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RESUMO

A endometriose € uma doenca cronica e debilitante associada a dor pélvica. Estratégias tem sido
pesquisadas para o controle da dor, como a utilizacdo de substancias anti-inflamatorias. Nesta
perspectiva, a talidomida surge como op¢do no controle &lgico por sua propriedade
imunomoduladora utilizada no tratamento de diversas condic¢des clinicas. O objetivo desse
trabalho foi avaliar o efeito analgésico e anti-inflamatorio da talidomida no tratamento de
endometriose experimental. Foram utilizadas 36 ratas da linhagem Wistar e separadas
aleatoriamente em 06 grupos: CONTROLE (-), LEUPROLIDA, SHAM e grupos T25, T50 e
T100 com administracdo via oral respectivamente de 25, 50, e 100mg/kg/dia de talidomida.
Foram realizados testes comportamentais para avaliacdo da dor, avaliacdo dos niveis séricos
das citocinas (INF y, TNF a, IL-6 e IL-10); afericdes dos volumes dos implantes antes e ao
final do protocolo de tratamento e estudo histopatoldgico das areas de implante. A partir da dose
de 50mg/kg/dia, observou-se reducdo do limiar de dor nos testes comportamentais aplicados.
Nos grupos T50 e T100 houve manutencgdo de baixos niveis TNF a e IL6 além de uma redugéo
da expressdo de IL10. Observou-se niveis de IFN-y muito proximos entre os grupos tratados e
0 grupo SHAM. Os grupos T50, T100 e leuprolida obtiveram a menor preservacdo do epitélio
ectdpico indicando reducdo do implante endometridtico. No modelo estudado, a talidomida teve
uma acao analgeésica, anti-inflamatdria e reduziu o tamanho dos implantes, mais expressiva com
doses a partir de 50mg/kg/dia, podendo ser sugerida como uma op¢ao no tratamento da dor da

endometriose.

Palavras-chave: endométrio; roedores; inflamacéo, dor, analgesia.



ABSTRACT

Endometriosis is a chronic and debilitating disease associated with pelvic pain. Strategies have
been researched for pain control, such as the use of anti-inflammatory substances. In this
perspective, thalidomide appears as an option in pain control due to its immunomodulatory
property used in the treatment of various clinical conditions. The objective of this work was to
evaluate the analgesic and anti-inflammatory effect of thalidomide in the treatment of
experimental endometriosis. 36 Wistar rats were used and randomly separated into 06 groups:
CONTROL (-), LEUPROLIDE, SHAM and groups T25, T50 and T100 with oral administration
of 25, 50 and 100 mg/kg/day of thalidomide respectively. Behavioral tests were performed to
evaluate pain, evaluate serum levels of cytokines (INF y, TNF «a, IL-6 and IL-10);
measurements of implant volumes before and at the end of the treatment protocol and
histopathological study of the implant areas. From a dose of 50mg/kg/day, a reduction in the
pain threshold was observed in the behavioral tests applied. In the T50 and T100 groups, low
levels of TNF a and IL6 were maintained in addition to a reduction in IL10 expression. Very
similar levels of IFN-y were observed between the treated groups and the SHAM group. The
T50, T100 and leuprolide groups obtained the least preservation of the ectopic epithelium,
indicating a reduction in endometriotic implantation. In the model studied, thalidomide had an
analgesic, anti-inflammatory action and reduced the size of the implants, more significantly
with doses starting at 50 mg/kg/day, and can be suggested as an option in the treatment of

endometriosis pain.

Palavras-chave: endometrium; rodents; inflammation; pain; analgesia.
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1 INTRODUCAO

A endometriose € uma condicdo crbnica, caracterizada pela presenca de tecido
endometrial fora da cavidade uterina, mais comumente no periténio pélvico, nos ovarios e septo
retrovaginal. E uma doenca inflamatdria estrogénio dependente e de natureza multifatorial que
acomete 6% a 10% das mulheres em idade reprodutiva, o que representa cerca de 176 milhdes
de mulheres no mundo. Nas que apresentam dor pélvica cronica, esse valor pode chegar até
82% e nas submetidas a investigacdo por infertilidade entre 20 e 50% (FEDERACAO
BRASILEIRA DAS ASSOCIAQOES DE GINECOLOGIA E OBSTETRICIA, 2021; LIU,
2017; INTERNATIONAL WORKING GROUP OF AAGL et al., 2021).

As evidéncias cientificas confirmam a natureza multifatorial da endometriose, que
é o resultado da contribuicdo combinada de fatores anatdmicos, hormonais, imunologicos,
estrogénicos, genéticos e ambientais em mulheres afetadas. Os sintomas mais comuns (dor
pélvica e fluxo menstrual irregular) podem estar relacionados a atividade inflamatdria intensa e
a distorcdo da anatomia pélvica devido a aderéncias ectopicas e acdo de proteinas especificas
(AERTS et al., 2018; TOMASSETTI; D’HOOGHE, 2018).

Normalmente, o refluxo do tecido endometrial € eliminado do peritdnio pelo
sistema imunoldgico e a desregulacdo deste mecanismo de depuracdo tem sido relacionada a
predisposicdo para a implantacdo e crescimento de células endometriais A interacdo entre
citocinas contribuem para a progressdo da doenca com a implantacdo de células endometriais
(SIKORA et al., 2017).

O tratamento pode ser clinico e/ou cirdrgico, sendo que as terapias medicamentosas
sdo preferencialmente aquelas que interferem no ciclo menstrual, induzindo pseudo gravidez,
pseudomenopausa ou anovulacdo cronica, proporcionando melhora clinica, porém seus efeitos
ndo sdo curativos, 0 que justifica a busca de novos tratamentos. A talidomida é uma droga
imunomoduladora, que apesar da conhecida teratogenicidade, hoje estd positivamente
relacionada ao tratamento de diversas condigdes clinicas, por suas propriedades pleiotropicas,
anticarcinogeénicas, incluindo imunomodulagdo, efeitos antiangiogénicos, anti-inflamatorios e
anti-proliferativos (ANTONIO et al., 2019; AZIMIRAD et al., 2014; BAKACAK et al., 2015;
JUNG et al., 2019).

Segundo Marsol (2013), a talidomida inibe as respostas mediadas pela imunidade
inata,ao diminuir a expressdo de moléculas de adesdo na superficie das células inflamatorias, e
a secrecdo de citocinas inflamatorias, como fator de necrose tumoral (TNF-a), interleucinas 1

(IL-1) e 6 (IL-6), e prostaglandina E2 (mediada pela inibicdo da enzima ciclooxigenase 2). E
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também capaz de inibir a fagocitose, a migracdo celular e a liberacdo de mediadores
antimicrobianos por neutrdfilos.

As citocinas IL-6, interleucinas 1 (IL-8) e TNF-a estdo elevadas no fluido peritoneal
de pacientes comendometriose em compara¢do com mulheres sem endometriose. O aumento de
TNF-a foi correlacionado ao aumento de 1L-8, citocina propulsora do crescimento autdcrino no
endomeétrio, e pode promover um ciclo vicioso das células endometriais, levando a inflamacéo
aguda e estagio crénico, contribuindo assim com a patogénese da endometriose. Desta forma,
pode-se inferir que a supressdo de IL-8 pode contribuir positivamente para a diminui¢do da
proliferacdo de células endometriais (BAKACAK et al., 2015; YAGYU et al., 2005;
RAJKUMAR, 2019).

