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“S6 uma mulher que sofre com a
endometriose sabe o tamanho da dor que

sente.”

Caroline Salazar



RESUMO

Introdugao: A endometriose é uma doenga inflamatdria crénica caracterizada pelo
desenvolvimento e crescimento de estroma e glandulas do tecido endometrial fora da
cavidade uterina, podendo acometer qualquer 6rgéo. Quando localizada no abdome
de mulheres é associada a dor e a subfertilidade, e, em alguns casos, com substancial
reducao da qualidade de vida. O tratamento objetiva a redugdo da dor, possibilidade
da fertilidade e melhora da qualidade de vida, podendo ser clinico e/ou cirurgico, que
reduzem os focos da doenga e os sintomas inerentes aos 6rgaos acometidos, mas
sem cura definitiva. Novas estratégias de tratamento tém sido pesquisadas, como a
utilizagcao de extratos de plantas, dentre elas Zingiber officinale Roscoe (gengibre),
que possui acado anti-oxidante e efeito imunomodulador, reduzindo a producéo das
citocinas pré-inflamatérias, o volume dos focos ectépicos e atrofiando os implantes.
Objetivo: Analisar aspectos macroscopicos e microscopicos dos tecidos
endometridticos e avaliar o TNF-a € a IL-6 no lavado peritoneal de ratas com
endometriose induzida que receberam gengibre por via oral. Método: Ensaio clinico
randomizado com 20 ratas da linhagem Wistar (Rattus novergicus albinus). Foi
induzido endometriose e, ap6s 21 dias, foi realizada nova cirurgia para afericao do
volume do tecido ectopico. Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos:
o grupo controle (n=8) recebeu por gavagem solugao de cloreto de sédio a 0,9%, € o
grupo gengibre (n=8) por gavagem 500 mg/kg de extrato aquoso de Zingiber officinale
Roscoe, ambos por 14 dias. Apds esse periodo, os animais foram sacrificados e foi
coletado o liquido do lavado peritoneal, afericdo dos volumes das lesbes e excisao
dos focos endometridticos para analise histoldgica. Resultados: Os volumes médios
finais apds a intervengao foram maiores no grupo controle (120,93 mm?3 + 78,91) do
que no grupo gengibre (40,50 mm?3 + 19,57), com diferenca estatistica significante (p
=0,01). O foco da endometriose cresceu mais no grupo controle (75,81 mm?3 + 58,95)
do que no grupo gengibre (2,07 mm?3 + 18,87) (p = 0,004) ao comparar o tamanho das
lesdes no dia da eutanasia. Nao houve diferenca na dosagem de TNF-a no grupo
controle (59,26 pg/ml + 12,07) em relagao ao grupo gengibre (55,00 pg/ml £ 13,49) (p
= 0,51), assim como nao houve diferenga na dosagem de IL-6 no grupo controle
(183,43 £ 13,90) e no grupo gengibre (205,18 £ 34,81) (p = 0,12). O grau de atrofia
das lesdes foi maior no grupo gengibre (1 £ 0,92) do que no grupo controle (2,25 +
1,16) (p = 0,03). Conclusdes: O extrato de gengibre reduziu e atrofiou os volumes
dos focos de endometriose autotransplantados, embora nao tenha reduzido a IL-6 e
TNF-a no lavado peritoneal.

Palavras-chave: Endometriose. Modelos animais. Zingiber officinale Roscoe.
Fitoterapia.



ABSTRACT

Introduction: Endometriosis is a chronic inflammatory disease characterized by the
development and growth of stroma and glands of endometrial tissue outside the uterine
cavity, may affect any organ and when located in the abdomen of women is associated
with pain and subfertility and in some cases with substantial reduction in quality of life.
The treatment aims at reducing pain, the possibility of fertility and improving quality of
life, and may be clinical or / and surgical, which reduces the focuses of the disease
and symptoms, inherent to the affected organs, but without definitive cure. New
treatment strategies have been researched such as the use of plant extracts, among
them Zingiber officinale Roscoe (ginger), which have anti-oxidant action and
immunomodulatory effect, reducing the production of pro-infammatory cytokines, the
volume of ectopic foci and atrophying the implants. Objective: To analyze macroscopic
and microscopic aspects of endometriotic tissues and to evaluate TNF- and IL-6 in the
peritoneal lavage of rats with induced endometriosis that received ginger orally.
Method: Randomized clinical trial of 20 virgin Wistar rats (Rattus novergicus albinus).
Endometriosis was induced in the animals and after 21 days a new surgery was
performed to measure the volume of ectopic tissue and the animals were randomly
divided into two groups: the control group (n=8) received 0.9% sodium chloride solution
by gavage and the ginger group (n=8) received 500 mg/kg of Zingiber officinale Roscoe
extract by gavage, both for 14 days. After this period the animals were sacrificed and
the liquid from the peritoneal lavage was collected, the volumes of the lesions and the
excision of the endometriotic foci were measured for histological analysis. Results:
The final mean volumes after the intervention were higher in the control group (120.93
mm3 = 78.91) than in the ginger group (40.50 mm3 + 19.57), with significant statistical
difference (p = 0.01). The focus of endometriosis increased more in the control group
(75.81 mm3 + 58.95) than in the ginger group (2.07 mm3 = 18.87) (p = 0.004) when
comparing the size of the lesions on euthanasia day. There was no difference in the
TNF- dosage in the control group (59.26 pg/ml £ 12.07) in relation to the ginger group
(55.00 pg/ml £ 13.49) (p = 0.51), as well as no difference in the IL-6 dosage in the
control group (183.43 £ 13.90) in relation to the ginger group (205.18 + 34.81) (p =
0.12). The degree of atrophy of the lesions was higher in the ginger group (1 + 0.92)
than in the control group (2.25 £ 1.16) (p = 0.03). Conclusions: The ginger extract
reduced and atrophied the volumes of the autotransplanted endometriosis foci but did
not reduce IL-6 and TNF-a in the peritoneal lavage fluid.

Keywords: Endometriosis. Animal models. Zingiber officinale Roscoe. Phtytotherapy.
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1 INTRODUGAO

A endometriose € uma doenca inflamatoéria crénica, caracterizada pelo
desenvolvimento e crescimento de estroma e glandulas do tecido endometrial fora da
cavidade uterina (KENNEDY et al., 2005). Pode acometer qualquer 6rgao e, quando
localizada no abdome de mulheres, é associada a dor e a subfertilidade, e, em alguns

casos, com substancial redug¢ao da qualidade de vida.

A taxa de prevaléncia é desconhecida devido principalmente ao diagndstico
tardio. Estima-se a incidéncia de 5% a 15% das mulheres no periodo reprodutivo e
até 3% a 5% na fase pos-menopausa (VIGANO et al., 2004). Recentemente,
Eisenberg et al. (2018), analisando o banco de dados Maccabi Healthcare Services
(MHS) de Israel, encontraram uma prevaléncia de 10,8 por 1.000 mulheres com idade
média de 40 anos. A incidéncia foi maior na faixa etaria dos 44 anos, sendo 18,6 por
1.000 mulheres.

A patogénese tem sido explicada por diversas teorias que apontam para a
multicausalidade, associando fatores genéticos, anormalidades imunoldgicas e
disfuncado endometrial (OLIVE; PRITTS, 2001).

O diagndstico pode ser clinico, com base nos sintomas, no exame ginecoldgico
e na identificacdo dos fatores de risco, por imagem de ultrassom transvaginal e de
ressonancia nuclear magnética e cirurgica. A via laparoscopia com confirmagao
diagnostica através do estudo anatomopatolégico € considerada o padrao-ouro
(KENNEDY et al., 2005).

