo
rapida com baixos indices de complicacdes e menor tempo de internacdo hospitalar (COHN et
al., 2016; FANFANI et al., 2016). Mais recentemente, a cirurgia laparoscépica robética tornou-
se disponivel e tem sido implementada no tratamento da doenca, bem como vem sendo utilizada
em outros procedimentos ginecologicos (BERLANDA et al., 2017).

Outros tratamentos sdo pertinentes e aceitos como: a fisioterapia especifica para
endometriose, considerado ndo invasivo e conservador de disturbios do assoalho pélvico em
mulheres. A fisioterapia objetiva ensinar o paciente a relaxar os musculos, o que, por sua vez,
ajuda a quebrar o ciclo da dor e consequentemente atua na restauracédo da eficiéncia e funcao
dos tecidos e 6rgdos da regido pélvica, auxiliando no processo de tratamento cirurgico, alivio
da dor, melhorando a qualidade de vida (VURAL, 2018).

A prética de exercicios fisicos também ¢ indicada para o tratamento, no intuito de aliviar
as dores, melhorar o estado psicolégico e beneficiar a qualidade de vida das portadoras. O
estimulo a pratica de atividades fisicas € reforcado pelas politicas pablicas, sendo um fator de
promocdo de salde, como forma de tratamento para doencas crénicas, pois a sua realizacdo
melhora os aspectos emocionais, fisicos, sociais e culturais das portadoras, além de reduzir a
ingestdo de medicamentos e diminuir os gastos na salude (SILVA; MARQUI, 2014).

Pode-se destacar também, o acompanhamento psicoterapico que € adjuvante no

tratamento, pois manifestacbes como: humor deprimido ou ansiedade, diminui¢do acentuada
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do interesse e do prazer pelas atividades anteriormente satisfatdrias, perda ou aumento do peso,
entre outros, estdo relacionados diretamente com a dor. E é possivel que a intensidade da dor
determine o grau de depresséo e ansiedade (SAO BENTO; MOREIRA, 2017).

2.1.8 Modelos experimentais em endometriose

O desenvolvimento de modelos in vitro ou in vivo que determinam as caracteristicas da
endometriose é uma tarefa desafiadora, pois apresenta mecanismos fisiopatol6gicos complexos,
a pensar que: a doenca é de diagnostico geralmente tardio, pois 0s sintomas sdo comuns a outras
doencas ginecoldgicas, tem inicio subito, apresenta recidiva mesmo apds o tratamento cirurgico
(MALVEZZI et al., 2020). Dadas as limitacGes ébvias e as consideracGes éticas da
experimentacdo humana, os estudiosos da area da endometriose consideram que modelos de
animais como o0s ratos, camundongos e primatas ndo humanos sé&o os melhores, pois
reproduzem com melhor fidelidade as caracteristicas fisioldgicas e genéticas dos humanos,
contudo, modelos de animais experimentais como coelhos, galinaceos e outros roedores
também sédo utilizados, porém com algumas limitacOes e ressalvas (BRUNER-TRAN et al.,
2018).

Segundo Story e Kennedy (2004), os modelos murinos sdo os mais amplamente
empregados, pois a técnica operatoria é simples e a maioria dos implantes tem sucesso, pois a
inducdo da endometriose é eficaz e reprodutivel, além disso, para esse tipo de escolha do
modelo experimental com ratos € baseada em baixo custo e na resisténcia desses animais as
infeccBes, contudo, as comparagBes sdo dificultadas pelo grande numero de técnicas
experimentais utilizadas e pela ampla lacuna filogenética entre ndo primatas e humanos. No
entanto, um dos principais problemas do uso de roedores na pesquisa de endometriose é que
apenas lesdes superficiais podem ser induzidas nesses animais e esses séo os tipos de lesdo mais
simples e talvez os menos clinicamente importantes (MALVEZZ] et al., 2020).

Diversos sdo 0s modelos experimentais propostos, como: Modelo experimental de Jones
(1984), que consiste na fixacdo de fragmentos de endomeétrio retirados do corno uterino a parede
lateral do abdome; Modelo de Vernon e Wilson (1985), que é a implantacdo de pequenos
fragmentos de endométrio no mesentério e ligamento Utero-ovarico desses animais; Modelo
experimental de Sakata et al. (1990) onde sdo implantados fragmentos de endométrio sob a
capsula renal dos animais.

Embora haja um crescimento no nimero de estudos pré-clinicos de endometriose, a

traducdo dos achados obtidos por estudos em modelos animais em ensaios clinicos tem sido
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escassos, principalmente associado a medicamentos ndo padronizados para tratar a doenca,
desta forma, isso denota lacunas no que tange a compreensdo da doenca, mecanismos
fisiopatoldgicos e experimentagdo com novos compostos terapéuticos para endometriose
(GUO; EVERS, 2013; MALVEZZI et al., 2020).

Para atender aos critérios da pesquisa, optou-se pelo modelo experimental de Nogueira
Neto et al. (2011) que é um modelo com técnica fixacdo de autotransplante de retalhos de corno
uterinos (tamanho 4x4 mm), para 0 mesentério e proOXimo ao vaso que irriga o ceco. Desta
forma, mantém-se a superficie serosa do retalho em contato com o mesentério e a superficie
endometrial voltada para a luz da cavidade peritoneal, onde nenhuma suplementag¢éo hormonal

¢ administrada antes ou apds o procedimento.

2.2 Talidomida como possivel recurso terapéutico a endometriose

O tratamento farmacoldgico da endometriose, em especial os relacionadas com o
controle algico, na maioria das vezes é focado em terapias hormonais e, quando findados,
percebe-se o retorno dos sintomas algicos e adjunta progressao da doenca (BERLANDA et al.,
2017). Posto isto, verifica-se a necessidade um agente terapéutico eficaz, benéfico e de baixo
custo em relacdo as cirurgias e outras formas terapia medicamentosa, onde pode-se destacar a
talidomida, principalmente pelas propriedades farmacoldgicas da droga, que incluem atividade
antivasogénica, antiinflamatéria e de imunomodulagdo, tornando-a provavel recurso
terapéutico que pode ser utilizado em pesquisas para o tratamento de varias doencas (KUMAR,;
RAJKUMAR, 2006; COOK; FIGG, 2010).

A talidomida foi originalmente sintetizada no ano de 1954, pela empresa farmacéutica
alema Chemie-Grunenthal, inicialmente comercializada como um sedativo. Posteriormente,
descobriu-se sua acdo antiemética, eficaz para tratar enjéos matinais de gestantes, sendo
amplamente comercializada em mais de 40 paises (VARGESSON, 2009). No entanto, no inicio
da década de 1960, McBride (1961) da Austrdlia e Lenz (1962) da Alemanha, de forma
independente, relataram que o medicamento era altamente teratogénico. Quando as mulheres
gravidas tomam talidomida, os recém-nascidos sofriam graves defeitos de desenvolvimento,
como focomelia e orelha pequena, os indices de aborto aumentaram entre gestantes e casos de
neuropatia periférica também foram relatados. Embora esse farmaco tenha sido retirado do
mercado, 0s pesquisadores continuaram estudando seu mecanismo de agdo e atividade
(McCREDIE, 2009; STEPHENS, 2009; VARGESSON, 2009, 2013).
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Segundo Moro e Invernizzi (2017), devido a tragédia e efeitos causados pela talidomida,
veio a tona a necessidade de regulamentacdo no desenvolvimento de medicamentos, bem como
para o desenvolvimento de protocolos de testes sistematicos de toxicidade pelas agéncias
regulatérias internacionais. Uhl et al. (2006) referem que a talidomida é cuidadosamente
monitorada pelo programa System for Thalidomide Education and Prescribing Safety
(S.T.E.P.S.), para que garanta que pacientes ndo estejam gravidas durante o tratamento.

A talidomida (a-N-ftalimidoglutarimida) € um anélogo sintético do &cido glutdmico, um
aminoacido natural envolvido em importantes processos fisioldgicos como: neurotransmissdo
cerebral e metabolismo, sendo formada por dois anéis ligados, um anel de glutarimida e outro
de fitalimida (Figura 4), possui um carbono quiral, que é instavel e permite a coexisténcia de
dois enantidmeros S(-) e R(+), em uma mistura racémica na propor¢do de 1:1, que podem
alternar rapidamente entre os dois estados quando em fluidos corporais e na agua (FRANKS et
al., 2004). O S (-) determina as propriedades anti-TNFa, porém com agao teratogénica, ja o R
(+) efeito sedativo por acdo direta e seletiva nos receptores dos centros do sono diencefalicos
(DIAMANTI et al., 2015).