A atividade antiangiogénica da droga pode ser explorada no tratamento de alguns
canceres nos quais a neovascularizacdo desempenha um papel na patogénese da doenca. Relatos
de tratamentos bem sucedidos de eritema nodoso hansénico e de mieloma multiplo ja foram
evidenciados, tornando o medicamento popular em campos de pesquisa para o tratamento de
diferentes doencas, fenbmeno este conhecido como redescoberta do medicamento (BULUN et
al., 2010; COOK; FIGG, 2010; KUMAR; RAJKUMAR, 2006).

Embora vérias abordagens ao tratamento da endometriose tenham sido sugeridas na
medicina nos Ultimos anos, ainda ndo ha tratamento ideal. Atualmente, a cirurgia tem sido
proposta como o tratamento terminal da doenga. As terapias hormonais, 0s agentes anti-
inflamatdrios e as terapias complementares em uso atual tendem a aliviar os sintomas algicos,
entretanto, apresentam perfis de efeitos adversos insatisfatérios (FEDERACAO BRASILEIRA
DAS ASSOCIA(;OES DE GINECOLOGIA E OBSTETRICIA, 2021).

Visto a acdo da talidomida nos fatores, co-fatores e vias de sinaliza¢do responsaveis
pelo processo inflamatdrio e nociceptivo, esta pode ser uma possibilidade farmacoterapéutica
para 0 manejo das crises algicas em pacientes acometidas por endometriose. Desta forma,
justifica-se o0 uso da talidomida na presente pesquisa utilizando o modelo induzido de
endometriose, considerando que ha uma escassez de estudos clinicos abordando anélise

comportamental com objetivo de avaliar o controle da dor promovido por esse farmaco.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Endometriose

2.1.1 A doenca

A endometriose € uma doenca ginecologica comum, ndo maligna, com relacdo
direta ao estrogénio. E definida pelo aparecimento e desenvolvimento de tecido ectdpico fora
da cavidade uterina, sobretudo em 6rgdos pélvicos e abdominais, afetando a qualidade de vida
e a capacidade reprodutiva das mulheres. Usualmente se desenvolve na pelve,peritdnio, ovarios,
tubas uterinas, serosa do Utero e no septo reto-vaginal. Em alguns casos, a doenga pode progredir
e acometer 6rgdos ndo genitais, como o intestino, sobretudo reto e sigmoide, bexiga ou ureteres
(LAGANA et al., 2017).

Os principais sinais e sintomas sdo a dismenorreia, dispareunia de profundidade,
dorpélvica ou abdominal ndo ciclica e infertilidade. Entretanto, quando acomete 6rgaos nédo
genitais, como intestino e bexiga, sintomas como puxo e tenesmo, sensacao de esvaziamento
intestinal incompleto, sangramento intestinal ciclico, podem estar presentes. E também capaz
de apresentar-se de forma assintomatica, sendodiagnosticada quando a paciente é avaliada por
infertilidade. Comumente, ha uma demora desde os sintomas iniciais e o diagnéstico, chegando
a serem torno de sete anos, ndo apenas por conta de sua sintomatologia inespecifica, mas
também por desconfianca clinica assim como a falta de interacdo entre as especialidades ditas
como ndo ginecoldgicas (ANDRES et al., 2019; BERALDO et al., 2018; GREENE et al., 2016;
JOSEPH; MAHALE, 2019; PARASAR; OZCAN; TERRY, 2017).

A Organizacdo Mundial da Saude estima que quase 180 milhdes de mulheres
enfrentama endometriose no mundo. Os custos anuais com a doenca chegam a 22 bilhdes de
ddlares apenas nos Estados Unidos da América (EUA), sendo a terceira causa ginecoldgica de
hospitalizagdo. e uma das principais causas de infertilidade em mulheres jovens
(ZONDERVAN et al., 2018).

No Brasil, uma a cada dez mulheres em idade reprodutiva sofre com esta patologia.
A prevaléncia é mais elevada em jovens tendo provavel relagdo com mecanismos
fisiopatologicos da doenca e com fatores de risco associados a essa faixa etaria (ANTONIO et
al., 2019; FOTl et al., 2018; MARQUI, 2015). Salome et al. (2020), identificaram mais de 59
mil casos de internagdo por endometriose entre os anos de 2015 e 2019, onde 43% estavam na
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regido sudeste e 26% na regido nordeste, sendo o perfil bem caracteristico para a doenga como:
mulheres casadas, em idade reprodutiva e nuliparas.

Diversos fatores de risco englobam a endometriose e o fator reprodutivo tem sido
relacionado ao desenvolvimento da doenca. A variacdo hormonal indica significativo risco,
evidenciada pela idade precoce da menarca com idade a partir de 11 anos, curta duragéo entre
0s ciclos menstruais, assim como menstruacoes pesadas e longas. A diminuigdo das taxas de
fecundidade como resultado direto do estilo de vida da mulher contemporanea também tem
contribuido significativamente para o0 aumento das taxas de endometriose. Isso justifica-se pelo
fato de a auséncia de gestacdes, 0 endométrio prolifera continuamente e descama sob o controle
do ciclo menstrual (ALIMI et al., 2018; PARASAR; OZCAN; TERRY, 2017).

Outro fator também que parece ser um importante regulador da secrecdo e
manutencdodos niveis circulantes de estrogenos em mulheres na idade reprodutiva € o ritmo
circadiano. Dessa forma, o trabalho noturno tem sido associado a alteragbes marcantes da
secrecao de estrdgenos e, consequentemente, a irregularidades menstruais e ao aumento do risco
de endometriose. Recentemente, foi demonstrado que qualquer trabalho noturno em geral
aumentao risco de endometriose em 50%. Multiparas, lactantes, menarca tardia, uso de
contraceptivosorais com baixa dose e atividade fisica regular sdo considerados como potenciais
fatores de protecéo no desenvolvimento da patologia (COSTA; MEJIA, 2018; NASCIMENTO,
2017).

2.1.2 Classificacdo

As lesdes endometridticas sdo frequentemente detectadas nos ovarios,
ligamentos do Utero, area cérvico-vaginal, parede abdominal e umbigo, trato urinario ereto.
Frente a localizacdo das lesdes, um novo conceito foi proposto dividindo a endometriose em
trés classificagbes distintas: peritoneal, ovariana e endometriose profunda. A peritoneal
caracteriza-se pela presenca de implantes superficiais no peritdnio; a ovariana, por implantes
superficiais no ovario ou cistos (endometriomas); e endometriose profunda, que é definida como
uma lesdo que penetra no espacgo retroperitoneal ou na parede dos 6rgdos pélvicos, com
profundidade de 5 mm ou mais (FEDERACAO BRASILEIRA DAS ASSOCIACOES DE
GINECOLOGIA E OBSTETRICIA, 2021; LAGANA et al., 2017; VETVICKA et al., 2016).

O sistema de estadiamento da endometriose mais utilizado foi definido pela
American Society for Reproductive Medicine em 1997, que classifica a gravidade da

endometriose em quatro diferentes estagios, considerado o tamanho, a profundidade e a
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localizacdo dos implantes endometriéticos e a gravidade das aderéncias, sendo: Estagio 1
(doenca 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): mdltiplos implantes extensos, superficiais e profundos, incluindo
endometriomas, aderéncias densas e firmes (WANG et al., 2013; ZONDERVAN et al., 2018).

2.1.3 Etiologia

Com o desenvolvimento da histologia, endocrinologia e das técnicas cirurgicas no
século XX, houve um melhor entendimento da fisiopatologia, diagndstico e tratamento da
endometriose. Apesar dos avan¢os, uma teoria unificante para essa doenca continua como um
ponto pouco esclarecido. De fato, varias teorias tém surgido a partir de evidéncias relacionadas
a patogénese (SANTOS et al., 2012; CORREA, 2014).