O tratamento objetiva a redugéo da dor, possibilidade da fertilidade e melhora
da qualidade de vida, podendo ser clinico, quando utiliza medicamentos para a
indugdo da pseudogravidez, pseudomenopausa ou anovulagao cronica, e cirurgico,
quando reduz os focos da doenga e os sintomas inerentes aos 6rgaos acometidos,
mas sem cura definitiva (OLIVE; PRITTS, 2001; OZKAN; MURK; ARICI, 2008).

Novas estratégias de tratamento tém sido pesquisadas, entre elas a utilizagao

de extratos de plantas e fragées, como Calligonum comosum (KIANI et al., 2019),



15

Glabra glycyrrhiza (NAMAVAR JAHROMI et al., 2019), Entada africana (MVONDO et
al., 2017), Euterpe oleracea (MACHADO et al., 2016), devido aos seus efeitos anti-

inflamatorios, imunomoduladores e anti-oxidantes.

Fitoterapia (do grego therapeia = tratamento e phyton = vegetal), o estudo das
plantas e suas aplicagdes na cura de doencas, vem crescendo notadamente desde o
comeco do século XXI. O Brasil destaca-se por sua flora abundante e pela pratica do
uso de plantas medicinais como parte da Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares no SUS (PNPIC), sendo uma referéncia mundial na area (“Praticas

Integrativas e Complementares (PICS): quais sédo e para que servem”, 2020).

A Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF) estabelece
diretrizes e linhas prioritarias para o desenvolvimento de ac¢des voltadas a garantir o
acesso seguro e uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos. Dentre as
diretrizes e linhas prioritarias estabelecidas estdo a ampliagdo das opcoes
terapéuticas aos usuarios, promog¢ao da pesquisa e desenvolvimento de tecnologias
e inovagdes em plantas medicinais e fitoterapicos, sustentabilidade da cadeia
produtiva e fortalecimento da industria farmacéutica nacional nesse campo, uso
racional da biodiversidade e reparticdo dos beneficios decorrentes do acesso aos

recursos genéticos de plantas medicinais (BRASIL, 2016a).

Entretanto, a Relagdo Nacional de Medicamentos Essenciais (RENAME) de
2020 do Ministério da Saude considera somente 12 fitoterapicos, numero
insignificante comparado aos medicamentos convencionais (BRASIL, 2019). Diante
desse dado, sdo necessarias mais pesquisas para a descoberta de novas opgoes
terapéuticas eficientes, acessiveis e de baixo custo para o tratamento da

endometriose.

O Gengibre (Zingiber officinale Roscoe) € uma planta de origem asiatica que
foi introduzida no Brasil pelos portugueses no século XVI, tornando-se extremamente
popular no pais. Suas propriedades terapéuticas sao conhecidas pela inibicao da
sintese das prostaglandinas e por possuir efeito similar aos anti-inflamatérios nao

hormonais no tratamento da artrite reumatoide (FUNK et al., 2016).
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A acédo dos componentes ativos do Zingiber sp foi demonstrada a partir da
sintese e secregao de citocinas nos locais de inflamag¢ao aguda e em algumas vias de
inflamacéao cronica (RASYIDAH et al., 2014). Além disso, possui agao antioxidante e
efeito imunomodulador, reduzindo a produgao das citocinas pro-inflamatérias (CAKIR
et al., 2018; MOSOVSKA; NOVAKOVA; KALINAK, 2015) .

Pesquisas utilizando o gengibre tém mostrado os efeitos anti-inflamatérios em
varias doencas. O Zingiber sp € uma planta culturalmente aceita, de facil plantio, baixo

custo e acessivel a populagéo.

Este estudo se propde a avaliar os efeitos do extrato aquoso Zingiber officinale
Roscoe na endometriose induzida em ratas Wistar. Os resultados poderao contribuir
para o melhor entendimento da agdo do gengibre sobre a endometriose, possibilitando
se tornar uma opcéao terapéutica para melhorar a qualidade de vida da populagao

portadora dessa patologia.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Endometriose

Em 1860, o pesquisador Karl Freiherr von Rokitansky estudou a presenga de
tecido uterino anormal fora do utero em autdpsias, sendo um dos primeiros a detectar
a endometriose. Somente a partir desse momento a doencga passou a ser descrita e
bem estudada, apesar dos registros sugestivos datarem ha mais de 2.500 anos
(CORREA, 2014).

A etiopatogenia ainda ¢é incerta. John Albertson Sampson, em 1927, propds a
causa da doenga em seu artigo sobre a teoria da menstruagao retrégada, em que
postula o implante de células endometriais provenientes do refluxo do sangue
menstrual das trompas para a cavidade abdominal (SAMPSON, 1927). Entretanto,
essa teoria possui limitagdes para explicar a origem de focos em sitios distantes e em

homens submetidos a terapia estrogénica.

Dessa forma, Gruenwald (1942) sugeriu a teoria da metaplasia celémica,
segundo a qual as células mesoteliais de qualquer 6rgédo poderiam sofrer
diferenciacao para células endometriais. Contudo, o processo pelo qual a metaplasia
ocorre permanece especulativo e os achados de endometriose na pleura, diafragma
e sistema nervoso central, que corroboram essa teoria, poderiam ser explicados pela

disseminagao metastatica por via hematica ou linfatica.

Desde os anos 1940, diversos estudos relataram multiplos parentes afetados
pela endometriose, sugerindo uma tendéncia genética. A partir da metanalise dos
estudos do genoma completo (GWA), foram descobertas regides comuns no
cromossomo 7 em 7p15.2 e no cromossomo 1 em 1p36.12 associadas ao
desenvolvimento da endometriose em populagbes japonesas e europeias. Outros
estudos encontraram associagbes com variantes nos genes WNT4, LINC00339,
CDC42, CDKN2B-AS1, GREB, FN1, NFE2L3 e HOXA10. Também foram identificados
variantes nos genes dos receptores hormonais estrogénio, progesterona, hormdnio

luteinizante, androgénio e horménio foliculo estimulante como fatores que contribuem
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para o risco do desenvolvimento da endometriose (BIANCO; CHRISTOFOLINI;
BARBOSA, 2020).

Em 1980, Weed & Arquembourg postularam que o sistema imune possuia um
papel fundamental no desenvolvimento da doenca. Os autores observaram o depdsito
de C3 e a presenga de IgG no endométrio tépico e propuseram que o endométrio
ectopico seria capaz de promover resposta autoimune, resultando em infertilidade
(WEED; ARQUEMBOURG, 1980).

Diversas alteracdes celulares e moleculares foram descritas tanto para os
implantes endometriais quanto para o peritbnio afetado. Os implantes ectdpicos sao
responsivos ao estrogénio e a progesterona, produzindo uma série de
imunomoduladores, mediadores inflamatérios e proteinas envolvidas no processo
oxidativo nos estagios finais do ciclo menstrual (WU; HSIAO; TSAI, 2015). As reagdes
de inflamagado pélvica em pacientes com endometriose estdo relacionadas as
manifestagdes imunoldgicas locais e sistémicas, através do acumulo de células
inflamatdrias e aumento da produgao de citocinas inflamatdrias, como interleucina 1,
TNF-a, interleucina 6 e interleucina 8. Essas citocinas estimulam as
metaloproteinases e a angiogénese (MALVEZZI; RIZZO, 2020). Nesse ambiente
ocorre a superproducédo das espécies oxidativas de oxigénio, as quais prejudicam a
funcao celular e alteram a expressao génica através da regulagado de fatores de
transcricdo sensiveis a redox, como o NF-kB. Este €& ativado em lesdes
endometridticas, o que estimula a sintese pro-inflamatéria de citocinas e gera um loop
de feedback positivo (CHO; KIM, 2018).