Thalidomide
(S)-thalidomide (R)-thalidomide

0 Q 0 Q
NH N NH
Ne=- 0 | N o)
=
0 o}

Figura 4. Estrutura quimica dos enantidmeros da talidomida
Fonte: Vargesson (2009).

A prescricdo médica deste farmaco é recomendada a ingestdo por via oral,
principalmente a noite devido os efeitos sedativos. O pico deste medicamento na corrente
sanguinea ocorre de 2 a 6 horas, sendo amplamente distribuida nos tecidos e fluidos corporais
devido a baixa afinidade com as proteinas plasmaticas, e a meia-vida varia de 5 a 7 horas,
possuindo metabolizacdo por uma enzima de biotransformacao, o citocromo P450 (CYP450);
menos de 1% é eliminado inalterado pela urina, onde ndo é mais detectavel apds 48 h (FRANKS
et al., 2004). Neiger (2000) relatou que mesmo o paciente fazendo uso do medicamento
constante e de forma controlada, o mecanismo de acdo € bem amplo, pois ainda ndo se

mensurou possiveis efeitos deletérios, por ser um farmaco extremamente teratogénico.
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Takumi e Hiroshi (2020) afirmam que recentemente a talidomida e seus analogos como
a pomalidomida (IMiD), lenalidomida (IMiD) e apremilast (SelCiD) sé&o eficazes no tratamento
de diversas doengas como: eritema nodoso hansénico (Erythema Nodosum Leprosy — ENL),
artrite reumatoide, mieloma multiplo (MM) recidivo, linfomas, sarcoma de Kaposi associado
ao Human Immunodeficiency Virus 1 (HIV-1), cncer de prostata avancado e complicacGes pos
transplante de medula com a doenca crbnica do enxerto-versus-hospedeiro. Apresentam varios
mecanismos terapéuticos onde destacamos: atividade imunomoduladora, anti-inflamatdria,
inibicdo de angiogénese para efeitos anticancerigenos, inducdo de apoptose de células
cancerigenas, entre outros (MCFARLANE et al., 2018; THERAPONTOS et al., 2009).

As propriedades imunomoduladoras e anti-inflamatérias ocorrem pela inibicdo da
secrecdo de varias citocinas inflamatérias (IL-6, IL-10, 1L-12) e pré-inflamatorias (TNF-a),
pois elas desempenham um papel na progressdo do mieloma, além de ser um importante
indicador de progndstico para a doenga. Também pode modular o padréo de linfécitos Thl para
Th2. Também reduzir, a producdo de anticorpos em resposta a estimulos antigénicos. Ainda,
foi demonstrada uma supressdo da sintese de Imunoglobulina M (IgM), tornando-a util em
gamopatias monoclonais, como mieloma multiplo (PALUMBO; ANDERSON, 2011).

A talidomida também pode atuar por meio da coestimulagdo de
células T CD8 * humanas e resultar no aumento da producdo de interleucinas (IL-2 e 1L-12) e
Interferon a (IFN-a)). A IL-2, aumenta a proliferacdo das células T, enquanto a IL-12 e o IFN-
o ativam as cé€lulas Natural killer (NK) para eliminar as células cancerosas (KAWAMATA et
al., 2006). Além disso, a combinacdo de anti-inflamatério com a talidomida pode aumentar
significativamente as atividades antivasogénica e antitumoral da talidomida (TSAI et al., 2018).

Morotti et al. (2016) descreveram as propriedades antivasogénicas e antiproliferativas,
pois a talidomida desempenha um papel importante na inibicdo do VEGF e do Fator de
Crescimento Fibroblastico tipo 2 (FGF-2). D’ Amato et al. (1994) afirmaram que o seu uso foi
capaz de diminuir os niveis plasmaticos desses fatores de crescimento vasogénicos em pacientes
com mieloma multiplo ou sindromes mielodisplasicas e sugeriram seu uso potencial para o
tratamento de processos de doenca dependentes de angiogénese. Desde entdo, a talidomida tem
sido avaliada em varios tipos de cancer. Outros estudos experimentais com implantes de
endometriose em ratas, referiram resultados promissores, porém néo conclusivos (ANTONIO
etal., 2019; MACHADO et al., 2010).

A talidomida exibe profunda inibigé&o, dependente da concentragdo, da proliferacdo de
células cancerosas resistentes a quimioterapia, por exemplo, células de mieloma multiplo, onde

esses efeitos podem estar relacionados a sua inibi¢ao na producéo de IL-6, que € um importante
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fator de crescimento para células deste tipo de tumor, e a sintese de DNA e progressao do ciclo
celular, favorecendo a apoptose de células cancerosas (TSAI et al., 2018).

Desta forma, mesmo a talidomida sendo teratogénica e capaz de produzir outros efeitos
indesejaveis, é capaz de produzir efeitos benéficos anti-inflamatdrios para tratar dores
neuropaticas, condi¢Bes cronicas intratadveis como a sindrome de dor regional complexa,
dermatoses inflamatorias tipicas de doencas cronicas e enddcrino-metabolicas (FAVER et al.,
2005).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar os efeitos antivasogénicos e cicatrizante da talidomida em modelo experimental

de endometriose em ratas Wistar.

3.2 Especificos

a) Descrever o efeito antivasogénico da talidomida no modelo de endometriose
experimental, via anti-VEGF;

b) Avaliar o efeito cicatrizante da talidomida em endométrio uterino apos tratamento
experimental, via FCFp;

¢) Investigar a toxicidade do tratamento nos animais com endometriose;

d) Analisar a evolucdo macroscopica dos focos endometridticos ap6s tratamento com

talidomida;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Tipo de estudo, periodo, local

Este estudo experimental e analitico, foi realizado no periodo entre dezembro de 2019
a julho 2020 no Laboratério Experimental para Estudos da Dor (LEED) da Universidade
Federal do Maranhdo (UFMA), Campus S&o Luis.

4.2 Aspectos éticos

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA)/UFMA, sob o numero de protocolo 23115.016944/2019-25 (ANEXO A). Todos 0s
procedimentos experimentais estdo de acordo com as normas editadas pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e com as Diretrizes da Sociedade Brasileira
de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL)/Colégio Brasileiro de Experimentacao
Animal (COBEA).

4.3 Protocolo experimental

4.3.1 Animais

Neste experimento, foram utilizadas 36 ratas Wistar adultas (2 meses de idade),
procedentes do Biotério Central da UFMA, as quais foram mantidas em condi¢des controladas
de temperatura, luz e umidade (temperatura de 22 £2°C, umidade relativa 40 a 60% e ciclos
claro/escuro de 12/12 horas). As ratas foram acompanhadas diariamente com registro de data,
peso, substancia administrada, aparéncia fisica, comportamento ndo provocado, resposta a
estimulos externos, sinais clinicos, intercorréncias e observacdes. Qualquer alteracdo nos
parametros que incluiam mudangas na aparéncia, respiracdo, eliminagdes fisioldgicas,
dificuldades de locomocao, ictericia, anemia, sinais neuroldgicos e sangramentos foi avaliado

pela equipe executora e também pelo médico veterinario que auxiliou durante pesquisa.
4.3.2 Anestesia

As ratas foram submetidas a anestesia inalatdria com isofluorano (indugdo 5%,

manutencdo 2%). Apés a certificacdo do plano anestésico, com a perda do reflexo cérneo-
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palpebral, realizou-se uma incisdo sobre a linha mediana da parede abdominal com posterior
exposicao dos cornos uterinos e implantacdo intrauterina de tecido endometriético conforme a
Figura 5A (NEVES et al., 2013).

4.3.3 Inducdo da endometriose experimental

Os animais foram posicionados em mesa cirdrgica em decubito dorsal, com 0os membros
em abducéo. Realizou-se a antissepsia da regido abdominal utilizando solucao de clorexidine a
2%. A técnica de autotransplante foi realizada de acordo com a metodologia proposta por
Nogueira Neto et al. (2011).

Realizou-se uma incisdo mediana de 3 cm com bisturi de Iamina n. 15, acometendo pele,
plano musculo-aponeuroético e peritdnio, sequido de identificacdo dos 6rgdos intracavitarios e
exposicdo do utero, anexos e mesentério. O procedimento cirargico seguiu com identificagéo,
apreensao, ligadura e sec¢do do terco médio do corno uterino esquerdo usando fio de nylon 6-
0 (Mononylon®, Ethicon, Sdo Paulo, Brasil) com trés pontos simples e hemostasia (Figura 5B).