A endometriose é considerada multifatorial na sua origem e constantemente
mencionadacomo a “doenga das teorias”. A menstruacao retrograda ¢ a teoria mais aceita,
distinguida pelaexteriorizacdo do revestimento endometridtico, por intermédio das tubas
uterinas evidenciadas na regido pélvica. O crescimento de tecido endometrial em espacos
ectopicos podeser resultado desse fluxo retrogrado. Esses fluidos conteriam células tronco
endometriais anormais que teriam capacidade de implantacéo e angiogénese para formar novos
focos quandoexpostos a cavidade peritoneal. Essa teoria é suportada pelo fato de que cerca de
75 - 90% das mulheres experienciam algum grau de fluxo retrogrado durante os periodos peri-
menstrual do ciclo (JOSEPH; MAHALE, 2019; PARASAR; OZCAN; TERRY, 2017,
PODGAEC, 2014; SILVA et al., 2013).

Outras teorias também sdo discutidas na literatura como a metaplasia celémica, que
descreve a origem das lesfes de endometriose a partir dos tecidos normais mediante processo
de diferenciacdo metaplasica. Ha4 tambeém evidéncias clinicas e experimentais sobre a teoria
genética que justifica o surgimento da patologia devido predisposicdo genética ou alteracGes
epigenéticas associadas a modificacbes no ambiente peritoneal (fatores inflamatorios,
imunoldgicos e hormonais) podendo iniciar a doenca nas suas diversas formas (NALCUL;
SPRITZER, 2010).

A etiologia da endometriose é uma interacdo complexa associando fatores
ambientais, imunoldgicos, genéticos e principalmente hormonais. Embora ndo haja um

consenso quanto ao principal fator, adota-se como orientacdo principal como uma condicéo de
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salde multifatorial. Ademais, ressalta-se que o estrégeno em particular executa uma funcao
primordial, desenvolvendo o tecido ectdpico endometrial por meio de altera¢cdes hormonais no
decorrer do ciclo menstrua, favorecendo as aderéncias e auxiliando no desenvolvimento da
doenga (JOSEPH; MAHALE, 2019; PARASAR; OZCAN; TERRY, 2017; PODGAEC, 2014;
SILVA et al., 2013).

2.1.4 Fisiopatologia da endometriose

E caracterizada por um intenso processo inflamatorioperitoneal. ApGs o tecido
endometrial alcancar a pelve, algunsepisddios ndo totalmente compreendidos se iniciam. As
enzimas representadas pela Matriz Metaloproteinase (MMPs) degradam os componentes
estruturais da matriz extracelular, facilitando ades@o no revestimento peritoneal e subsequente
invasdo das células endometriais (BULUN et al., 2010).

O tecido ectopico gera um processo inflamatério com elevacdo dos niveis de
citoguinaspro-inflamatorias como as interleucinas 1, interleucinas-6 e TNF- a, este produzido
por ativacdo de linfdcitos, macrofagos e células natural killer, aumentando aproducdo de
prostaglandinas por células endometriais e iniciando um surto de citoquinas inflamatérias. O
TNF-a também regula a producdo do MMPs, potencializando a degradacdo da matriz
extracelular e diminuindo o efeito de seus inibidores, aumentando a agdo das MMPs seguido da
invasdo mesotelial (BULUN et al., 2010; JANSEN; CODDINGTON, 2010).

Os fendmenos vasculares ocasionados devido a agressdo celular sdo mediados
principalmente pela histamina, resultando em um aumento localizado e imediato da irrigagéo
sanguinea. Em seguida, tem inicio a producéo local de mediadores inflamatérios que promovem
um aumento da permeabilidade capilar e também quimiotaxia, processo quimico pelo qual
células polimorfonucleares, neutréfilos e macrofagos sdo atraidos para o foco da lesdo. Essas
células, por sua vez, realizam fagocitose dos elementos que originam a inflamacéo e produzem
mais mediadores quimicos, entre os quais estdo as citocinas (TNF-a e as interleucinas),
quimiocinas, bradicinina, prostaglandinas e leucotrienos e ativagédo das plaquetas e coagulagédo
sanguinea (LIU et al., 2011; MOWERS, 2016).

A reacdo inflamatéria é gerada devido a manifestacBes locais e sistémicas,
caracterizadas pela producéo de citocinas inflamatorias como a IL-1, TNF-a, IL-6 e IL-8, além
da elevacédo da expressdo de Ciclo-oxigenase-2 (COX-2) em células estromais endometriais e
no fluido peritoneal de pacientes com endometriose. Aexpressdo do COX-2 é aumentada em

células estromais endometriais e no fluido peritoneal de pacientes com endometriose. O
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estradiol age por meio de receptores de estrogénio B estimulando a produgéo de COX-2, levando
a superproducdo de prostaglandinas (LIU et al., 2011; MOWERS, 2016).

Alteracdes imunolodgicas celulares e humorais também podem estar envolvidas,
tanto no estabelecimento quanto na determinacao da progressao da doenca. Estudos descrevem
a presenca de células como linfécitos, células natural Killer, macréfagos ativados, além de
concentracdo elevada de interleucinas 2 (IL-2) em fluido peritoneal de mulheres doentes,
contribuindo para a persisténcia e progressao de focos de endometriose: A expressédo do fator de
crescimento endotelial vascular (Vascular Endothelial Growth Factor — VEGF) também se
encontra aumentada na pelve das pacientes com endometriose, induzindo a angiogénese e
neovascularizacdo dos focos endometridticos, além de contribuir para a formacéao de aderéncias
e induzir a producdo de COX-2 (BULUN et al., 2010; JANSEN; CODDINGTON, 2010).

Mudangas no metabolismo de estrogénio também ja foram detectadas nos implantes
ectopicos. O fator esteroidogénico 1 envolvido na sintese do estradiol, pode ser identificado nos
focos de endometriose, porém esta ausente no endométrio. O aumento do estradiol eleva a
atividade local do COX-2, resultando na producdo aumentada de prostaglandinas E2, ativando
a aromatase e resultando em producao de estradiol adicional, sendo um importante fator para a
sobrevida e manutengédo da endometriose (IVERSEN; SEYER-HANSEN; FORMAN, 2017).

2.1.5 Endometriose e dor

A dor é originada pelo sistema nervoso central (SNC) com a funcdo de proteger e
advertir o corpo em relacao aos impulsos que podem ser nocivos para o organismo. No entanto,
quando esta se torna cronica instantaneamente é considerada patoldgica e geralmente perdura
logo depois de um estimulo, como resultado da readaptacdo das funcGes e estruturas do SNC
gue asseguram o reconhecimento da dor e contribui para a sua propagacdo em diversas regides
(AREDO et al., 2017).

De maneira geral, a dor também é uma percepcdo ou experiéncia emocional ou fisica
desagradavel, proveniente de um dano tecidual real ou potencial. A algesia é classificada aguda
ou cronica, podendo ter uma classificagdo também de acordo com seu mecanismo
fisiopatoldgico (RAJA et al., 2020).

O conjunto dos eventos que iniciam 0 processo sensitivo-doloroso € a conversao
dos estimulos ambientais, quimicos ou fisicos com capacidade de gerar lesdo tissular, em
potenciaisde acdo, a partir dos nociceptores. Esses s&o um grupo constituido exclusivamente

pelas terminacdes nervosas livres presentes nas fibras mielinicas finas delta A e amielinicas C.
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Mediante os estimulos que ativam essas vias, esses se classificam como termomecénicos,
quimicos e polimodais inespecificos (ALVES, 2017).