Os sintomas estdo relacionados aos oOrgaos acometidos. Quando a
endometriose esta localizada na regido abdominal pode ser assintomatica ou pode
incluir dor abdominal, dispareunia, disquezia e infertilidade. Como tal, a endometriose
ndo so tem um impacto significativo na vida de milhdes de mulheres e suas familias,
mas também estd associada a uma enorme sobrecarga socioecondémica
(SARIDOGAN et al., 2017; HIRSCH et al., 2018).

O tratamento deve ser individualizado, conforme as formas de apresentacao da
doenca: cistos ovarianos devem ser tratados, na maioria das vezes, cirurgicamente,

por via laparoscépica; e nos casos de cistos menores que 3 cm, oligossintomaticos, a
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conduta conservadora pode ser instituida. Nas formas peritoneais podem ser usados
anti-inflamatérios ndo hormonais, contraceptivos hormonais, progestagénicos ou
analogos do GnRH. Na endometriose superficial, o tratamento medicamentoso deve
ser a primeira escolha, e na profunda parece nao haver superioridade da cirurgia
sobre o tratamento clinico (SCHOR; SATO; KOPELMAN, 2014) .

Aterapia hormonal visa eliminar o estimulo estrogénico, diminuindo a produg¢ao
ou bloqueando seus efeitos. O objetivo é reduzir os focos endometriéticos e controlar
os sintomas, melhorando, consequentemente, a qualidade de vida. No quadro 1 estéao
demonstrados os tratamentos farmacoldgicos indicados pelo Ministério da Saude
(BRASIL, 2016Db).

A cirurgia depende da forma da doenga, quadro clinico, falha do tratamento
clinico, idade da paciente e desejo reprodutivo. Em 2008, o Comité de Normas e
Praticas da Sociedade Americana de Medicina Reprodutiva declarou que a
endometriose deve ser vista como uma doencga crbénica, com tratamento em longo
prazo, o qual exige uma estratégia para maximizar o tratamento medicamentoso em
detrimento do cirargico (PRACTICE COMMITTEE OF AMERICAN SOCIETY FOR
REPRODUCTIVE MEDICINE, 2008). Entretanto, o The American College of
Obstetricians and Gynecologists (AOCG) recomenda a terapia cirurgica conservadora
para diagndstico e tratamento, combinada com terapias médicas supressoras em

adolescentes, de modo a evitar a proliferacdo endometrial (ACOG..., 2018).

Quadro 1 - Medicamentos, mecanismo de agdo e reagbes adversas de drogas

usadas no tratamento hormonal da endometriose
(continua)

Medicamentos Mecanismo de acao Reacgéao adversas

Nauseas.

o L Alteragéo do fluxo menstrual.
) _ .| Mantém niveis constantes de estrogénio e
Anticoncepcionais o _ Aumento de peso.
. progesterona e inibem a secregéo
orais o Acne.
hipofisaria de LH e FSH. )
Aumento do risco de

tromboembolismo.
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Quadro 1 - Medicamentos, mecanismo de agdo e reagbes adversas de drogas
usadas no tratamento hormonal da endometriose

(conclusao)

Medicamentos Mecanismo de agao Reacgéao adversas
Alteracdes lipidicas.
Lesao hepatica.
) ) ) Diminui¢do do volume das
Inibe a liberagdo de GnRH e o pico de LH.
) . mamas.
Danazol Aumenta os niveis de androgénios e )
L . Caibras.
diminui os de estrogénios. )
Aumento do apetite.
Acne.
Edema.
L i o Redugéo da densidade mineral
Inibicdo de gonadotrofina hipofiséaria e ]
_ . ) ossea.
Progestagenos produgao de horménios ovarianos.
Aumento de peso.
Depresséo.
o Redugé&o da massa 6ssea.
Desensibilizagdo dos receptores de
Analogos do ) i . o Fogachos.
GnRH, impedindo a sintese hipofisaria de ) )
GnRH Bloqueio ovariano prolongado.
LH e FSH.
Craurose.
o Inibem a enzima p450 aromatase que no | Fogachos.
Inibidores da . .
epitélio endometrial transforma Sudorese noturna.
aromatase . L.
testosterona circulante em estrogénio. Craurose.

Fonte: Brasil (2016b).

O consenso de Cuidados da Mulher com Endometriose de 2013, da Sociedade

Europeia de Reproducdo Humana e Embriologia, ndo recomenda o uso de

suplementos nutricionais ou medicina alternativa no tratamento da endometriose

associada a dor por ndo estarem estabelecidos os potenciais beneficios e riscos.

Contudo, reconhece que algumas mulheres podem beneficiar-se com essas praticas
(DUNSELMAN et al., 2014).

Em 2016, uma revisao da Cochrane, ao avaliar o uso de suplementos dietéticos

utilizados para tratamento de dismenorreia, chegou a conclusao de que os estudos

foram de baixa qualidade e os resultados insatisfatérios. Entretanto, houve dados

favoraveis quanto ao gengibre, valeriana e outros (PATTANITUM et al., 2016).
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2.2 Endometriose em modelos animais

Devido as consideracdes éticas do estudo em humanos, os pesquisadores da
endometriose dependem do uso de modelos experimentais em animais para a analise
da fisiopatologia e tratamento da doenga. Os modelos mais usados sdo em macacos

e roedores (coelhos, ratos e camundongos).

2.2.1 Modelos experimentais em macacas

Ao contrario de outros modelos, somente macacas menstruam e desenvolvem
naturalmente endometriose similar a mulher. Porém, o desenvolvimento natural da
doenca nessa espécie pode durar varios anos, o que inviabiliza o uso desse método
em pesquisas (KING et al., 2016).

Em 1953, Scott, Te Linde e Wharton (1953) induziram endometriose em
macacas Rhesus, desviando o fluxo menstrual normal e clampeando o colo uterino.
Outros estudos inocularam fragmentos de tecido endometrial coletados a partir da
curetagem uterina, no peritbnio de macacas babuinas (D’HOOGHE et al., 1995) e
cinomolgos (SILLEM et al., 1996), obtendo éxito no crescimento do tecido endometrial

ectopico.

Entretanto, mesmo com o sucesso do modelo de endometriose peritoneal
induzida em macacas, com endocrinologia semelhante a humana, evolugao e tempo
uniforme, possibilidade de documentacdo das alteracbes e presenca de um ciclo
natural, ainda ha a necessidade de maiores investimentos, complexo manejo dos
animais e desafios éticos no uso de primatas, o que dificulta a sua implementacao nas

pesquisas.
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2.2.2 Modelos experimentais em coelhas

Os modelos experimentais em coelhas sao aplicados no estudo dos efeitos da
endometriose sobre a fertilidade. O endométrio é transplantado do corno do utero para
o peritdnio, causando alterag¢des no local, o que explica a redugao da fertilidade (KING
et al., 2016).

2.2.3 Modelos experimentais em ratas e camundongas

Pequenos roedores em modelos experimentais tém vantagens sobre outras
espécies devido ao tamanho reduzido, como necessidade de criadouros menores,
grandes ninhadas, gestagdes curtas, disponibilidade dos animais, anticorpos contra
proteinas murina e de ratos, conhecimento do genoma do camundongo, habilidade de
estabelecer lesdes endometridticas e baixo custo (AMARAL et al., 2009; BRUNER-
TRAN et al., 2018).