Concomitantemente, realizou-se a seccdo da peca extraida do Utero em cortes
longitudinais, seguido de cortes transversais, formando retalhos com medidas de 4 X 4 mm, em
meio liquido com ringer lactato®, sendo transpassado ponto com fio de nylon 6-0 na superficie
serosa do retalho e mantido reparado. O retalho foi autotransplantado para o mesentério,
proximo ao vaso que irriga o ceco, mantendo-se a superficie serosa em contato com o
mesentério e a superficie endometrial voltada para a luz da cavidade peritoneal. A fixacao foi
realizada com um ponto simples do retalho reparado acima (Figura 5C).

A cavidade peritoneal ficou coberta com gaze embebida com solucéo fisioldgica a 0,9%
durante todo o procedimento. A sintese da parede abdominal foi realizada em dois planos de
sutura continua acometendo o plano musculo-aponeurdtico e a pele com fio de nylon 5-0. E
importante destacar que, nenhuma suplementacdo hormonal foi administrada antes ou apds a
laparotomia.

Ap0s a primeira operagdo, todos os animais foram observados por 21 dias no Biotério
Setorial da P6s-Graduacdo, com protocolo analgésico pds-operatério com cloridrato de
tramadol na dose de (Img para cada 100 gramas de peso), de 8/8 horas, por gavagem
(FLECKNELL, 2016).
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4.3.4 Confirmac&o do diagnostico da endometriose

Apos o periodo inicial, as ratas foram submetidas uma laparotomia exploratoria na
cavidade peritoneal com identificacdo e medida do foco de autotransplante com paquimetro
digital, seguido do calculo do volume [4n (comprimento/2) X (largura/2) x (altura/2/3]. Os
implantes foram classificados de acordo com o Sistema de Classifica¢do dos Implantes em Grau
de Crescimento de Quereda et al. (1996), conforme o Quadro 1. Somente aquelas que
desenvolveram grau de crescimento cistico > III, ou seja, com diametro > 4,5mm, seguiram no
estudo (Figura 5D). Tal mensuracgéo foi realizada por um mesmo cirurgido, de forma cega e

aleatéria.

Grau de o
] Caracteristicas dos Implantes
Crescimento

0 O implante desaparece, ou se visivel ndo se torna um cisto.

O implante forma uma vesicula cujo diametro principal € <2 mm ou,

se maior, é solido

O implante forma um cisto com fluido, e seu diametro principal é >

2 mm, mas < 4,5 mm (menor que o tamanho inicial do implante)

" O didmetro da vesicula é semelhante ou maior que o tamanho inicial
do implante (> 4,5 mm)

Quadro 1. Classificagdo do crescimento dos implantes endometriais
Fonte: Quereda et al. (1996).
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e
Figura 5. Procedimento cirurgico de endometriose experimental em ratas Winstar
Nota: A: Animal anestesiado, fixado em prancha cirdrgica e com abdémen inferior epilado; B: Ligadura e sec¢do
do corno uterino esquerdo; C: Autotransplante fixado em parede peritoneal; D: Confirmacdo da implantagdo da
endometriose e medida dos volumes dos implantes por paquimetria.

Apbs 48 horas da laparotomia e diagnostico da endometriose, iniciaram-se 0s
tratamentos experimentais nos animais previamente selecionados, os quais foram divididos
aleatoriamente em seis grupos:
a) Grupo A (n: 06): Sham, grupo saudavel (ndo operado e ndo tratado);
b) Grupo B (n: 06): Controle negativo, operado e tratado com SF 0,9%, no volume de
1 ml/100g de peso corporeo do animal, diariamente, administrado via oral
(gavagem), por 21 dias;

c) Grupo C (n: 06): Tratado com dose Unica diaria com 25 mg/kg Talidomida diluidos
em 0,5mL de solugdo salina, administrados via oral (gavagem), diariamente, por 21
dias;

d) Grupo D (n: 06): Tratado com dose Unica diaria com 50 mg/kg Talidomida diluidos

em 0,5mL de solugéo salina, administrados via oral (gavagem), diariamente, por 21
dias;
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e) Grupo E (n: 06): Tratado com dose Unica diaria com 100 mg/kg Talidomida diluidos
em 0,5mL de solucéo salina, administrados via oral (gavagem), diariamente, por 21
dias;
f) Grupo F (n: 06): Controle positivo, tratado com dose Unica em todo experimento
com 1mg/kg Acetato de Leuprolida, administrados via subcutanea.
A decisdo pelas doses de 25mg/kg, 50mg/kg e 100mg/kg de talidomida, foi estabelecida
a partir de estudos prévios de Azimirad et al. (2014) e Bakacak et al. (2015). A dose Unica de
1 mg/kg, por via subcutanea de acetato de leuprolida foi baseada em estudos de Cavkaytar et
al. (2015) e Goktolga et al. (2015).

4.4 Eutanésia

Os animais de cada grupo foram anestesiados com associacédo de cloridrato de cloridrato
de ketamina (150mg/Kg) e cloridrato de xilazina (15mg/Kg). Apos perda dos reflexos motores
e constatacdo de perda do reflexo de retirada da pata por pingamento, 0s animais foram
posicionados em decubito dorsal, toda a area ventral abdominal foi epilada, seguido da
realizacdo de duas incisdes transversais: uma acima, margeando o rebordo costal, e outra
abaixo, margeando 0s 0ssos pélvicos; e uma terceira incisao longitudinal lateral esquerda,
unindo as incisdes transversais, expondo completamente a cavidade peritoneal.

Realizou-se entdo a descricdo da cavidade, identificacdo do local de implantacéo
endometrial e novas aferi¢cbes das dimensfes dos autotransplantes foram tomadas, desta vez
pos-tratamento, seguido de suas excisfes. As pecas retiradas (cornos uterinos, figado e rins)
foram limpas com soro fisiolégico a 0,9% e acondicionadas em recipientes devidamente
identificados e contendo paraformaldeido tamponado a 4%, para posteriores anélises
histopatoldgica e de imunohistoquimica. As carcacas dos animais foram encaminhadas a
incineragdo de acordo com o protocolo do Biotério Central da UFMA. Para o método utilizado

na pesquisa, criamos uma linha do tempo experimental, conforme demonstrado na Figura 6.
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Figura 6. Linha do tempo experimental da pesquisa
Fonte: Created in BioRender®, em 2022.

4.5 Afericdo dimensional

Ao 22° dia pds-operatorio de laparotomia (segunda cirurgia) para confirmacdo da
endometriose e 44° dia de finalizacdo do experimento (eutanasia), foi realizada a visualizacao
das lesOes e estabelecimento das areas de endometriose com aferi¢cdes dimensionais (largura e
comprimento) com uso do paquimetro. Os valores tomados foram aplicados na férmula para
calculo do volume [4m (comprimento/2) x (largura/2) x (altura/2/3] e de acordo com 0s
resultados, foram classificados conforme o Sistema de Classificacdo dos Implantes em Grau de
Crescimento de Quereda et al. (1996) (Quadro 1).

4.6 Processamento histolégico

Avaliacéo histoldgica das pecas anatdmicas (corno uterinos, figado e rins) foi realizada
no Laboratério de Histologia da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da
Universidade de Sdo Paulo (USP). Os 6rgéos de cada animal foram fixados em paraformaldeido
a 4% (tampao fosfato) por 24 horas e depois desidratado em concentracdes crescentes de alcool
(70, 80, 95 e 100%), diafanizado pelo xilol e impregnados pela parafina liquida em estufa,
regulada a temperatura de 60 °C, segundo a metodologia preconizada por Michalany (1998).
Em sequéncia, os blocos foram cortados em micrétomo do tipo Minot, ajustado para 4 pm com

distancia entre os cortes de 50um de acordo com o preconizado por (REGAN et al., 2005).
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Os cortes assim obtidos, foram colocados em laminas previamente untadas com
albumina de Mayer e mantidos em estufas a temperaturas de 37 °C, durante 24 horas, para
secagem em colagem. Trés laminas de cada animal foram entdo submetidas ao método de
coloracgéo pela hematoxilina e eosina (H.E), para marcacao de constituintes celulares, Tricomio
de Gomori para determinar a localizagéo e o grau de fibrose e Picrosirius Red para marcagéo
do tipo de colageno endometrial, ambas determinam Fatores de Crescimento de Fibroblastos
(FCFP). Finalizadas coloracdes, foi efetuada a montagem das ldaminas com laminula e Entellan
Merck®.