Quanto a sua origem, a dor pode ser de preponderancia nociceptiva, neuropatica e
mista.A dor nociceptiva, sucede pela ativacdo de receptores de dor e ligados a tecidos 6sseos,
musculares ou ligamentares e temboa resposta a classes terapéuticas mais comuns como
analgésicos ou anti-inflamatérios nédo esteroides (MENDES; MACHADO; LINARTEVICHI,
2020).

A dor neuropética é conceituada como aquela iniciada por lesdes ou disfuncdes
localizadas no sistema nervoso, geralmente advindo de uma ativacao atipica da via da dor ou
nociceptiva. Inversamente a nociceptiva, a dor de origem neuropética é pouco responsiva aos
analgesicos tradicionais (KRAYCHETE et al., 2008).

A dor visceral, que se manifesta nos 6rgdos internos como Utero, bexiga, reto e a
dor somatica, que € percebida quando ocorre um estimulo dos nervos sensoriais presentes na
pele e nos tecidos profundos. A paciente com endometriose experimenta um conjunto complexo
dos dois tipos de dores em niveis diferentes e estas experiéncias podem ter impacto negativo em
relacdo a qualidade de vida daquelas que as vivenciam (ALIMI et al., 2018).

A dor relativa a endometriose pode ser responsabilizada pela elevacdo de
mediadores inflamatorios, disfungdo neuroldgica e neuromodulacdo permeada por estrogénio
dos neurdniossensoriais periféricos. Estudos demonstraram crescente os numeros de células
inflamatdrias, sendo estas macrofagos e citocinas pro-inflamatérias como a IL-1, IL-6 e 0 TNF-
a nas lesdes endometriais. A produgéo elevada de prostaglandina, juntamente com a inflamacao
cronica, esta relacionada a dor (RAFIQUE; DECHERNEY, 2017).

A diversidade de alteracdes histoldgicas e moleculares identificadas no endométrio
de mulheres acometidas com endometriose, indica que as alteracGes primarias neste tecido,
podemter um papel importante no inicio da doenca, e até mesmo na evolucdo dos sintomas.
Estudos confirmam que fatores de crescimento locais ou citocinas para fibras nervosas que, se
tambémpresentes no tecido endometrial ectdpico de pacientes com endometriose, poderiam
induzir o crescimento dos potenciais de ac¢do nas fibras nervosas e nos focos de endometriose,
fornecendo um mecanismo de lesdo e dor especifico (TOKUSHIGE et al., 2006; TOKUSHIGE
etal., 2007).

A endometriose € constantemente referida por meio da dor peélvica que é
evidenciada em diferentes formas, sendo mais frequente sinais e sintomas como dismenorreia e
dispareunia, podendo ser manifestada também por disquezia, disdria e até infertilidade. Tem

relacdo direta ao acumulo de prostaglandina principalmente do subtipo E2 e F2a, sendo o
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primeiro um estimulante da produgéo de estrogénio. A dor na regido inferior ao umbigo com
duracdo de no minimo 6 meses é estabelecida como dor pélvica crénica (DPC) e destaca-se por
ser o sinal mais comum da endometriose (AREDO et al., 2017; GREENE et al., 2016;
RAFIQUE; DECHERNEY, 2017).

Pouco é abordado em como as lesGes endometridticas estimulam o sistema nervoso,
tendo como provével mecanismo a inervagao mediante o surgimento neural de fibras sensoriais
e simpaticas que se alojam nos vasos sanguineos aproximados. Visto que as lesdes necessitam
ser vascularizadas para que sobrevivam e se expandam, a multiplicacdo dos vasos sanguineos
no decorrer do crescimento da lesdo possibilita a entrada concomitante dos nervos, uma vez que
os fatores que agem sobre o desenvolvimento dos vasos sanguineos sdo 0s mesmos que agem
nas fibras nervosas (AREDO et al., 2017).

2.1.6 Diagnostico

Os sintomas inespecificos e a estigmatizacdo sao dificuldades que permeiam o
diagnostico de endometriose bem como, a auséncia de biomarcadores definitivos e a falta de
conhecimento tanto do publico geral quanto dos profissionais de salde. Esses fatores
contribuem para que a média de tempo entre 0 aparecimento dos primeiros sintomas e 0
diagndstico efetivo seja de sete anos (PODGAEC et al., 2018; ZONDERVAN; BECKER;
MISSMER, 2020).

Para a identificacdo da doenca é necessario a historia clinica da paciente visto
que amaior parte demonstra normalidade no exame fisico, que é feito mediante a palpacao
paraencontrar possiveis sensibilidades, seja ela uterina, fixacdo retrovertida ou qualquer tipo
demassa pélvica, sendo a palpacdo do fornice posterior 0 mais encontrado. Um exame fisico
semalteracBes ndo descarta endometriose e deve-se optar por realiza-lo durante a menstruacao,
oque pode aumentar e melhorar a detec¢cdo dos achados (PARASAR; OZCAN; TERRY, 2017).
O primeiro exame de imagem a ser solicitado na paciente com histéria e exame fisico sugestivo
de endometriose é a ultrassonografia pélvica transvaginal, preferencialmente compreparo
intestinal, ja que se trata de um exame amplamente disponivel e de baixo custo. Pormeio deste
ha facilitacdo no diagnostico de endometriomas, fibroides e cistos no ovario,fornecendo uma
visualizacdo do endométrio e da cavidade uterina (PARASAR; OZCAN; TERRY, 2017).

A videolaparoscopia era considerada padréo-ouro para a deteccdo da doenga

devido a visualizacdo e inspecéo direta dos focos de endometriose. Porém, com o avango dos
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métodos por imagem, é indicada para o diagnostico, apenas as pacientes que apresentam exames
normaise falha no tratamento clinico descartado (ALIMI et al., 2018).

Atualmente, nenhum marcador bioquimico pode elucidar precisamente a
endometriose, porém o Ca-125, quando coletado no primeiro ou segundo dia do ciclo menstrual,
pode ser Utilpara o diagndstico da endometriose em estadio avangado, principalmente quando os
valores sdosuperiores a 100 Ul/ml. Embora concentragdes normais ndo excluam a doenga, casos
com niveis elevados no pre-operatorio podem auxiliar no acompanhamento da paciente e na
suspeitaclinica de recidiva da endometriose (HIRSCH et al., 2016).

A ressonancia magnética (RM) possui alta sensibilidade e especificidade tem sido
recomendada como técnica que fornece melhor investigacdo de endometriomas e da
endometriose infiltrativa profunda, sobretudo como teste pré-operatorio. Durante 0 exame
devera ser contemplado a avaliacdo do Utero, a regido retro e a paracervical, os ligamentos
redondos e os uterossacros, o férnice vaginal posterior, o septo retovaginal, o retossigmoide, o
apéndice, o ceco, o ileo terminal, a bexiga, os ureteres, 0s ovarios, as tubas e as paredes pélvicas,
que sdo locais mais frequentes da doenca (FOTI et al., 2018).