Todavia, esses modelos tém uma série de desvantagens: grande numero de
técnicas experimentais utilizadas, intervalo filogenético entre os ndo primatas e os
humanos, auséncia de ciclos menstruais e lesbdes diferentes das que ocorrem em
humanos. Tais lesdes consistem em cistos que contém fluido seroso claro, sem

evidéncia de neoangiogénese (AMARAL et al., 2009).

Apesar dessas diferengas, os modelos experimentais em ratas séo de grande
importancia para o estudo da doencga e o teste de novas modalidades terapéuticas
(AMARAL et al., 2009).

Os modelos mais usados atualmente sdao os de camundongas

imunocomprometidos, ratas imunocompetentes e as expostas a toxicos.
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2.2.3.1 Endometriose experimental em camundongas imunocomprometidas

Incluem camundongas atimicas, que tém uma mutagdo espontanea no gene
forkhead box N1 (FOXN1), resultando em um timo subdesenvolvido e baixa células T,
camundongas com imunodeficiéncia combinada severa (SCID), com disfungdo de
linfécitos T e B, causado pela mutagdo da Prkdc (enzima reparadora de DNA) no
cromossomo 16 e os Rag2y(c) com deficiéncia das células T, B e natural killer (NK),
nao apresentando resposta imune em longo prazo, ao contrario dos dois anteriores
(BRUNER-TRAN et al., 2018).

Esses animais sdo usados em modelo heter6logo em que fragmentos
endometriais de humanos sdo injetados por via intraperitonial ou subcutanea
(AMARAL et al., 2009). As camundongas atimicas e SCID sao especialmente uteis no
estudo das fases iniciais da doencga, enquanto o Rag2y(c) permite maior tempo de
observacdo e a enxertia de células imunitarias humanas (BRUNER-TRAN et al.,
2018).

2.2.3.2 Endometriose experimental em ratas imunocompetentes

A endometriose € uma doenga que depende do estimulo estrogénico para
desenvolver. Entretanto, o sistema imunoldgico apresenta uma fungao importante na
fisiopatologia, limitando as pesquisas com o uso de cobaias imunocomprometidas.
Assim, os modelos com ratas imunocompetentes € essencial para examinar a
influéncia do sistema imune no desenvolvimento e progressdo da patologia
(BRUNER-TRAN et al., 2018).

Nesses modelos chamados de homdlogos, o endométrio € obtido do utero do

préprio animal e suturado ou disperso na cavidade peritoneal (AMARAL et al., 2009).

O modelo cirurgico foi descrito pela primeira vez por Jones, que reproduziu a
doenga fixando fragmento do endométrio retirado do corno uterino direito a parede

lateral do abdome em ratas Sprague-Dawley (figura 1) (JONES, 1984).
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Em 1985, Vernon e Wilson induziram endometriose implantando 3 fragmentos
de endométrio retirados do corno uterino direito de ratas Sprague-Dawley no
mesentério e 1 fragmento no ligamento utero-ovario (VERNON; WILSON, 1985).
Variantes desse modelo incluem implantes na parede peritoneal, colén e musculo
grastrocnemius (SIMITSIDELLIS; GIBSON; SAUNDERS, 2018).

Figura 1 - Tecido retirado do corno lateral direito e implantado na parede lateral
esquerda do abdome de ratas.

4

Fonte: Fotografia da pesquisa realizada pelo autor, em 201.

Recentemente, grupos de estudo estdo usando modelos de ratas singénicas,
em que o utero de um animal é removido durante o ciclo estral, picado e injetado no
peritdnio em uma ou mais ratas receptoras, com resultados semelhantes aos modelos
de camundongas imunocomprometidas. Esse modelo apresenta vantagens sobre o
ciruargico, pois o desenvolvimento da endometriose € semelhante ao da menstruagao
retrégada em mulheres. Logo, tanto o doador quanto o receptor podem receber a
intervencdo ou manipulado antes da indug¢do da doenga, além da grande quantidade
de ratas transgénicas em que os genes especificos podem ser eliminados ou
sobrexpressos (BRUNER-TRAN et al., 2018).
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2.2.3.3 Modelos expostos a toxicos

O papel do meio ambiente no desenvolvimento da doenca € controverso e
continua a ser pesquisado. Como consequéncia da industrializagcdo, o homem esta
sendo exposto a uma ampla gama de agentes toxicos sintéticos, diversos produtos

quimicos que atuam como perturbadores do sistema enddcrino.

A Dioxina (tetraclorodibenzeno-p-dioxina 2,3,7,8-TCDD) é uma substancia
cancerigena, subproduto indesejavel da sintese de herbicidas, desinfetantes e outros,
proveniente da poluicdo gerada por industrias de inseticidas clorados, que foi
associada ao aumento do risco de desenvolver endometriose em primatas (RIER,
1993). A TCDD liga-se ao receptor de hidrocarboneto de arilo (AHR), um receptor
nuclear, alterando a fungéo uterina e promovendo processos inflamatorios ligados e
endometriose (POCAR et al., 2005; BRUNER-TRAN et al., 2008).

Portanto, os modelos em roedores expostos as substancias toxicas tém sido
utilizados para explorar o papel potencial desses compostos no desenvolvimento da

endometriose.

2.3 Zingiber officinale Roscoe (Gengibre)

Descrito pela primeira vez pelo botanico inglés William Roscoe, em 1807, é de
origem do sudoeste da Asia e do Arquipélago Malaio. E uma planta herbacea da
familia Zingiberaceae, podendo alcancar até 1,5 metros de altura de caule ereto. E
formado por muitas folhas disticas, sendo as basilares simples, com bainhas glabras
e estrias no sentido longitudinal; e as superiores amplexicaules na base e terminam
com um limbo, linear e lanceolado. As flores apresentam-se zigomorfas,
hermafroditas, com colaragdo amarelo-esverdeada. O fruto € uma capsula triloculada,
com sementes azuis e albumen carnoso (figura 2) (CORREA JUNIOR; MING;
SCHEFFER, 1994).
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Figura 2 - Zingiber officinale Roscoe

Fonte: Kdhler (2018)

O rizoma, resultante de antigos caules aéreos, apresenta corpo alongado,
pouco achatado, com ramos fragmentados irregularmente, de 3 a 16 cm de
comprimento, 3 a4 cm de largura e 2 cm de espessura. Sua coloragao vai do amarelo
couro ao marrom brilhante, estriado na longitudinal. Na sua parte inferior possui muitas
raizes adventicias, cilindricas, carnosas e de cor brancacentas. Microscopicamente
apresenta cortex isodiamétrico, com células parenquimatosas de parede fina,
contendo granulos de amido, e células de secregao de paredes suberizadas, contendo
oleoresinas de cor marrom amareladas e feixes acompanhados por fibras vasculares.
A endoderme, de cor marrom claro, apresenta células de paredes finas e radiais
suberizadas e o estelo com tecido parenquimatoso, numerosas células secretoras,
oleoresinas amareladas e espalhadas, feixes vasculares nao lignificados, reticulados,
escalariforme e vasos espirais (figura 3) (SERPE; BONATO, 2004).
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Figura 3 - Rizoma do Zingiber officinale Roscoe e estrutura interna

Fonte: Fotografia da pesquisa realizada pelo autor, em 2020

O cultivo exige solos bem drenados, arenosos, férteis e ricos em matéria
organica, além do clima tropical, quente e umido, com periodos bem definidos de calor
e umidade. No Brasil, os maiores produtores sao os estados de Sao Paulo, Parana,
Santa Catarina e Espirito Santo (DONALISIO; SOUZA; DUARTE, 1980; CORREA
JUNIOR; MING; SCHEFFER, 1994; DESDALES, 2013).