As laminas foram analisadas e todos os achados foram fotodocumentados utilizando
camera fotografica (AxioCam MRm®) acoplada ao microscopio (ZEISS® Imager.Z2). Para o
material corado pelo método do Picrosirius Red, utilizou-se microscopio de luz polarizada, para
posterior diagnostico e comprovacdo cientifica, por parte de uma médica veterinaria

patologista.

4.7 Processamento imuno-histoquimico

A avaliagdo imuno-histoquimica é uma técnica utilizada para identificar e localizar
proteinas especificas empregando anticorpos especificos. Esta foi realizada no Laboratoério de
Imunohistoquimica da FMVZ/USP. Os tecidos com implantes endometriéticos de cada animal
foram fixados em paraformaldeido a 4% (tampdo fosfato) por 24 horas e depois desidratado em
concentragOes crescentes de alcool (70, 80, 90 e 100%), diafanizado pelo xilol e impregnados
pela parafina liquida em estufa, regulada a temperatura de 60 °C, segundo a metodologia
preconizada por Michalany (1998). Em sequéncia, os blocos foram cortados em micr6tomo do
tipo Minot, ajustado para 4 um com distancia entre os cortes de 50um de acordo com o
preconizado por (REGAN et al., 2005). Trés laminas silanizadas de cada animal foram
submetidas a0 método da estreptavidina-biotina-peroxidase. Para estes experimentos, 0s cortes
parafinados em laminas silanizadas foram desparafinizadas em xilol (2x de 15 minutos em
estufa a 60° C) e reidratadas em uma série de etanol com concentracdes decrescentes (100, 95,
80 e 70%), &gua destilada e PBS (Phosphate Buffered Saline / Tampao fosfato-salino (5 minutos
cada).

A reativacdo antigénica foi feita com tampdo EDTA (tampéo Tris-Acetato-EDTA),
durante 20 minutos em microondas, em poténcia maxima. A atividade da peroxidade enddgena
foi bloqueada em solucéo de peroxido de hidrogénio diluido em metanol, durante 30 minutos,

no escuro e em temperatura ambiente, obedecendo as orientagc6es do fabricante.
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Depois de lavagens com PBS, as reacdes inespecificas foram bloqueadas com solugéo
de leite desnatado a 5%, diluido em agua destilada, durante 15 minutos em estufa a 36°C. Na
sequencia, as se¢des foram incubadas com o anticorpo monoclonal de camundongo anti-VEGF
SC-507 — Santa Cruz — Biotechnology — INC (dilui¢do 1:50, por 15 horas, em camera Umida, a
4° C), e posteriormente foram imersas em solucdo tampdo de lavagem por 5 minutos. Apos, foi
realizada a amplificagdo das reagdes com polimero envision flex (DAKO®) por 20 minutos e
procedeu-se a contracoloracdo com hematoxilina e montagem.

Foi realizada imersdo em &gua amoniacal, lavagem em &gua corrente, desidratacdo em
alcool absoluto e imersdo em xilol. Finalizadas as reacdes as reagfes imuno-histoquimicas, foi
efetuada a montagem das laminas com laminula e Entellan Merck®.

Como controle externo positivo para VEGF foi utilizado o tecido endometrial do grupo
Sham. Finalizando esta analise, todos os achados foram fotodocumentados utilizando camera
fotogréfica (AxioCam MRm®) acoplada ao microscopio (ZEISS® Imager.Z2), para posterior
diagnostico e comprovacdo cientifica, por parte de uma médica veterinaria patologista.

Para a interpretacdo da imunoexpressao do VEGF utilizou-se como critério: a presenca
ou ndo de vasos sanguineos com marcagdo da cor marrom-acastanhada nos endotélios
vasculares da regido endometrial, sendo que esta analise foi descritiva e subjetiva, categorizada
como expressao positiva (marcagao intensa a moderada do anticorpo no endotélio do vaso) e

expressao negativa (marcacao fraca a ausente do anticorpo no endotélio do vaso).

4.8 Analises histomorfométrica e histomorfoldgica

A analise das laminas foi realizada no Laboratério Imunofluorescéncia e Microscopia
Eletronica do Hospital Universitario da UFMA (LIME/HUUFMA) por uma médica patologista.
Histomorfométricas:

- Para as laminas da imuno-histoquimica (endométrio), foram analisados os
processos inflamatérios observados nas laminas e quantificados por area
periimplante endometrial, como: neocelularizagdo, proliferacdo vascular e
congestao (acimulo de sangue tecidual).

Histomorfologicas:

- Para laminas coradas com Tricomio de Gomori (endométrio), foram analisados
a localizag&o e o grau de fibrose pela intensidade da coloragdo azul nas imagens
captadas, onde o azul mais intenso determina o maior grau de fibrose no tecido

e 0 azul mais claro o menor grau de fibrose tecidual (MONTES; JUNQUEIRA,
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1998). A referéncia para o grau de intensidade considerado forte foi o tecido
endometrial do grupo A (Sham). Os demais graus de coloragdo foram
classificados em moderado, fraco ou ausente e a localizagdao foi caracterizada
como focal ou difusa. A analise desta coloragdo foi descritiva e subjetiva;

- Para as laminas coradas com Picrossirius Red (endométrio), foram analisados os
componentes do tecido conjuntivo, representado pelos tipos de colageno:
colageno tipo I mostra-se como fibras grossas, muito birrefringentes de cor
vermelho alaranjado, considerado um coldgeno maduro, colageno tipo III
aparece sob a forma de fibras finas, fracamente birrefringentes e de predominio
de cor amarela e pontos esverdeados, considerado um colageno em processo de
maturagdo (MONTES, 1996). A referéncia para o coldgeno tipo I ou mais
maduro foi o tecido endometrial do grupo A (Sham). A andlise desta coloragao
foi descritiva e subjetiva;

- Para laminas coradas em HE (figado e rim), foram feitas avaliagdes qualitativas
da presenca e tipo de fenomenos degenerativos, inflamagdes renais (no cortex e
calices renais, congestdo em glomérulos e tibulos uriniferos) e inflamagdes
hepéticas e toxicidade medicamentosa (espago porta e capsula; congestido
sinusoidal; hiperemia; presenga de granulomas nas regides intralobulares e nos

espacos porta). A analise desta coloragdo foi descritiva e subjetiva;

As imagens foram capturadas através de uma camera de alta resolucdo (AxioCamlICc
da Carl Zeiss) adaptada ao microscopio de luz (AxioLab, Carl Zeiss) com objetivas de 40X que
foram transmitidas ao computador com programa Windows 7 Ultimate, com auxilio do
software AxioVision Se 64 Rel 4.9.1(Carl Zeiss).

4.9 Analise estatistica

Os dados foram coletados a partir de uma ficha de avaliacdo, tabulados e comparados
entre os grupos estudados. Utilizou-se o teste Shapiro-Wilk para testar a normalidade das
varaveis quantitativas. A comparacdo das médias de diferentes grupos experimentais foi
realizada com a analise de variancia univariada (One-way ANOVA), seguida pelo teste de
Tukey de multiplas comparag6es. Na avaliagdo de duas fontes de variabilidade, foi utilizado
andlise de variancia bivariada (Two-way ANOVA).
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Os dados obtidos foram analisados através do software GraphPad Prisma®, versio 7.0
(GraphPad Software, San Diego, Inc., CA, USA) e o0s resultados que apresentaram
probabilidade de ocorréncia da hipotese de nulidade menor que 5% (p<0.05) foram

consideradas estatisticamente significantes.
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5 RESULTADOS

Observou-se uma reducéo estatisticamente significante dos volumes dos implantes nos
grupos tratados com talidomida: grupo D: 151,94 mm?® (pvalor 0,014); grupo E: 188,23 mm?
(pvalor 0,017) e leuprolida: grupo F: 117,71 mm3(pvalor 0,047), conforme mostrado na tabela
1.

Tabela 1. Volume dos implantes endometrioticos de ratas (Wistar), induzidas cirurgicamente e
submetidas a diferentes terapéuticas medicamentosas por 21 dias.