Vale ressaltar que 0s exames deverdo ser executados por profissionais com
experiéncianessa area. E importante destacar que o diagndstico especializado por imagem é
muito eficientena deteccdo e no estadiamento de lesdes profundas e dos endometriomas
ovarianos, mas so esporadicamente € possivel visualizar lesbes superficiais. Diversos achados
nos exames fisicos, de imagem e laboratoriais podem auxiliar na investigacdo da endometriose.
Um diagnostico clinico precoce da doenca pode evitar procedimentos invasivos, além de
diminuir as consequéncias relacionadas com o desfecho do quadro clinico (FEDERACAO
BRASILEIRA DAS ASSOCIA(;OES DE GINECOLOGIA E OBSTETRICIA, 2021;
NASCIMENTO, 2017).

2.1.7 Tratamento

O tratamento da endometriose busca o alivio da dor e a recuperacéo da fertilidade,
podendo ser clinico e/ou cirtrgico. A terapéutica clinica geralmente é a primeira linha seguida
com a funcdo do alivio da dor, no controle da doenca e suprimir o tecido endometriotico que
estd hormonalmente ativo. O tratamento cirurgico deve ser oferecido as pacientes em que 0
tratamento clinico for ineficaz ou contraindicado por alguma razdo (RAFIQUE; DECHERNEY,
2017).
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Diante a alta prevaléncia da doenca e grave problema de satde publica, o tratamento
farmacoldgico vem sendo utilizado, como primeira op¢do. Baseia-se na supressao do ciclo
menstrual induzindo pseudogravidez, pseudomenopausa ou anovulacdo crénica, criando um
ambiente inadequado para o crescimento e manutencao dos implantes da endometriose. O efeito
da terapéutica medicamentosa ndo é curativo, e as drogas possuem efeitos colaterais
significativos, o que justifica a busca de novas alternativas (RAFIQUE; DECHERNEY, 2017).

As drogas consideradas de primeira linha para o tratamento clinico da endometriose
sdo anti-inflamatdrios ndo esteroidais (AINES), progestdgenos e contraceptivos orais
combinados contendo estradiol e progestina (contraceptivos orais combinados — COCs)
administrados de forma continua ou ciclica. As terapiasde segunda linha incluem formulacGes
de deposito injetaveis de agonistas do horménioliberador de gonadotropina (Gonadotropin-
Releasing Hormone — GnRH), como acetato de leuprolida. Também séo utilizados farmacos de
outras classes como as progestinas e opioides.

Estas opcdes de tratamento apresentam certas limitacdes, como eficacia insuficiente
na doenca (COCs, AINES), problemas de tolerabilidade, incluindo sangramento irregular,
inchaco e ganhode peso, efeitos colaterais hipoestrogénicos graves (agonistas GnRH, inibidores
de aromatase) e risco de vicio (opioides), limitando o uso por periodos prolongados
(DUNSELMAN et al., 2014, FEDERA(;AO BRASILEIRA DAS ASSOCIAC@ES DE
GINECOLOGIA E OBSTETRICIA, 2021; GIUDICE, 2010; ZONDERVAN et al., 2018).

Os agonistas do receptor do GnRH sao atualmente usados clinicamente para a dor
da endometriose e terminam por induzir a menopausa médica pela regulacdo negativa dos
receptores hipotalamicos reduzindo os niveis séricos de gonadotrofina e estrogénio, desse
modo suprimindo a ovulacdo. Em estudo recente de pacientes com endometriose, 0 uso
prolongado desses agentes também foi associado a outros efeitos colaterais, como perda de
memoria, insdnia, fogachos e perda de massa 6ssea (GALLAGHER et al., 2018; VERCELLINI
etal., 2011).

O agonista leuprolida, aprovado para o tratamento da endometriose em varios paises
e com caracteristicas anti-inflamatoria, analgésica, antiangiogénica e antitumoral ja
devidamentebem estabelecidas na prética clinica e literatura, vem sendo devidamente explorado
nos ultimosanos em estudos de endometriose experimental (ALTINBAS et al., 2015; CELIK et
al., 2016; ERCAN et al., 2014; ONALAN et al., 2014; SIMSEK et al., 2014; TEKIN et al.,
2015).

Em um estudo realizado por Tekin et al. (2015), que compararam por 14 dias os

efeitos anti-inflamatdrios e antiangiogénicos do acetato de leuprolida (1mg/kg/DU, subcutanea)
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e do resveratrol (30mg/kg/14dias, intramuscular) em um modelo experimental de endometriose,
reducdes significativas dos volumes de implantes endometridticos, grau histopatoldgico e
imunorreatividade a metaloproteinases e VEGF, assim como dos niveis plasmaticos de IL-6, IL-
8 e TNF-a foram obtidas.

Além disso, terapias complementares como acupuntura, fisioterapia do assoalho
pélvico, psicoterapia, uso de adjuvantes no tratamento da dor como gabapentina e amitriptilina,
sdo alguns exemplos de alternativas que podem ser indicadas no seguimento das pacientes com
endometriose sintomatica, com objetivo de otimizacdo da analgesia (MONTENEGRO et al.,
2008; XU et al., 2017).

A técnica cirurgica da laparoscopia € indicada quando os sintomas sdo graves e
recidivantes ao tratamento com contraceptivos orais combinados (primeira linha) ou
progestagenos, em casos de endometriomas, de distorcdo da anatomia das estruturas pélvicas,
de aderéncias, de obstrucdo do trato intestinal ou urinario e nas pacientes com infertilidade
associada & endometriose. Tem como objetivo remover todos os focos visiveis e/ou palpaveis
de endometriose em uma unica cirurgia diminuindo, desta forma, os escores de dor e
melhorando a qualidade de vida e a fertilidade (ANDRES; BORRELLI; ABRAO, 2009;
FEDERA(}AO BRASILEIRA DAS ASSOCIAQC)ES DE GINECOLOGIA E OBSTETRICIA,
2021).

2.1.8 Modelos experimentais em endometriose

A construgdo de modelos in vitro ou in vivo que validam as caracteristicas
intrinsecas da endometriose € uma atividade desafiadora, apresentando mecanismos
fisiopatoldgicos complexos, pois o diagnéstico da doenca é geralmente tardio e os sintomas sao
comuns a outras doencas ginecoldgicas. Dadas as limitacdes e as consideracdes éticas da
experimentagcdo humana, estudiosos da area da endometriose consideram que modelos de
animais como 0s ratos, camundongos e primatas ndo humanos sdo os melhores, pois
representam com melhor fidelidade as caracteristicas fisioldgicas e genéticas dos humanos
(BRUNER-TRAN et al., 2018; MALVEZZI et al., 2020).

Story e Kennedy (2004) definem que os modelos murinos sdo os mais utilizados,
pois a técnica operatoria é simples com éxito dos implantes. Além disso, a escolha deste modelo
é baseada em baixo custo e na resisténcia desses animais as infeccBes. Entretanto, as
comparagOes sdo dificultadas pelo grande nimero de técnicas experimentais utilizadas e pela

ampla lacuna filogenética entre ndo primatas e humanos. Contudo, uma das principais
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limitacdes do modelo experimental com ratas em endometriose é que apenas lesbes superficiais
podem ser induzidas nesses animais e estas sdo consideradas mais simples e talvez os menos
clinicamente importante (MALVEZZI et al., 2020).

Véarios modelos experimentais sdo descritos na literatura, 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 cépsula 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 escassos, principalmente associado a medicamentos ndo
padronizados para tratar a doenca, caracterizando lacunas na compreensdo da doenca,
mecanismos fisiopatoldgicos e experimentacdo com novos compostos terapéuticos para
endometriose (GUO; EVERS, 2013; MALVEZZI et al., 2020).