O rizoma de gengibre € amplamente comercializado em fungdo de seu
emprego na medicina popular (excitante, estomacal e carminativo), na alimentagao,
industrial, especialmente como matéria-prima para fabricagdo de bebidas, perfumes
e produtos de confeitaria, como paes, bolos, biscoitos e geleias (CORREA JUNIOR;
MING; SCHEFFER, 1994). Diversos estudos indicam que os compostos encontrados
no gengibre séo eficazes no alivio dos sintomas de doencas inflamatdrias crénicas,
como a colite ulcerosa e artrite reumatoide, considerando a sua ag¢ao anti-inflamatéria,
antitumoral, antioxidante, bactericida e antiviral (NAGENDRA CHARI et al., 2013;
HOSSEINZADEH et al., 2017; CAKIR et al., 2018).

Sao descritos mais de 115 componentes do gengibre fresco e seco. A
composi¢cdo quimica tem como principais constituintes os carboidratos e lipideos,

dentre eles acidos graxos livres (acido palmitico, acido oleico, acido linoleico), éleo
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resina (homédlogos de gingerol e zingerona), oleos volateis (zingibereno, felandreno e
canfeno). Os gingerois e os shagois, a sua forma desidratada, sdo os compostos de
maior interesse por seus efeitos benéficos a saude (NEWALL; ANDERSON;
PHILIPSON, 2002; SHAO et al., 2010; BENZIE; WACHTEL-GALOR, 2011).

Choi et al. (2013) demonstraram em modelos de inflamag&o induzida por
lipopolissacarideos que o tratamento com extrato seco de gengibre resulta em
diminuicao dos niveis plasmaticos de citocinas pré-inflamatérias INFy e IL-6 e também
uma diminuigdo na degradagao do composto IkB-a, resultado na menor liberagdo do
NF-xB. Houve também uma diminuigao na fosforilagcdo de MAP quinases, como p38
ERK1/2 e JNK, e conseguinte inibicdo da expressao do iNOS e COX-2.

Em alguns trabalhos foi observado que os componentes 6-gingerol e 6-shogal
apresentaram efeito similar na redugdao da expressdo da COX-2 por inibir a
translocacao da subunidade p65 do NF-«xB e a fosforilacdo do I«B, além da redugao
dos niveis de citocinas pro-inflamatérias, como a IL-1p e TNF-a (figura 4) (KIM et al.,
2005; HA et al., 2012).

Figura 4 - Representagdo da via NF-xB e agao do gingerol. Via normal de ativagao
da via NF-xB (setas cheias) e com a inibicdo da IKB quinase (IKK) pelo
gingerol (setas tracejadas), evitando a fosforilagdo do |kBa e a
translocacao da p65 (RelA) no nucleo celular

. Sinais
. Gingerol
Receptor IkBa
Gingerol
> »
IKK .
kBa / KK RelA P50
IkBa B
a
IR L N
RelA p50 P p p citoplasma
RelA p50
RelA 50
Nucleo celular
DNA nuclear

Fonte: Skastione (2013).
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Han et al. (2013) também constataram inibicdo de NO, PGE2 e IL-6 por efeito
do composto presente no rizoma do gengibre, 0 12-Dehydrogingerdione (12-DHGD),
sobre uma cultura de macrofagos ativados por LPS, além de inibir o aumento da
transcricdo do iINOS e COX-2.

Lee (2016) comparou o uso de 6leo essencial de gengibre, a-zingibereno, e
cisplatina em cultura de células cancerigenas do colo uterino (HelLa) e (SiHa),
cancerigenas de mama (MCF-7) e leucémicas (HL60) e descreveu maior atividade
citotoxica do 6leo essencial e maior capacidade de induzir apoptose do a-zingibereno

pela liberagédo do citocromo ¢ e aumento da atividade da caspase 3.

Cardoso et al. (2019), usando extratos aquosos (infuso e decocto) e
hidroalcodlico de Zingiber officinale Roscoe, constataram uma diminuigdo do indice
mitético em todas as composi¢cdes, mais potente no extrato hidroalcodlico e sem
anormalidades ou aberracdes celulares em teste de Allium cepa L. Os autores
concluiram que o gengibre possui agdo antiproliferativa e ndo apresenta potencial

genotoxico.

Os estudos mostraram efeitos do gengibre e seus componentes em vias
inflamatdrias ativadas na endometriose e na proliferacdo e apoptose celular,

justificando, assim, pesquisas para seu uso no tratamento da doenca.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar os efeitos do extrato aquoso Zingiber officinale Roscoe na endometriose

induzida em ratas Wistar.

3.2 Especificos

a) Analisar o efeito macroscoépico das lesdes;
b) Avaliar o aspecto histologico dos focos endometrioticos;

c) Quantificar as citocinas fator de necrose tumoral (TNF-a) e interleucina 6

(IL-6) no lavado peritoneal das ratas.
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Resumo

A endometriose € uma doenga ginecoldgica benigna, que causa dor e subfertilidade.
O objetivo deste estudo foi analisar aspectos macroscépicos e microscopicos e
quantificar as citocinas inflamatérias TNF-a e a IL 6 no lavado peritoneal de ratas com
endometriose induzida e que receberam gengibre por via oral, sendo que o grupo
controle por gavagem com solugao de cloreto de sddio a 0,9% e o grupo gengibre por
gavagem com 500 mg / kg de extrato fresco de Zingiber officinale. Ambos os grupos
receberam gavagem por 14 dias. Os volumes médios finais das lesées foram maiores
no grupo controle do que no grupo gengibre. Os focos de endometriose aumentaram
no grupo controle de 45,10 mm?3 para 120,92 mm?3 (p = 0,02) e no grupo gengibre foi
observado um pequeno aumento de 38,43 mm?3 para 40,50 mm?® (p = 0,83). O
crescimento foi maior no grupo controle do que no gengibre quanto ao tamanho das
lesdes apds o implante e pds-tratamento (p = 0,004). Nao foi encontrada diferenga no
TNF-a e IL-6 entre os grupos. O grau de atrofia da lesdo foi maior no grupo gengibre
(p = 0,03). O extrato de gengibre reduziu e atrofiou os volumes dos focos de
endometriose autotransplantados, mas nao reduziu a IL-6 e o TNF-a no liquido de

lavagem peritoneal.

Palavras-chave: Endometriosis, Animal Models, Zingiber officinale Roscoe,

Phtytotherapy.

Introducao

A endometriose € uma doenga ginecoldgica benigna, que acomete em torno de
10% das mulheres da populacdo em geral. E caracterizada por dor e subfertilidade,
associada em algumas pacientes com substancial redugao da qualidade de vida. Pode
ser assintomatica ou estar associada a dor abdominal, dispareunia, disquezia e
infertilidade. Como tal, a endometriose ndo sé tem um impacto significativo na vida de
milhdes de mulheres e suas familias, mas também esta associada a uma enorme

sobrecarga socioecondmica (1,2).

A etiologia é incerta. Varias teorias ja foram citadas, como a implantagao

peritoneal apos refluxo menstrual via tubas uterinas, metaplasia celémica, presenca
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de remanescentes dos ductos de Muller, além de alteragbes imunoldgicas,

disseminagao hematogénica e linfatica, e origem de células troncos (2,3).