Grupos/Tratamento Vplyme il \(o!ume Final
Média mm® + dp Média mm3 + dp p valor*
B Controle (-) 113,35 +36,76 121,21 19,25 0,600
C Talidomida 25mg/kg/VO 99,56+76,61 50,35 £ 68,01 0,078
D Talidomida 50mg/kg/VO 157,73+102,20 5,79 + 6,66 0,014
E Talidomida 100mg/kg/VVO 193,45 £129,22 5,22 + 5,59 0,017
F Leuprolida 1mg/kg/SC 122,03 + 29,82 4,32 4,30 0,001

Nota: B: Grupo Controle negativo; C: Grupo 25 mg/kg de Talidomida; D: Grupo 50 mg/kg de Talidomida; E:
Grupo 100 mg/kg de Talidomida; F: Grupo 1 mg/kg Acetato de Leuprolida.
*Teste t pareado, para comparagOes intragrupos avaliando a média do volume inicial e final das lesGes.

Na analise por imunohistoquimica, notamos nas Figuras 7 e 8 que nas ratas dos grupos
B (controle negativo), C (25 mg/kg Talidomida) e D (50 mg/kg Talidomida), houve expresséo
positiva do VEGF, contudo é evidente a diminuicdo deste fator conforme o aumento das
dosagens de talidomida. Nos animais dos grupos E (100 mg/kg Tadilomida) e F (1mg/kg
Acetato de leuprolida) a expressdo do VEGF foi negativa, ndo sendo evidenciado este fator nas

estruturas endoteliais.
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Figura 7. Andlise histopatoldgica dos implantes endometridticos de ratas (Wistar), induzidas
cirurgicamente e submetidas a diferentes terapéuticas e presenca de fator de crescimento
vasogénico (VEGF). Aumento 10X. Anticorpo AntiVEGF.

Nota: A: Grupo Shan; B: Grupo Controle negativo; C: Grupo 25 mg/kg de Talidomida D: Grupo 50 mg/kg de
Talidomida; E*: Grupo 100 mg/kg de Talidomida; F*: Grupo 1 mg/kg Acetato de Leuprolida.

Legenda: A: Endométrio integro, auséncia de alteracBes inflamatdrias e fibréticas, estroma ricamente
vascularizado, presenga de glandula e células deciduais. B: Endométrio com tecido epitelial estratificado e
pavimentoso simples, estroma com implante endometrial, vascularizado e expressdo positiva (marcacéo de cor
marrom - anticorpo antiVEGF) e marcaces inespecificas. C: Endométrio com processo inflamatério, area de
congestdo (hemacias), vacuolizagao, expressdo positiva em vasos (marcacao de cor marrom - anticorpo antiVEGF)
e marcac0es inespecificas. D: Endométrio com epitélio moderadamente preservado, vascularizado com expressao
positiva (marcacédo de cor marrom - anticorpo antiVEGF) e marcagdes inespecificas no endométrio e miométrio.
E: Endométrio com epitélio pobremente preservado e roto, com implante endometrial, processo inflamatério e
dimimuicdo da vascularizacdo e expressdo negativa (pouca/auséncia marcacdo de cor marrom - anticorpo
antiVEGF) e marcagdes inespecificas com vacuoliza¢do e congestdo no endométrio. F: Endométrio com vérias
glandulas, tipo cisto Naboth (conteddo mucoso), presenca de células deciduais com infiltrado inflamatério.
Marcacdo negativa (ausencia de vasos com marcacdo de cor marrom (anticorpo antiVEGF) e marcacdes
inespecificas com vacuolizagdo e congestdo no endométrio.
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Figura 8. Andlise histopatoldgica dos impantes endometricticos de ratas (Wistar), induzidas
cirurgicamente e submetidas a diferentes terapéuticas e presenca de fator de crescimento

vasogénico (VEGF). Aumento 40X. Anticorpo AntiVEGF.

Nota: A: Grupo Shan; B: Grupo Controle negativo; C: Grupo 25 mg/kg de Talidomida D: Grupo 50 mg/kg de
Talidomida; E*: Grupo 100 mg/kg de Talidomida; F*: Grupo 1 mg/kg Acetato de Leuprolida.

Legenda: A: Endométrio com camada epitelial bem preservada, integro e estroma ricamente vascularizado,
presenca de glandula e células deciduais. B: Endométrio com tecido epitelial estratificado e pavimentoso simples,
na regido estromal presenga de implante endometriotico, vascularizado e expressao positiva (anticorpo antiVEGF)
e marcacdes inespecificas no endométrio. C: Endométrio com processo inflamatério, &rea de congestéo
(hemécias), vacuolizagdo, vasos com expressdo positiva (anticorpo antiVEGF) e marcacfes inespecificas. D:
Endométrio com epitélio moderadamente preservado, vascularizado com expressdo positiva (anticorpo antiVEGF)
e marcacgBes inespecificas. E: Endométrio com epitélio pobremente preservado, com implante endometrial,
processo inflamatdrio e dimimuigdo de vasos sanguineos e expressao negativa (anticorpo antiVEGF), marcagGes
inespecificas com vacuolizacdo e congestdo no endométrio (presenca de hemécias). F: Endométrio com glandula
semelhante a cisto Naboth* (contetido mucoso), presenca de células deciduais, com infiltrado inflamatdrio intenso
e presenca de histidcitos multinucleados. Expressdo negativa (anticorpo antiVEGF) e marcagdes inespecificas com
vacuolizagdo e congestdo no endométrio.
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A Figura 9 mostra numa analise representativa da tendéncia do que se observa nas
laminas histologicas na presenca do anticorpo antiVEGF. Os principais achados histolégicos
foram a neocelularizagéo, proliferagdo vascular e presenca de congestdo. A neocelularizacao
foi menor nos grupos D (50 mg/kg Talidomida) e E (100 mg/kg Talidomida). A proliferacéo
vascular que € caracterizada pelo processo de angiogénese foi mais bem evidenciada nos grupos
B (controle negativo), C (25 mg/kg Talidomida) e D (50 mg/kg Talidomida). A congestdo que
é 0 acumulo de sangue tecidual, foi presente principalmente nos grupos B (controle negativo)
e C (25 mg/kg Talidomida) e ausente no grupo F (1 mg/kg de Acetato de leuprolida).

Vale ressaltar que para cada achado histolégico, notamos uma tendéncia descrescente
nos grupos tratados com talidomida, a proporcdo que aumentamos a dose do medicamento. E
no grupo tratado com leuprolida esses achados variaram, mesmo assim, resultaram em

diminuigéo da expressdo do VEGF.
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Figura 9. Principais achados na analise histopatoldgica dos implantes endometrioticos das ratas
(Winstar), induzidas cirurgicamente e submetidas a diferentes terapéuticas e presenca de fator

de crescimento vasogénico (VEGF).
Nota: GA: Grupo Shan; GB: Grupo Controle negativo; GC: Grupo 25 mg/kg de Talidomida; GD: Grupo 50
mg/kg de Talidomida; GE: Grupo 100 mg/kg de Talidomida; GF: Grupo 1 mg/kg Acetato de Leuprolida

A Figura 10 mostra que em todos os grupos de animais tratados houve presenca de fibras
colagenas identificadas (coloragdo azul) e difusas, contudo, nos grupos D (50 mg/kg
Talidomida) e E (100mg/kg Talidomida), é evidente a perda do padrao epitelial, com coloracéo
moderada e fraca no espagco endometrial. No grupo B (controle negativo) e grupo C (25mg/kg
Talidomida) as fibras de colagenas apresentam cor mais intensa, principalmente na regido
muscular (miométrio). No grupo F (1 mg/kg Acetato de leuprolida) essa coloracdo azulada é
moderada e difusa em todo endométrio e bem intensa e focal na regido de perivacuolizagdo
(bolsas de coloragdo amarelada) localizadas na regido endometrial, sugestivo de acgéo

medicamentosa (deposi¢do de estrogénio).
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Figura 10. Anélise histopatologica dos implantes endometrioticos de ratas (Wistar), induzidas
cirurgicamente e submetidas a diferentes terapéuticas e presenca de fibrose. Aumento 10X.

Coloragéo Tricémio de Gémori.

Nota: A: Grupo Shan; B: Grupo Controle negativo; C: Grupo 25 mg/kg de Talidomida D: Grupo 50 mg/kg de
Talidomida; E*: Grupo 100 mg/kg de Talidomida; F*: Grupo 1 mg/kg Acetato de Leuprolida.