Considerando os critérios deste estudo, optou-se pelo modelo experimental de
Nogueira Neto et al. (2011) que é uma técnica fixacdo de autotransplante de retalhos de corno
uterinos (tamanho 4x4 mm), para 0 mesentério proximo 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 suplementagéo hormonal

¢ administrada antes ou apds o procedimento.

2.2 Talidomida e mecanismo de ac¢ao

A talidomida foi descoberta em 1953 por Wilhelm Kunnz, na entdo Alemanha
Ocidental. Sua primeira sintese foi realizada naindustria Chemie Grunenthal, tendo como
objetivo ser agregada em antibioticos, representandouma inovagéo para a industria farmacéutica
vigente. Apos novos estudos, constatou-se que o farmaco demonstrou propriedades hipnoticase
sedativas eficientes, baixa toxicidade com capacidade de inducao do sono profundo e duradouro
(VIANNA, 2013; SILVA; MELO, 2018).

O farmaco foi inicialmente utilizado como sedativo-hipnético, e posteriormente no
tratamento de resfriados, insdnia, ansiedade e nauseas, principalmente em gestantes nos
primeiros meses de gestacdo. Logo tornou-se um dos medicamentos lider de vendas no

mercado, sendo apresentado pela empresa como totalmente atoxico, e poderia ser
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comercializado sem prescri¢do médica (DINIZ; LEAL; KLIER, 2015; MORO; INVERNIZZI,
2017).

A formulacéo da talidomida apresentou mais de 40 nomes comerciais bem como
associacdo a outras substancias, gerando farmacos para varias sintomatologias, como resfriados,
tosse, enxaqueca e asma. Em muitos hospitais da Alemanha era utilizado como sedativo em
criangas para a realizacdo de exames de eletroencefalograma uma forma liquida do
medicamento. Entretanto, ndo foram realizados testes de teratogenicidade (somente de
toxicidade), muito embora naquela época ja fosse sabido que muitas substancias quimicas,
incluindo as de baixa toxicidade aguda em adultos, poderiam causar danos fetais (SILVA,
MELO, 2018; VIANNA, 2013).

Devido ao marketing realizado pela empresa alema sobre a efetividade e seguranca
do farmaco, a comercializacdo do medicamento se expandiu em varios paises, inclusive no
Brasil. Apesar do sucesso mundial do farmaco, o Departamento de Salude e Servigos Humanos
dos Estados Unidos (Food and Drug Administration — FDA) rejeitou a aprovacdo do
medicamento, baseado nos sintomas de neurite periférica em adultos. Entretanto, foi
disponibilizada por alguns médicos americanos que a receberam diretamente da Grunenthal,
utilizando principalmente em enjoos no periodo gestacional (LEANDRO; SANTOS, 2015).

O primeiro caso de malformacdo congénita com relacdo a talidomida ocorreu do
final de 1958, na Alemanha. Partindo desse pressuposto, os médicos alemdes comecaram a
observarassociacdo entre a talidomida e a crescente incidéncia de malformacgbes congénitas,
como auséncia das extremidades superiores (0ssos radio e ulna) e, as vezes, deformidades nos
membros inferiores. Além disso, houve relatos do aumento das taxas de aborto, natimortas ou
que morriam logo apos o nascimento (SILVA; MELO, 2018).

Dada a tragédia que a circundou, foi um dos medicamentos mais importantes do
séculoXX em termos de mobilizacdo da legislacdo de salde, constituindo o ponto de partida
para a aplicacdo dos conceitos de seguranca e farmacovigilancia dos medicamentos. Seu uso é
cuidadosamente monitorado usando esquemas de sucesso como 0 programa System for
Thalidomide Education and Prescribing Safety (STEPS), que monitora as pacientes para
garantir quendo estejam gravidas durante o tratamento (MORO; INVERNIZZI, 2017; UHL et
al., 2006; ZELDIS et al., 1999).

A talidomida (a-N-ftalimidoglutarimida) € um analogo sintético do &cido glutamico,
um aminodcido natural envolvido em importantes processos fisiologicos, por exemplo,
neurotransmissao cerebral e metabolismo. Formada por dois anéis ligados, um anel de

glutarimida e um anel de fitalimida, possui um carbono quiral, que é instavel e permite a
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coexisténcia de dois enantibmeros S(-) e R(+), em uma mistura racémica na proporc¢éo de 1:1,
que podem alternar rapidamente entre os dois estados quando em fluidos corporais e na agua.
O S (-) determina as propriedades anti-TNFa, porém com agdo teratogénica, ja o R (+) efeito
sedativo por acdo direta e seletiva nos receptores dos centros do sono diencefalicos (Figura 1)
(DIAMANTI et al., 2015; FRANKS; MACPHERSON; FIGG, 2004).

Figura 1 — Estrutura quimica dos enantidmeros da talidomida

Thalidomide
(S)-thalidomide (R)-thalidomide
0O O 0O O
NH N NH
Ne=- 0 | N 0
=
0 0

Fonte: Vargesson (2009).

Recomenda-se administracdo por via oral principalmente a noite devido os efeitos
sedativos. O pico no sangue é atingido em 2-6 h e amplamente distribuida nos tecidos e fluidos
corporais devido a baixa afinidade com as proteinas plasmaticas. A meia-vida é de 5-7 horas,
possuindo metabolizacdo pelo citocromo P450; menos de 1% é eliminado inalterado pela urina,
onde ndo € mais detectavel apés 48 h (BESSMERTNY; PHAM, 2002; FRANKS;
MACPHERSON; FIGG, 2004).

Apesar da sua teratogenicidade, a talidomida esta sendo redescoberta por possuir
um potente efeito antiangiogénico baseado na regulacdo negativa do VEGF. Além disso, é
efetiva como imunomoduladora, imunossupressora e anti-inflamatoria, pois atua na sintese
excessiva do TNF-a e de outras citocinas, como a interleucina 6, que participa da génese da dor
inflamatdria s (TSAI et al., 2018).

Efeitos benéficos com a talidomida também foram observados em diversas
dermatosesinflamatdrias, incluindo, lipus eritematoso cutaneo, eritema multiforme recorrente,
Ulceras aftosas recorrentes em pacientes com HIV, doenca de Behcet, sarcoidose cutanea e
pioderma granuloso. Outros estudos também demonstraram que o farmaco dentro do SNC

reduziu a geracdo e secrecao de citocinas inflamatérias, como IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, GM-CSF


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click%20on%20image%20to%20zoom&p=PMC3&id=4112512_nihms607407f1.jpg
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e TNF- a bem como efeitos antioxidantes e anti-apoptoticos em modelos de Acidente Vascular
Cerebral (AVC) e Traumatismo Cranioncefélico (TCE) (HENEY et al., 1991; MAJUMDER et
al., 2012; VALLET et al., 2008; VOGELSANG et al., 1992).

As propriedades anti-angiogénicas e antiproliferativas do farmaco vem
desempenhando um papel importante na inibicdo do VEGF e do Fator de Crescimento
Fibroblastico tipo 2 (Fibroblast Growth Factor 2 — FGF-2). No inicio dos anos 1990, D’ Amato
et al. (1994), através de um modelo in vivo, de angiogénese da cdrnea em coelho, demonstrou
um potente efeito inibidor deste processo pela talidomida e dessa forma sugeriram seu uso
potencial para o tratamento de processos de doenca dependentes de angiogénese. Desde entdo,
a talidomida foi avaliada em vérios tipos de cancer (ARRIETA et al., 2002; MCFARLANE et
al., 2018; MARUOTTI; CANTATORE; RIBATTI, 2006; MOTZER et al., 2002; PATT et al.,
2005; STRUPP et al., 2002).