Diversas alteracdes celulares e moleculares foram descritas tanto para os
implantes endometriais quanto para o peritbnio afetado. Os implantes ectdpicos sao
responsivos ao estrogénio e a progesterona, produzindo uma série de
imunomoduladores, mediadores inflamatérios e proteinas envolvidas no processo
oxidativo nos estagios finais do ciclo menstrual (4-6). As reagdes de inflamacao
pélvica em pacientes com endometriose estdo relacionadas as manifestagbes
imunolégicas locais e sistémicas através do acumulo de células inflamatérias e
aumento da producdo de citocinas inflamatérias, como interleucina 1, TNF-a,

interleucina 6 e interleucina 8 (7-8).

O tratamento da endometriose € clinico e/ou cirurgico, e objetiva a redugao da
dor, recuperagao da fertilidade e melhora da qualidade de vida. O tratamento cirurgico
reduz os focos da doencga e os sintomas, inerentes aos 6rgéos acometidos, mas sem
cura definitiva. O tratamento clinico utiliza medicamentos para a inducdo da
pseudogravidez, pseudomenopausa ou anovulagao cronica, que impedem a ovulagao
das pacientes com desejo de gravidez, justificando novas pesquisas (8-9). Afitoterapia
pode ser um método alternativo de tratamento da endometriose devido ao seu baixo
custo e alta eficacia. Existem varias plantas comumente usadas para esse fim em todo
o mundo (10-17).

As propriedades anti-inflamatérias do Zingiber officinale Roscoe sao
conhecidas pela inibicdo da sintese das prostaglandinas e por possuir efeito similar
aos anti-inflamatdrios ndo hormonais (18). A agdo dos componentes ativos do zingiber
sp foi demonstrada através da sintese e secrecdo de citocinas nos locais de
inflamagao aguda e em algumas vias de inflamacao crénica (19). Além disso, possui
acao antioxidante e efeito imunomodulador, reduzindo a producéo das citocinas pro-
inflamatérias (20,21). Porém, existe a necessidade de avaliagdo para o seu uso
seguro e efetivo no tratamento da endometriose, assim como ja foi realizado com

outros extratos.

Diante do exposto, este estudo tem por objetivo analisar os aspectos

macroscopicos e microscépicos, e quantificar o fator de necrose tumoral (TNF-a) e a
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interleucina 6 em lavado peritoneal em ratas Wistar com endometriose induzida, que

receberam Zingiber officinale Roscoe (Gengibre) por via oral.

Métodos

Ensaio clinico randomizado, realizado no periodo de setembro de 2018 a
janeiro de 2019, com 20 ratas da linhagem Wistar (Rattus novergicus albinus), adultas,
virgens, pesando entre 180 e 250 g, com 60 dias de vida, cedidas pelo Biotério da
Universidade Federal do Maranhdo (UFMA). A pesquisa foi desenvolvida no
Laboratério de Cirurgia Experimental do Hospital Universitario da UFMA. Foram
respeitadas a legislagcéo brasileira para o uso de animais de experimentagao (Lei
Federal de n° 6.638/1979) e as normas do Colégio Brasileiro de Experimentagao
Animal (COBEA), filiado ao International Council for Laboratory Animal Science. Este
estudo teve a aprovacdo pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFMA)
CIAEP 01. 0341. 2014.

Os animais foram mantidos por um periodo de adaptagdo de 30 dias no
Laboratdério de Cirurgia Experimental, em gaiolas de polipropileno, com tampa de
grade metélica, medindo 46 x 31 x 16 cm?, com fundo forrado com xilana, que era
trocada a cada 48 horas. Os animais foram observados durante 24 horas em
condigdes ambientais controladas em torno de 22° a 24°C, com ciclo claro/escuro,

alternado de 12 horas, recebendo ragéo padrao tipo Purina e agua ad libitum.

Antes da cirurgia, os animais foram pesados com balanga eletrénica (Marte®,
modelo A500, 110-220 v, industria brasileira) e anestesiados com a dose padrao da
combinagao ketamina 5% e xilazina 2% (1:1), de 0,2 ml para cada 100mg de peso,
por via intramuscular, com agulha hipodérmica de 13mm x 4,5 mm (Becton- Dickson®,
Parana, Brasil), na borda posterior da coxa direita, sendo considerados anestesiados

quando havia auséncia de reflexos corneanos e interdigitais.

Foi realizada depilagdo manual de uma area de 4 x 5 cm na regido abdomino-
caudal do animal, seguida de antissepsia com Polvidine Tépico® (polivinil-pirrolidona-
iodo) e colocagao de campo fenestrado. Os animais foram submetidos a incisdo
mediana de 3 cm com bisturi de lamina n° 15, atingindo a pele, o plano musculo-

aponeurético e o peritbnio, com visualizagdo dos 6rgaos intracavitarios e exposi¢cao
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do utero, anexos e mesentério. Seguiu-se a identificacdo, apreensao, ligadura e
seccao do terco médio do corno uterino esquerdo, com uso de 3 pontos simples de
fio de nylon 6-0 (Mononylon®, Ethicon, Sdo Paulo, Brasil) e hemostasia. Foi realizado
o fatiamento da peca retirada do utero em cortes longitudinais e transversais,
formando retalhos de 4 x 4 mm, em meio liquido de Ringer lactato®, sendo
transpassado ponto com fio de nylon 6-0 na regido central da superficie serosa do

retalho e mantido reparado.

Os retalhos foram autotransplantados na superficie peritoneal parietal do lado
direito no terco posterior da parede anterior abdominal das ratas, mantendo-se a
superficie serosa em contato com o mesentério e a superficie endometrial voltada
para a cavidade peritoneal. A fixacao foi realizada com ponto simples. A cavidade do
peritdnio foi coberta com gaze embebida em cloreto de sdédio a 0,9% durante o
procedimento.

A sintese da parede foi realizada em 2 planos de sutura continua (pele e plano
musculo-aponeurético), com fio de nylon 5-0. Os animais permaneceram no
laboratério por 21 dias. Ao final desse periodo, os animais foram reoperados para
serem feitos os inventarios da cavidade peritoneal com identificagdo do foco de
autotransplante e medida com paquimetro digital, seguido do calculo do volume
(4xm(comprimento/2) x(largura/2)x(altura/2)x 3). Foi usado o Sistema de Graduagéo
de Crescimento de Implantes de acordo com Quereda et al. (1996). Somente aqueles
qgue desenvolveram o grau de crescimento | a lll (Figura 1) permaneceram no estudo
(21).

As ratas que atingiram esse fator de inclusdo foram divididas em dois grupos,
cada um com 8 ratas, aleatoriamente distribuidas. O grupo controle recebeu gavagem
com solugéo de cloreto de sédio a 0,9%, na quantidade de 1ml/ 100g de peso animal,
e o0 grupo Zingiber recebeu gavagem com 500mg/kg ou 0,5mg/100g do extrato de
gengibre, de acordo com Ali et al. (2008) (Galena, Sao Paulo, Brasil) (22).

O extrato foi preparado pela reconstituicdo de amostras do rizoma de Zingiber
officinale Roscoe, cultivadas no Estado de Sao Paulo, secas por atomizagao, pesando
0,15g em vidro relogio e acrescentado aos poucos em uma proveta preenchida com
300 ml de solugéao aquosa, homogeneizando lentamente. O produto foi colocado em

repouso, em temperatura ambiente, em recipiente tampado por 2 horas. Em seguida,
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a solugao foi filtrada com auxilio de funil de Buchner e papel de filtro, envasada e
rotulada.

Ambos 0s grupos receberam gavagem uma vez ao dia, por um periodo de 14
dias, em torno das 19 horas, apés pesagem que foi realizada diariamente para
correg¢ao da dose.