Legenda: A: Endométrio com camada epitelial bem preservada, sem alteracdes patologicas, auséncia de alteragdes
inflamatorias, estroma ricamente vascularizado, com marcacédo azul intensa nas fibras colagenas de endométrio e
miométrio. B: Endométrio com tecido epitelial estratificado e pavimentoso simples, na regido estromal presenca
de implantes endometriéticos, vascularizado e marcagéo intensa (cor azul de fibras colagenas peri-implantes no
endométrio e miométrio). C: Endométrio com processo inflamatério devido implante, area de congestdo
(hemécias), vacuolizagdo com marcacao intensa (azul claro de fibras coladgenas na regido estromal, marcacao lilas
nos vasos congestos (HE) e marcacdo azul escuro no miométrio). D: Endométrio com epitélio moderadamente
preservado, com marcacdo moderada a fraca (cor azul claro de fibras coldgenas), as hemacias dos vasos congestos
com marcacgdo de cor rosada (HE) e outras marcacGes inespecificas. E: Endométrio com epitélio pobremente
preservado, com marcacao fraca (cor azul claro de fibras coldgenas), com processo inflamatério (granulomas) e
dimimuigdo de vasos sanguineos e marcacGes inespecificas de cor azul e lilas no miométrio. F: Endométrio com
marcacdo intensa (cor azul escuro de fibras coldgenas nas regides peri-cisticas), (glandula semelhante a cisto
Naboth*), com contedo mucoso, e marcagdo fraca (azul na regido estromal com presenga de células deciduais),
com infiltrado inflamatério intenso. Poucos vasos congestos com marcacdo de cor rosa (HE).
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Nas Figuras 11 e 12, notam-se que nos grupos de animais tratados foi evidenciado uma
variacdo na densidade de colageno | (corados em vermelho-alaranjado) e com distribuicdo
reticular e difusa pelo endométrio e areas de miométrio. Nos grupos A (Sham), B (controle
negativo), C (25 mg/kg Talidomida), D (50 mg/kg Talidomida) e F (1mg/kg Acetato de leuprolida)
evidenciamos uma intensa deposicdo de coldgeno | (coloragcdo vermelho-alaranjado),
demonstrando um colageno mais maduro e processo de fibrose intensa. J& no grupo F (100 mg/kg
Talidomida) nota-se uma deposic¢éo de colageno 111 menos denso (coloracdo amarelada), tipico de

colageno em processo de maturacéo.
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Figura 11. Analise histopatoldgica dos implantes endometriéticos de ratas (Wistar), induzidas
cirurgicamente e submetidas a diferentes terapéuticas e presenca de coldgeno. Aumento 10X.
Coloracéo Picrosirius, em luz polarizada e ndo polarizada.

Nota: A: Grupo Shan; B: Grupo Controle negativo; C: Grupo 25 mg/kg de Talidomida.

Legenda: A: Endométrio com distribuicdo de coldgeno tipo | (vermelho). B: Endométrio e miométrio com
distribuicdo de colageno tipo | (vermelho-alaranjado). C: Endométrio com distribui¢do predominante de colageno
tipo | (vermelho-alaranjado) e escassos pontos com colageno tipo Il (amarelo).
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Figura 12. Analise histopatol&’)gica
cirurgicamente e submetidas a diferentes terapéuticas e presenca de colageno. Aumento 10X.

Coloracéo Picrosirius, em luz polarizada e ndo polarizada.

Nota: D: Grupo 50 mg/kg de Talidomida; E: Grupo 100 mg/kg de Talidomida; F: Grupo 1 mg/kg Acetato de
Leuprolida.

Legenda: D: Endométrio com distribuicdo predominante de colageno tipo | (vermelho-alaranjado) e focos de
colageno tipo Il (amarelo). E: Endométrio com distribuicdo predominante de colageno tipo I11 (amarelo e verde).
F: Endométrio com distribui¢do predominante de colageno tipo | (vermelho-alaranjado) e focos de colageno tipo
Il (amarelo).

Na Figura 13, observou-se que o grupo C (25 mg/kg Talidomida) manteve os padrdes de
normalidade com a manutencdo de capsula hepatica, hepatécitos organizados em corddes e
congestdo em espaco porta (situagdo causada possivelmente pelo método de eutanasia), denotando
baixa toxicidade. E nos grupos D (50 mg/kg Talidomida), E (100 mg/kg Talidomida) e F (1mg/kg

Acetato de leuprolida) evidenciou-se alteragbes no parénquima hepatico, com maior
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desorganizagdo morfoldgica, com degeneracdo hidropica/balonizante/vacuolar, mudanca de tom de
coloragdo de hepatdcitos, hepatocitos em formato de colmeia e com aumento da matriz extracelular,
essas alteracdes que sdo tipicas de toxicidade, em estagios avangados, provoca compressao dos

capilares sinusoides deixando-os pouco visiveis e dificultando a circulacdo sanguinea.
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induzidas cirurgicamente e submetidas a diferentes terapéuticas e processo de toxicidade pelas

terapias medicamentosas. Aumento 10X. Coloracéo HE.

Nota: A: Grupo Shan; B: Grupo Controle negativo; C: Grupo 25 mg/kg de Talidomida D: Grupo 50 mg/kg de
Talidomida; E: Grupo 100 mg/kg de Talidomida; F: Grupo 1 mg/kg Acetato de Leuprolida.

Legenda: A: Figado em padrdo de normalidade, espago porta sem congestdo, hepatdcitos organizados em corddes
e marcacOes inespecificas. B: Figado com padrdo de normalidade, espaco porta sem congestdo, hepatdcitos
organizados em corddes. C: Figado com padrdo de normalidade, espaco porta com congestdo (hemacias),
hepatdcitos organizados em cord@es. D: Figado com degeneracdo hidropica, espaco porta congesto (hemécia),
com mudanca de tom na coloragdo (HE), hepat6cicos em formato de colmeia, com aumento da matriz extracelular
e ndo alinhados. E: Figado com degeneracgdo hidropica, espago porta menos congesto (hemacia), hepatdcicos em
formato de colmeia, com aumento da matriz extracelular e ndo alinhados. F: Figado com degeneracdo hidrépica,
espaco porta congesto (hemacia), hepatécicos organizados em cordéo.
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Nas Figuras 14 e 15 evidenciou-se que os grupos C (25mg/kg Talidomida), D (50 mg/kg
Talidomida), E (100 mg/kg Talidomida) e F (1mg/kg Acetato de leuprolida) mantiveram a estrutura
renal a nivel de cortex e medula renal, nos padrdes de normalidade, mantendo os corpusculos renais
com espacos uriniferos e tubulos renais integros, limpos e uniformes, denotando auséncia de

toxicidade no 6rgao.
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Figura 1
implantes endometridticos induzidas cirurgicamente e processo de toxicidade pelas terapias
medicamentosas. Aumentos de 10X (cortex) e 40X (glomérulo). Coloracéo HE.

Nota: A: Grupo Shan; B: Grupo Controle negativo; C: Grupo 25 mg/kg de Talidomida.

Legenda: A/B/C: Rim com capsula e cortex sem alteragdes, corplsculo renal com espacos uriniferos limpos e
tlbulos renais uniformes e com padrédo de normalidade.
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Figura 15. Andlise histopatoldgicas dos cortex renais e glomérulos de ratas (Wistar) com
implantes endometridticos induzidas cirurgicamente e processo de toxicidade pelas terapias
medicamentosas. Aumentos de 10X (cortex) e 40X (glomérulo). Coloracéo HE.

Nota: D: Grupo 50 mg/kg de Talidomida; E: Grupo 100 mg/kg de Talidomida; F: Grupo 1 mg/kg Acetato de
Leuprolida.

Legenda: D: Rim com capsula normal e cértex com discreto aumento do volume glomerular, corplsculo renal
com espacos uriniferos limpos e tlbulos renais uniformes com padrdo de normalidade. E /F: Rim com capsula e
cortex sem alterag@es, corpusculo renal com espagos uriniferos limpos e tibulos renais uniformes e com padrao
de normalidade.
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6 DISCUSSAO

Para melhor compreendermos a fisiopatologia da endometriose associado ao uso da
talidomida, o presente estudo reproduziu um modelo experimental que garantisse o
estabelecimento da doenca, permitindo o tratamento experimental e posterior avaliagéo de
marcadores vasogénicos, fibroblastos e toxicidade, utilizando o modelo experimental
desenvolvido por Nogueira Neto et al. (2011) e ja realizado por Antdnio et al. (2019). Além de
comprovarem a eficacia do modelo, os achados morfoldgicos da endometriose possibilitaram a
obtencdo de analise histomorfométricas e imuno-histoquimicas dos tecidos, que se assemelham
ao descrito na literatura para humanos.