A talidomida possui doses terapéuticas em diferentes contextos clinicos. Um
exemplo muito comum € a utilizagdo no eritema nodoso hansénico, na qual possui doses tipicas
que variam de 100 a 300 mg/dia. Em doencas de maior severidade como o mieloma mdltiplo,
observa-se que a dose maxima administrada pode chegar a 400mg/dia avaliando que seu uso
ndo é realizado de maneira continua, sendo preferencialmente adotada a terapia em ciclos com
intervalo entre as doses minimizando os efeitos adversos (CAMPOS et al., 2021; THEOH;
CHNG, 2021).

E sabido que a talidomida pode ser usada em diversas condicdes inflamatérias como
por exemplo na Sindrome de Stevens-Johnson e doenca de Behcet, onde as doses terapéuticas
variam de 50 a 400mg/dia. Observa-se que 0 uso continuo dessa medicacdo esta associado a
efeitos adversos graves, mesmo em doses mais baixas como € o caso da neuropatia periférica
(CAMPOS et al., 2021; RAJKUMAR, 2019).

A neuropatia tdxica representa um importante problema clinico no uso das
substanciasquimioterapicas e no caso da talidomida uma polineuropatia periférica dolorosa,
predominantemente sensorial, com incidéncia aproximada em 20-50% dos pacientes, vem ser
o fator limitante da dose desse medicamento resultando muitas vezes em retardo ou até mesmo
término prematuro de um tratamento de outra forma bem sucedido. O substrato histoldgico
mostra degeneragdo axonal priméaria. Quanto ao prognostico, e variavel: 25% apresentam
recuperacdo total com a suspensdo do medicamento, 50% permanecem com dano neuronal
irreversivel e 25% com parestesia, sendo necessaria uma supervisdo clinica e neurofisioldgica
rigorosa (CAMPOS et al., 2021; KIRCHMAIR et al., 2007).
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Os outros efeitos indesejaveis mais frequentes séo sedacéo, presente em quase todos
osdoentes, constipacdo, edema periférico, secura da mucosa oral e nasal, sonoléncia, nduseas
e eritema cutaneo. As reacfes menos frequentes sdo bradicardia, neutropenia, irregularidades
menstruais, hipotireoidismo e hipertireoidismo. Sugere-se que a trombose venosa profunda
aumenta se associada a quimioterapia no tratamento do mieloma multiplo (RAJKUMAR, 2000;
RAJKUMAR, 2019; PACHECO et al., 2022).

A utilizacdo da talidomida no Brasil, no entanto, esta condicionada a defini¢do de
protocolos clinicos e diretrizes terapéuticas com critérios de controle de prescricdo de acordo
com a Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 24/2012. As mulheres em idade fértil poderao
fazer uso somente apds avaliacdomédica com exclusdo de gravidez por meio de método
sensivel, e mediante a comprovacao deutilizacdo de, no minimo, dois métodos efetivos de
contracepc¢do sendo pelo menos um métodode barreira. Além disso, as pacientes devem assinar
um consentimento informado antes de iniciar o tratamento. Caso ocorra neuropatia, 0

medicamento deve ser suspenso imediatamente(CAMPOS et al., 2021).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da talidomida no tratamento de endometriose experimental
induzida em ratas Wistar.

3.2 Objetivo especificos

a) Avaliar a acdo da talidomida no controle da dor esponténea;

b) Avaliar a eficacia da talidomida na alodinia mecéanica e hiperalgesia primaria
atraves dos testes clinicos comportamentais;

c) Observar a acdo anti-inflamatéria da talidomida pela dosagem das citocinas
TNFa, INFy, IL-6 e IL-10;

d) Analisar a evolu¢do macroscépica e histologica dos focos endometrioticos apos

tratamento.
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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 fevereiro 2020 no Laboratério Experimental para Estudos da Dor (LEED) da
Universidade Federal do Maranhdo (UFMA), Campus S&o L.uis.

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 Ciénciaem Animais de Laboratdrio (SBCAL)/Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA).

4.3 Protocolo experimental

4.3.1 Animais

Neste experimento, foram utilizadas 60 ratas Wistar adultas (2 meses de idade),
procedentes do Biotério Central da UFMA, as quais foram mantidas em condic6es 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 observagdes. Qualquer alteracdo nos
pardmetros que incluiam mudangas na aparéncia, respiracdo, eliminacGes fisioldgicas,
dificuldades de locomocdo, ictericia, anemia, sinais neuroldgicos e sangramentos foi avaliado

pela equipe executora e também pelo médico veterinario que auxiliou durante pesquisa.
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4.4 Protocolo experimental

4.4.1 Inducédo da endometriose experimental (primeira cirurgia)

As ratas foram submetidas a anestesia inalatéria com isoflurano (inducéo 5%,
manutencdo 2%). Apos a certificacdo do plano anestésico, com a perda do reflexo corneo-
palpebral, realizou-se uma incisdo sobre a linha mediana da parede abdominal com posterior
exposicdo dos cornos uterinos e implantacdo intrauterina de tecido endometriotico (NEVES et
al., 2013).

Os animais foram posicionados em mesa cirirgica em decubito dorsal, com os
membros em abducdo. Realizou-se a antissepsia da regido abdominal utilizando solugédo de
clorexidina 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 seré realizada com bisturi de Iamina n.
15, acometendo pele, plano musculo-aponeurdtico e periténio, seguido de identificacdo dos
Orgdos intracavitarios e exposicao do Utero, anexos e mesentério. O procedimento cirurgico
seguiu com identificacdo, apreensdo, ligadura e seccdo do terco médio do corno uterino
esquerdo usando fio de nylon 6-0 (Mononylon®, Ethicon, S&o Paulo, Brasil) com trés pontos
simples e hemostasia.

Concomitantemente, realizou-se o fatiamento da peca extraida do Gtero 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 néilon 6-0 na superficie
serosa do retalho e mantido reparado. O retalho foi autotransplantado para o mesentério,
préximo 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 fixacéo foi
realizada com um ponto simples do retalho reparado acima.

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

Apos a primeira operacdo, todos os animais foram observados por 21 dias no

Biotério Setorial da Pds-Graduagdo, com protocolo analgésico pos-operatorio com cloridrato
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de tramadol na dose de (1mg para cada 100 gramas de peso) a cada oito horas por 24 horas, por

gavagem.

4.4.2 Confirmacéo do diagnostico da endometriose (segunda cirurgia)

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 [4m (comprimento/2) x (largura/2) x (altura/2/3]. Os
implantes foram entdo classificados de acordo com o Sistema de Classificacdo dos Implantes
em Grau de Crescimento (QUEREDA; BARROSO; ACIEN, 1996), e somente aquelas que

desenvolveram grau de crescimento Il, ou seja, com didmetro >2mm, seguiram no estudo.

Quadro 1 — Classificagao do crescimento dos implantes endometriais

Grau de e .
) 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 sélido

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)
Fonte: Queredaet al. (1996).