Apos esse periodo, os animais foram submetidos a eutanasia, com jejum prévio
para evitar regurgitagdo. Uma dose anestésica de ketamina/xilazina foi administrada
até a auséncia completa dos reflexos, parada respiratéria e morte. Depois, a area
ventral foi depilada e foram feitas duas incisdes transversais, uma margeando o
rebordo costal e a outra, os ossos pélvicos. Uniram-se as incisdes lateralmente,
expondo a cavidade peritoneal.

Para a detecgao dos niveis do fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e da
interleucina 6 (IL-6), foi coletado lavado peritoneal de cada animal e foram usados Kits
de imunoabsorgdo enzimatica (Rat IL-6, TNF-alpha Quantikine Ekisa Kit, R&D,
Systems, Minneapolis, USA), seguindo as instrugdes do fabricante.

Novo inventario foi realizado e foram calculadas as medidas do autotransplante
€ sua excisdo. A peca foi limpa com cloreto de sédio a 0,9% e colocada em recipiente
identificado com formol tamponado a 10%. A avaliagéo histoldgica foi feita no Servigo
de Anatomia Patoldgica do Hospital Universitario da UFMA. As laminas foram coradas
com hematoxilina-eosina e analisadas por um unico patologista, que levou em
consideracdo a  persisténcia de células epiteliais do autoimplante
semiquantitativamente, com classificagdo grau lll, a parede bem preservada; grau ll,
parede moderadamente preservada e infiltragdo leucocitaria; grau |, a parede epitelial
pobremente preservada, com uma célula epitelial ocasional; e grau 0, sem parede
epitelial, conforme descrito por Keenan et al. (1999) (23).

A analise estatistica foi realizada no programa Startplus: mac Pro 7.1.0.0/Core
v7.1.30, no sistema operacional macOS 10.13 High Serra®, com nivel de significancia
(a), utilizado para rejeitar a hipétese de 5% (p<0,05). Foi aplicado o teste de
normalidade de Shapiro-Wilk para avaliar a distribuicdo da amostra. Como os dados

tinham distribuicdo normal, utilizou-se o teste t para analise estatistica.
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Resultados

Endometriose foi induzida em 20 animais, entretanto, trés ndo desenvolveram
a doenca e uma evoluiu a obito no pds-operatoério imediato ao implante. Nao houve
diferenca estatistica significante entre o volume médio das lesdes (38,43 mm3 + 19,96)
no grupo gengibre e (45,10 mm3 + 29,96) no grupo controle 21 dias apods a
implantagcdo da endometriose (p = 0,60). Duas semanas apds o tratamento com
gengibre e solugéo salina, no dia da eutanasia, os volumes médios finais das lesdes
foram maiores no grupo controle (120,93 mm? + 78,91) do que no grupo gengibre
(40,50 mm? £ 19,57), com diferenca estatistica significante (p = 0,01) (Tabela 1).

Houve aumento do foco de endometriose no grupo controle de 45,10 mm?3 +
29,96, 21 dias pos-implantagdo, para 120,92 mm?3 + 78,91, no dia da eutanasia
(p=0,02). No grupo gengibre, houve discreto aumento de 38,43 mm?3 + 19,96 para
40,50 mm? £ 19,57, sem diferenca estatistica significante (p=0,83).

O foco da endometriose cresceu mais no grupo controle (75,81 mm?3 + 58,95)
do que no grupo gengibre (2,07 mm?3 + 18,87) (p = 0,004) (Tabela 1) ao comparar o
tamanho das lesdes no dia da eutanasia.

Em relagao a avaliagédo do processo inflamatério com dosagem de citocinas no
lavado peritoneal, ndo houve diferenga na dosagem de TNF-a no grupo controle
(59,26 pg/ml £ 12,07) em relagéo ao grupo gengibre (55,00 pg/ml £ 13,49) (p = 0,51),
assim como nao houve diferengca na dosagem de IL-6 no grupo controle (183,43 *
13,90) em relagdo ao grupo gengibre (205,18 + 34,81) (p = 0,12) (Tabela 2).

Além disso, o grau de atrofia das lesdes foi maior no grupo gengibre (1 £ 0,92)

do que no grupo controle (2,25 + 1,16) (p = 0,03) (Figura 2B e 2a, respectivamente).

Discussao

No presente estudo observou-se que o extrato de gengibre reduziu e atrofiou
os volumes dos focos de endometriose implantados em ratas Wistar, embora nao
tenha reduzido a IL-6 e o TNF-a no lavado peritoneal.

Ainda n&o existe tratamento clinico ideal para endometriose. Em geral, o
tratamento inicial na suspeita de endometriose é empirico e, geralmente, sdo usadas
substancias anti-inflamatdrias ou que interfiram no ciclo menstrual. O medicamento

ideal seria aquele que interferisse em toda a fisiopatologia da endometriose, isto €, no
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processo inflamatério, no disturbio imunofisiolégico, no estresse oxidativo, no controle
da proliferagao celular ectopica e que, além disso, evitasse recidiva (1-6).

O arsenal terapéutico atual inclui drogas de primeira escolha com nivel de
evidéncia A, como os progestagenos, anti-progestagenos e analogos de GnRH. Nao
ha recomendacéao para o uso de suplementos nutricionais, medicina complementar ou
tradicional no tratamento da endometriose, porque os potenciais beneficios e/ou
danos n&o séo claros. No entanto, existe reconhecimento dos beneficios por algumas
mulheres (9).

Apesar das criticas ao uso experimental de novas drogas para o possivel
tratamento clinico de endometriose em roedores, devido a sua grande diferenga com
os seres humanos, drogas consideradas como primeiras opgdes terapéuticas foram
inicialmente testadas com esse modelo. A literatura continua a aceitar varios estudos
experimentais em roedores com endometriose, dentre os quais estdo os extratos de
fitoterapicos (11-15).

O uso de extratos naturais com efeitos favoraveis no tratamento da
endometriose experimental foi descrito por varios autores.

Machado et al. (2016) fizeram uso do extrato Euterpe oleracea (agai) durante
30 dias, com reducéo significativa da area superficial dos focos, redugao histologica e
diminuicdo do fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), metaloproteinase 9
(MMP-9) e ciclooxigenase-2 (COX-2) pelo método de imunohistoquimica (12).
Mvondo et al. (2017) fizeram uso de extrato de Entada africana Guill et Peer
(mimosaceae) em diferentes doses, com avaliagéo nos 3°, 7° e 14° dias, e observaram
prevengao na progressao da endometriose, redugao da dismenorreia, promogao do
crescimento de foliculos ovarianos, prevengao da anovulacgéao e estimulagao do desejo
sexual (13). Nahari e Ranzi (2018) avaliaram os efeitos da Silymarin amplifies durante
28 dias. Através da avaliagdo de RNA de GDNF (Fator neurotréfico derivado da
linhagem de células gliais) e quinase reguladora extracelular (ERK 1/2), os autores
identificaram reducéo da angiogénese, apoptose acelerada e consequente fibrose das
lesbes de endometriose experimental (14). Jie et al. (2013) fizeram uso de Sanjie
Zhentong durante 28 dias, com reducao significativa dos volumes dos focos de
endometriose e de VEGF e TNF-a (15). Yavuz et al. (2014) usaram o resveratrol, que
€ encontrado na casca da uva, durante 7 dias, havendo redugdo morfologica e potente

efeito anti-oxidante.
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Esses estudos mostram efeitos semelhantes ao uso de medicamentos bem
aceitos no tratamento clinico da endometriose, justificando, assim, pesquisas com uso
de extratos naturais.