Neste ponto € importante destacar o diferencial metodologico do presente estudo em
relacdo aos autores citados anteriormente, pois, 0 protocolo experimental previu o
autotransplante do endométrio, confirmacdo da endometriose por meio de segunda cirurgia,
além de uma nova proposta terapéutica, a base de talidomida, farmaco que esta em processo de
redescoberta, apos longo periodo de desuso. Outra vantagem gque merece destaque no protocolo
proposto é o tempo experimental que possibilitou um maior controle clinico e melhor analise
dos efeitos terapéuticos da medicacao.

Neste estudo, avaliamos a expressdo do VEGF e FCF3 em modelos experimentais de
ratas autotransplantadas com endométrio, onde os resultados evidenciam uma baixa ou auséncia
da expressdo do VEGF ¢ FCFpB a medida em que ha o aumento da dosagem da talidomida,
principalmente os grupos de animais tratados com 100 mg/kg de talidomida e 1mg/kg de acetato
de leuprolida. Destacamos ainda, que as ratas tratadas com talidomida acima de 50mg/kg
tiveram alteraces no parénquima hepatico, tipicas de toxicidade medicamentosa. Nos grupos
tratados com 25 mg/kg e 50 mg/kg de talidomida nota-se a expressdo positiva do anticorpo no

endotélio vascular.

A baixa ou auséncia de expressao do VEGF tem relacdo com a baixa densidade de vasos
e pode ter relagcdo com trés fatores: a reducdo da COX-2 que é responsavel pela producédo dos
mediadores da inflamacgdo de células endoteliais (GAZVANI; TEMPLETON, 2002) ou pela
reducdo dos receptores VEGFR-1 e VEGFR-2 expressados predominantemente no endotélio
vascular (DVORAK et al., 1995; FERRARA, 2004) ou até reducdo de secrecdo de citocinas e
interleucinas (IL-1p, IL-6, IL-8 e TNF-a), que sdo expressas nos tecidos das pacientes com
endometriose, e que também influenciam diretamente na expressao de receptores de estrogénio
(LIN et al., 2006; LEBOVIC et al., 2004).
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Outros autores como Azimirad et al. (2014), Bakacak et al. (2015), Lourenco et al.
(2019) e Young et al. (2015) com resultados semelhantes a este estudo, afirmaram que além da
baixa expressdo do VEGF produzido pelo uso de talidomida, h4 reducdo no volume dos
implantes, nas contagens de leucocitos, linfocitos e interleucina 6 (IL-6) presentes no fluido
peritoneal, confirmando o VEGF como um importante mediador angiogénico.

Esse efeito antivasogénico que a talidomida produz, foi relatado por D’ Amato et al.
(1994) quando conclui que, uso oral do fairmaco, inibe a angiogénese induzida por FCF em
modelos experimentais de tumor de cornea de coelhos, porém, naquela época, ndo estudou o
mecanismo de inibi¢cdo provocado pela talidomida. Anos mais tarde, Yagyu et al. (2005),
Azimirad, et al. (2014) e Bakacak, et al. (2015) confirmaram que estes mecanismos de a¢do
ocorrem devido a deplecéo de receptores VEGF (VEGFR-1 e VEGFR-2) que sdo expressos
predominantemente nas células endoteliais, pela supressdao de VEGF, do fator de crescimento
de fibroblasto bésico (Basic Fibroblast Growth Factor — bFGF) e das concentragcfes de
citocinas e interleucinas como IL-1p, IL-6, IL-8 e TNF-q.

Neste ponto, os resultados deste estudo, levam a confirmar que existe uma relagéo
positiva entre expressdo do VEGF e a endometriose pela via Anti-VEGF, contudo, a
interferéncia da talidomida nessa via pode explicar os resultados do estudo. Ainda, 0
comportamento do tecido da endometriose € muito semelhante ao observado no crescimento
tumoral devido as condicOes das estruturas teciduais, semelhante ao que foi relatado por
Folkman (1971), que afirma o crescimento das neoplasias solidas € sempre acompanhado do
processo de neovascularizacdo e dependem de fatores como: local de crescimento tumoral
e acdo de celulas endoteliais. O pesquisador afirmou ainda que, este mecanismo pelo qual
0s implantes tumorais estimulam a neovascularizacdo deve ser compreendido antes de
iniciar a terapia baseada na interferéncia da angiogénese, assim como realizamos neste
estudo.

Bulun et al. (2010), confirmam em sua pesquisa, que a capacidade angiogénica e de
neovascularizacdo ocorrem durante o desenvolvimento da endometriose, associadas das
alteragdes imunoldgicas na fisiologia da doenca, ja que perceberam aumento da expressdo do
VEGF ¢ FCF, contribuindo para a formacao de aderéncias, fibroses e producao de COX-2 que
é elevada em células estromiais e no fluido peritoneal de mulheres com endometriose. Fato este
constatado também por Belfort-Mattos et al. (2010) e Stepan et al., (2012) quando observaram
que a imunoexpressdo do VEGF e a densidade de vasos aumentam de forma progressiva no

processo de carcinogénese escamosa do colo uterino em mulheres. E salientam ainda que, o
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VEGF tem potencial clinico como um preditor para a identificacdo de pacientes com cancer
cervical uterino inicial e com alto risco de recidiva e piora do diagnostico.

No que tange especificamente ao grupo tratado com a acetato de leuprolida que é um
andlogo do hormonio inibidor de gonadotrofina (GnRH), ressalta-se que a acdo do
medicamento pode ter provocado uma diminuicéo da expressao do VEGF, devido o mecanismo
do medicamento que é capaz de inibir a ovulacdo, reduzindo os niveis séricos de estradiol e
suprimindo o fluxo sanguineo uterino, promovendo a suspensdo do processo inflamatorio da
endometriose e consequentemente ndo havendo acdo macrofagica e linfocitaria (interleucinas e
citocinas), onde que ndo foram ativados por ndo haver inflamacao e tampouco descamacao do
endométrio (VERCELLINI et al., 2014).

Esta é a razdo pelo qual os inibidores de GnRH sdo medicamentos de primeira escolha
para tratar da endometriose, justamente por promoverem uma ac¢do central no hipotalamo e
hipofise, inibindo a secre¢cdo de GnRH e consequentemente suprimindo os hormonios
luteinizante (Luteinizing Hormone — LH) e foliculo estimulante (follicle-stimulating hormone
—FSH), promovendo a remissdo da dor pélvica. Essa classe de farmaco é eficaz apenas no inicio
das manifestacdes clinicas e ndo pode ser administrada a longo prazo por promoverem efeitos
adversos como os decorrentes do estado de hipoestrogenismo induzido, perda de massa 6ssea
e comprometimento cognitivo (OLIVE, 2008; ZONDERVAN et al., 2020). Todavia, 0
tratamento com a talidomida ndo implica diretamente nesse blogueio de fungdo ovariana e suas
consequéncias clinicas, o que configura certa vantagem terapéutica frente a leuprolida, apesar
de exigir métodos contraceptivos em mulheres com idade fértil, devido seu alto potencial
teratogénico (NASCIMENTO et al., 2015).