O gengibre (Zingiber officinale Roscoe, Zingiberacae) € um membro da familia
de plantas Zingiberaceae e € usado como especiaria comum em muitas regides do
mundo, desde a sua descoberta na medicina natural. Provou ser muito util para
culturas tradicionais asiaticas (indigenas e chinesas) e arabes. Em alguns estudos,
identificou-se uma boa relagdo entre as propriedades anticancerigenas, anti-
inflamatdrias, antimicrobianas e anti-oxidantes do gengibre (21).

Exemplos de pesquisas experimentais em ratas, mostrando os efeitos do
gengibre, foram demonstradas por Cakir et al. (2018) na prevengéao de enterocolite
em ratas Wistar, com reducgdo significativa de TNF-a, IL-1B, IL-6, glutationa-
peroxidase, superoxido desmutase, oxidina xantina, malonaldeido e mieloperoxidase,
confimando os feitos acima descritos (17). Rasyidath et al. (2013) mostraram aumento
da catalase e malodialdehyde em testiculos de ratos Wistar ap6s o uso de extrato de
gengibre (19). MoSovska et al. (2015) confirmaram esse efeito anti-oxidante do extrato
de gengibre através de dois métodos de espectometria, teste de ABTS e DPPH,
mostrando forte habilidade para eliminar esses radicais (20). Esses dados sugerem o
gengibre como uma boa escolha para pesquisas no tratamento da endometriose,

inicialmente experimental.

Conclusao

A avaliagao da eficacia do extrato de gengibre na endometriose experimental
em ratas Wistar, proposta nesta pesquisa, buscou avaliar o volume dos
autotransplantes antes e depois do tratamento proposto, a histologia das camadas
glandulares dos focos e os fatores pro-inflamataérios: Interleucina 6 e TNF-a no lavado
peritoneal no final do tratamento e comparagéo com o grupo controle apés 14 dias de
exposicao ao referido extrato.

A dose usada foi de 500 mg/kg, conforme descrita por Ali et al. (22) em sua
revisdo sobre propriedades fitoquimicas, farmacoldgicas e toxoldgicas do gengibre
(Zingiber officinale Roscoe), apesar de outros pesquisadores terem usado tanto doses
menores, de 100 mg/kg (19), quanto doses maiores, de 1.000 mg/dia (21). Na

avaliacao do lavado peritoneal ndo foi observada uma redugéao significativa da IL-6 e
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TNF-a, provavelmente devido a necessidade de um maior periodo de exposig¢ao a
esse extrato (12,14,15) e de doses maiores do extrato de gengibre.

As redugbes significativas dos volumes dos focos de endometriose
autotransplantados (p=0,01) e aumento da atrofia ao exame histolégico no grupo
gengibre, concordando com a maioria dos extratos testados na endometriose
experimental citados acima (8,12-15), poderia ser atribuida a agao citotdxica e
indutora da apoptose do composto a-zingebereno (24), presente no rizoma da planta.
Contudo, a hipétese nédo pode ser confirmada pela auséncia de experimentacao
especifica no estudo.

Sugere-se, diante do exposto, aumentar a dose e utilizar o extrato aquoso de
gengibre por um periodo maior de tempo, além de analisar outros mediadores da

inflamacéo, citotoxicidade e marcadores do estresse oxidativo.
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Tabela 1. Tamanho do foco de endometriose para um grupo de ratos antes e apés o

tratamento por via oral, durante 14 dias com gengibre (0,5mg/100g), ou solugao salina

(1ml/ 100g).

Grupo

Volume inicial Volume final Variagao de P

tamanho

Gengibre 38,43 mm3+ 19,96 40,50 mm3+ 19,57 2,07 mm?3+ 18,87 0,83
Controle 45,10 mm3+29,96 120,92 mm3+78,91 75,81 mm?3 58,95 0,02

P

0,60 0,01 0,004

T test (with p < 0.05 for rejecting the null hypothesis) comparing averages of the initial and final volumes

before and after and between the groups.

Tabela 2. Comparagéao entre as dosagens de IL-6 e TNF-

o ho lavado peritoneal dos animais.

Grupo TNF-a IL-6
Gengibre 55,00 pg/ml £ 205,18 pg/ml +
13,49 34,81
Controle 59,26 pg/ml £ 183,43 pg/ml +
12,07 13,90
P 0,51 0,12

T test (with p < 0.05 for rejecting the null hypothesis) comparing
cytokines dosage in ascites between groups
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Figura 1. Fotomicrografia mostrando autotransplantes com didmetros maiores que 4,5 mm e
classificados como grau lll Queredo et al (22), sendo usados para inclusao no estudo.

Figura 2. A, Fotomicrografia de células epiteliais bem desenvolvidas, com citoplasma (seta)
bem desenvolvido (40x) do grupo de ratas tratadas com cloreto de sédio (1ml/100mg de peso
corporeo) via oral, durante 14 dias. Grau lll. B, Fotomicrografia de células epiteliais
moderadamente preservadas, com citoplasma (seta) pouco desenvolvido (40x) do grupo de
ratas tratadas com extrato de gengibre (500mg/Kg/dia) via oral, durante 14 dias. Grau II.
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5 CONCLUSAO

O propdsito da pesquisa foi avaliar os efeitos do extrato aquoso de gengibre na
endometriose induzida em ratas Wistar. Apés a finalizagao do protocolo, o grupo que
recebeu extrato aquoso de Zingiber officinale Roscoe apresentou reducao e atrofia
nos volumes dos focos endometriéticos em comparagédo com o grupo controle, que

recebeu soro fisioldgico.

Foi observado também que no grupo que recebeu extrato de gengibre houve
reducdo do crescimento dos focos da endometriose, embora ndo tenha havido
diferenca significativa nos niveis de citocinas inflamatdrias IL-6 e TNF-a no lavado

peritoneal entre os dois grupos.

Apesar de atualmente os consensos nao recomendarem o uso de suplementos
nutricionais, medicina complementar ou tradicional no tratamento da endometriose,
pois os potenciais beneficios e riscos ndo sao claros, neste estudo o gengibre

mostrou-se uma op¢ao interessante no tratamento da endometriose experimental.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

O presente estudo nao avaliou todos os componentes envolvidos na resposta
inflamatéria da endometriose. Os niveis de interleucina 12 (IL-12), importante
parametro na endometriose, devido a ativacdo de outras interleucinas, nao foram
aferidos devido a indisponibilidade dos kits de imunoabsor¢ao enzimatica especificos
para ratas. Outras citocinas, como a interleucina 8 (IL-8), e o fator de crescimento

endotelial (VEGF) nao foram dosados por limitagdes financeiras.

Também nao foram analisados os efetios citotdxicos e a inducdo da apoptose

dos componentes do gengibre, ja que nao corresponde a um objetivo da pesquisa.

Aspectos da infertiidade n&o foram avaliados pelo tempo abreviado de
observacao, assim como a dor, principal sintoma da doenca, pela indisponibilidade

logistica da avaliagédo através do método de von Frey.

A pesquisa também apresentou limitagbes técnicas devido a auséncia de
padronizagcao de metodologias e de protocolos clinicos experimentais mais refinados

na literatura, que foram a base da elaboracdo do desenho do estudo.

Varias analises mostram a fitoterapia como uma opg¢do terapéutica
complementar no tratamento da endometriose. Todavia, sdo necessarios mais
estudos experimentais, com protocolos clinicos padronizados e a natural progressao

para pesquisas em humanos a fim de validar seus resultados.
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