Como a endometriose apresenta proliferacdo celular e neovascularizagdo outro
importante estimulador da angiogénese ¢é o fator de crescimento de fibroblasto (FGF), outra
molécula que motivou a realizar esta analise no presente estudo. A familia do FGF é composta
por nove membros, sendo que o FGF-1, ou FGF &cido (Acidic Fibroblast Growth Factor —
aFGF), e 0 FGF-2, ou FGF basico (bFGF) sdo os de maior destaque. Eles interagem com
receptores tirosina quinases na membrana plasmatica (Fibroblast Growth Factor Receptors —
FGFRs) resultando transduc@es de sinais em varias células. Esse mecanismo é complexo, sendo
que para ativa-lo é necessaria uma interagdo com proteoglicanos de heparan sulfato, onde o
bFGF induz o aumento da proliferacéo, migracéo e diferenciacdo de células endoteliais, células
da musculatura lisa e fibroblastos que expressam FGFRs (HYDER; STANCEL, 1999). Foi
demonstrado também, que ha um sinergismo entre FGF e VEGF, sendo que o FGF estimula a
sintese de VEGF em linhagens de células tumorais (GOTO et al., 1993).
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Neste estudo, a expressao do FGF3 demonstrada pela presenca de colagenos (tipo I e
I11) e fibrose nas camadas uterinas, por meio das colora¢do Tricomio de Gomori e Picrossirius
Red, foi observada em todos grupos experimentais, porém, a intensidade de cor da expressao
deste fator de crescimento, diminuiu conforme o aumento da dosagem de talidomida, resultado
de perdas das estruturas de colageno e fibrose nos implantes estudados. Du Gang-Ju et al.
(2005) e Kastritis e Dimopoloulos (2007) apresentaram resultados semelhantes ao nosso estudo,
dessa forma, assim como a talidomida atua inibindo da producéo do VEGF, o mesmo faz com
FGFB. Pois, uma vez que o VEGF e o FGFp sdo essenciais no processo de angiogénese, a
talidomida tem a capacidade de inibir a formacdo de novos vasos sanguineos, alterando o
microambiente inflamatorio e ainda existem evidéncias de que este farmaco tem capacidade de
bloqueio do fator de crescimento epidermal (EGF), que também esta associado a proliferacdo e
diferenciacdo de varios tecidos (D’AMATO et al., 1994).

Ainda, avaliou-se as possiveis alteragdes estruturais causadas pela talidomida, nos
tecidos renais e hepéticas dos animais experimentados e ndo observamos alteracdes nas
estruturas renais. Contudo, nas estruturas hepaticas, especificamente nos grupos tratados com
50 e 100mg/kg de talidomida e 1mg/kg de leuprolida, observou-se alteracGes indicativas de
toxicidade como: degeneracdo hidropica (caracterizada pelo acimulo citoplasmatico de dgua e
eletrolitos, deixando as células com citoplasma claro a coloragdo histolégica, com aspecto
granuloso e alteracdo da proporcdo citoplasma/nicleo), mudanca nas estruturas dos hepatocitos
(formato de colmeia) e aumento da matriz extracelular, caracteristicas tipicas de lesdes
hepéticas induzidas por farmacos, virus e doencas autoimunes, como referido por Ito et al.
(2011), Vargesson (2013) e Yang et al. (2015).

Atualmente a talidomida é prescrita de forma controlada, por apresentar varios
mecanismos terapéuticos como propriedade anti-inflamatorias, imunomoduladoras,
antivasogénica e antitumoral, contudo, alguns efeitos indesejados do medicamento precisam
ser melhor estudados. Takumi e Hiroshi (2020) referem que este farmaco além de ser capaz de
bloquear a angiogénese, inibir atividade de bFGF, para ele ser metabolizado, é degrada pelo
citocromo P450 (CYP450) no figado, e o uso de forma ndo controlada pode induzir a
bilirrubinemia, hepatite medicamentosa e insuficiéncia hepatica.

Para Brasil (2014), a talidomida por ser um medicamento de uso controlado e restrito
para humanos, esta associada a poucos relatos de intoxicacdes, porém, os efeitos teratogénicos
sdo relatos classicos, aléem de efeito adverso com destaque para a neuropatia periférica,
sonoléncia sedacao, entre outros. Therapontos et al. (2009) e MC Farlane et al. (2017) relatam

que a talidomida deve ser prescrita pelo medico de forma controlada e segura, atendendo as
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recomendacdes dos 6rgdos de vigilancia, mesmo que o paciente ja faga uso para tratar varias
doencas, principalmente crénicas como artrite reumatoide, lipus eritematoso sistémicos (LES),
mieloma multiplo recidivo, até cancer de prostata avancado ou tumores cerebrais. Estes
pacientes constantemente sdo avaliados clinicamente para evitar quaisquer iatrogenias causada
pelo farmaco.

Também se verificou aspectos histomorfométricos dos tecidos com os implantes
endometriais quanto as alteracbes volumétricas e identificou-se que o tratamento com
talidomida inibiu o volume dos implantes endometri6ticos, sendo mais expressivo nos grupos
de animais tratados com 50 e 100 mg/kg de talidomida e 1 mg/kg de acetato de leuprolida,
qguando comparados aos demais grupos, resultado semelhantes a estudos de Nogueira Neto et
al. (2011) utilizando composto Uncaria tomentosa (unha de gato) e Liu et al, (2013) utilizando
o farmaco pioglitazona, contudo em nenhum experimento foi relatado a extin¢do dos focos
endometridticos implantados.

Sikora et al. (2017) refere que a endometriose resulta em alteraces morfologicas
teciduais e o processo inflamatdrio que desencadeia a progressao da endometriose, alterando o
volume, induzindo a dor e a infertilidade, causando a modulagdo ascendente de diferentes
fatores inflamatdrios como as interleucinas (IL-1B, IL-6 e IL-8), fator de necrose tumoral a
(TNFa), metaloproteinases, prostaglandinas, quimiocinas, expressdo aumentada de
ciclooxigenase 2 (COX-2), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), proteina
quimiotatica de monacitos tipo 1 (MCP-1). O uso da talidomida é capaz de reduzir o processo
inflamatério devido as propriedades antivasogénicas e imunomoduladoras da talidomida
(LEBOVIC et al., 2004) e o acetato de leuprolida por ser hormonio inibidor de GnRH, sua acdo
é central e promove a suspensao do processo inflamatorio da endometriose e consequentemente
ndo ha acdo macrofagica e linfocitaria (interleucinas e citocinas), por ndo haver inflamacéo e
tampouco descamacao do endométrio (VERCELLINI et al., 2014).

Como pontos a serem melhorados em nossa pesquisa, elencamos uma maior variagdo
nas doses ou dosagens da talidomida, para que se tenha um melhor controle do(s) efeito(s)
terapéutico(s) e acdo mais eficaz para evitar possiveis alteracGes nas estruturas hepaticas e
processos de cicatrizacdo. Outros limites metodoldgicos da pesquisa tém relacdo com o tempo
Unico de tratamento até eutanasia dos animais, pois foi um fator que talvez pudesse ter um
melhor desfecho quanto as reagdes adversas causadas pela talidomida. Um melhor controle e
padronizacdo das laminas, a necessidade de escalas para avaliagdo de dados subjetivos na
histologia para uma melhor avaliacdo e desfecho nos diagndsticos. Todavia, iSso ndo

desqualifica os nossos resultados e vislumbra-se potencial uso da talidomida para o tratamento
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desta condigdo, considerando as recomendacgdes e critérios dos servigos de vigilancia e

seguranca técnica no uso do medicamento.
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7 CONCLUSAO

A partir dos resultados do presente estudo, pode-se concluir que:

a)

b)

d)

O modelo experimental utilizado garantiu o estabelecimento da doenca, permitiu o
tratamento experimental e andlises histoldgicas e de imuno-histoquimica;

A expressdo do anti-VEGF nos grupos de animais tratados com 25 e 50 mg/kg de
talidomida foi positiva no endotélio vascular e nos grupos tratados com 100 mg/kg
de talidomida e 1 mg/kg de acetato de leuprolida a expressdo foi negativa,
demonstrando que quanto maior a dosagem da talidomida maior é o efeito
antivasogénico nos tecidos;

A expressdo do FCFp (colageno tipo | e Il / fibroblastos) nos grupos de animais
tratados com 25 e 50 mg/kg de talidomida e 1 mg/kg de acetato de leuprolida
predominaram o colageno tipo I, fibrose intensa e difusa pelo tecido. Ja no grupo
tratado com 100 mg/kg de talidomida apresentou estruturas teciduais com perdas de
colageno e fibroblasto (colageno tipo 111 e fibrose moderada a fraca);

Os grupos de animais tratados com 50 e 100 mg/kg de talidomida tiveram alteracdes
no parénquima hepético, tipicas de toxicidade medicamentosa;

Na histomorfometria, a talidomida inibiu o volume dos implantes endometriéticos,
sendo mais expressivo nos grupos de animais tratados com 50 (pvalor 0,014) e 100
mg/kg de talidomida (pvalor 0,017) e 1 mg/kg de acetato de leuprolida (pvalor
0,047), contudo, nenhum dos medicamentos foi capaz de eliminar os focos de

endometriose.

Sendo assim, para este modelo experimental, a talidomida produziu efeito

antivasogénico e cicatrizante satisfatorio e pode ser eficaz no tratamento da endometriose.
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