Apbs 48 horas da laparotomia e diagndstico da endometriose, iniciou-se 0s
tratamentos experimentais nos animais previamente selecionados, os quais foram divididas
aleatoriamente em seis grupos:

a) Grupo A: Sham (n: 06) grupo saudavel;

b) Grupo B: Controle (n: 06), realizado implante cirdrgico ectopico e tratado com
placebo (SF 0,9%, no volume de 1 ml/100g de peso corpéreo do animal)
diariamente, por 21 dias;

c) Grupo C: realizado implante cirurgico ectépico e tratado com talidomida (25
mg/kg) diluidos em 0,5mL de solucdo salina (n: 06), que foram administrados

via oral (gavagem), diariamente, por 21 dias;
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d) Grupo D: realizado implante cirargico ectdpico e tratado com talidomida 50
mg/kg diluidos em 0,5mL de solugdo salina (n: 06), que foram administrados
via oral (gavagem), diariamente, por 21 dias;

e) Grupo E: realizado implante cirargico ectopico e tratado com talidomida 100
mg/kg diluidos em 0,5mL de solugdo salina (n: 06), que foram administrados
via oral (gavagem), diariamente, por 21 dias;

f) Grupo F: realizado implante cirdrgico ectopico e tratado com acetato de
leuprolida (1mg/kg), dose Unica subcutanea (n: 06).

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).

4.5 Avaliacdo clinica da dor

A avaliacdo clinica quanto a presenca de sinal comportamental da dor foi realizada
antes do inicio do tratamento (D0), assim como no 7° dia (D7), 14° dia (D14) e 21° dia (D21) de
tratamento.

Paraevitar vieses napesquisa por falsos positivos nos testes comportamentais, através
domanejo de rotina (limpeza), administracdo de medicamentos, manipulacdo do animal e
condi¢cdes ambientais (temperatura, ruidos e iluminacao), todos os testes de avaliacdo da dor
nociceptiva e espontanea no estudo foram feitos antes da gavagem nos animais fazendo com
gue 0 manejo para administrar a medicacao e a solugéo salina ndo interviessem nas mesmas.
Outra precaucdo foi manter a temperatura e iluminacdo da sala de avaliacdo semelhantes ao
biotério setorial, assim como um ambiente silencioso, permanecendo na sala somente o0s trés

avaliadores para os testes comportamentais (MILLER; LEACH, 2016).

4.5.1 Avaliacdo da dor espontanea

A identificacdo da dor pode ser baseada em varios indicadores, como fisioldgicos,
comportamentais ou fisicos. Cada um deles foi usado para desenvolver diferentes sistemas de
pontuacdo, com potenciais beneficios e limitagdes. Além de uma série de vantagens, as escalas
de caretas estdo provando ser uma metodologia util que atende a maioria dos pré-requisitos para
identificar e avaliar a dor em animais de pesquisa (COHEN; BETHS, 2020).
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O metodo é relativamente simples e ndo requer nenhum equipamento especializado.
O animal ndo precisa ser treinado e a analise pode ser realizada na propria gaiola, o que limita
fatores de confusdo. Finalmente, as escalas podem ser usadas para avaliar a dor espontanea e
evocada. As regifes da face que se alteraram durante a expressdo da dor incluem os olhos, nariz,
bochecha, boca, orelha e bigodes podendo ser objetivamente pontuadas (DESCOVICH et al.,
2017; MCLENNAN, 2018; TAPPE-THEODOR; KING; MORGAN, 2019).

Para discriminar a sensac¢éo subjetiva de dor facial utilizando-se a escala de caretas
emratos (as) (rat grimace scale), adotou-se 0s seguintes critérios de avaliacdo (SOTOCINA et
al., 2011): dor ausente é igual a <0, dor moderada é igual a “1” e dor intensa € igual a “2”, por
meioda identificacdo das mudancas dos olhos, mudancas na protuberancia do nariz/bochecha,
mudancas nas orelhas e mudancas nos bigodes. O escore geral de dor facial foi dado pela média
dos escores de trés avaliadores, como descrito abaixo:

a) Mudanca dos olhos: Os ratos com dor exibem um estreitamento da &rea orbital,
uma palpebra firmemente fechada ou um aperto nos olhos. Como orientag&o,
qualquer fechamento que reduza o tamanho do olho em mais da metade deve
ser codificado como “2”, pela metade como “1” e olhos abertos “0”. Fotografias
de ratos dormindo ndo devem ser tomadas e/ou codificadas;

b) Mudancas na protuberancia do nariz/bochecha: Os ratos com dor exibem uma
falta de protuberancia no topo do nariz (isto é, um achatamento do nariz). Na
condi¢do “sem dor”, uma protuberincia clara esta presente na ponte do nariz.
As bochechas também sdo arredondadas e levemente estufadas. Quando existe
dor, a ponta do nariz se achata e se alonga, fazendo com que as bochechas do
bigode achatem;

c) Mudangas nas orelhas: As orelhas dos ratos com dor tendem a dobrar, enrolar
para dentro e sdo inclinadas para a frente. Em estados de dor acentuados, as
orelhas sdo inclinadas para fora e sdo mantidas perto de 45° tanto do eixo
perpendicular quanto do nariz. Como resultado, o espaco entre as orelhas pode

parecer mais amplo em relacdo a linha de base (Figura 2);
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Figura 2 — Avaliagéo subjetiva das mudancas nas orelhas pela MGS em ratos

llu" "I" "2"

Fonte: Dados da pesquisa realizada pela autora

d) Mudangas nos bigodes: Os ratos com dor tém bigodes angulados para tras ao
longo da cabeca. Na dor, o bigode é contraido, fazendo com que eles se agrupem
e sejam direcionados para fora do rosto. Isso da a aparéncia dos bigodes como
“em pé&”. Conforme os foliculos se tornam tensos, os bigodes ficam mais

proximos e sdéo menos distintos.

4.5.2 Teste de Von Frey: Avaliacdo da Alodinia Mecanica

Para avaliacdo do limiar de afastamento abdominal, foi utilizado o teste de VVon Frey
que utiliza um analgesimetro digital (Modelo Insight, Sdo Paulo, Brasil), e consiste em um
transdutor de pressdo conectado a um contador digital de forca expressa em gramas (g). O
aparelho é calibrado para registrar uma forca maxima de 150 g, mantendo a precisao de 0,1 g
até a forca de 80 g. O contato do transdutor de pressdo a parede pélvica anterior dos animais foi
realizado por meio de uma ponteira descartavel de polipropileno com 0.5 mm de diametro
adaptada a este. Os animais foram colocados em caixas individuais de acrilico transparentes,
medindo 12 x 20 x 17cm, cuja plataforma consiste de uma rede de malha igual a 5mm?,
constituida de arame ndo maledvel de 1 mm de espessura, estes orificios possuem tamanhos
adequados apenas para 0 acesso da ponteira (Figura 6). Com o objetivo de adaptacdo ao
ambiente, os animais foram colocados nas caixas, 15 minutos antes do inicio do teste. Espelhos
foram posicionados 25 cm abaixo das caixas de acrilico para facilitar a visualizacdo da pelve
dos animais. O avaliador que foi sempre 0 mesmo, aplicou por entre as malhas da rede, uma
pressdo linearmente crescente pelves até que o animal produzisse uma resposta caracterizada

como movimentacdo de defesa abdominal. Os estimulos foram repetidos por até seis vezes, até
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que o animal apresentasse trés medidas similares com uma clara resposta de movimentagao
(SILVA, 2009; KALFF; DOWSING; GRIGG, 2010).

4.5.3 Avaliacéo de atividade motora/deambulacéo forcada (RotaRod Test)

Com o objetivo de avaliacdo da atividade motora os animais foram colocados em
um aparelho de Rotarod (modelo 1ITC Life Science, California, Estados Unidos) na velocidade
del6 rpm por um periodo de tempo de 300 segundos.

A qualidade da deambulacdo forcada foi graduada em uma escala numeérica
adaptada que variou de 5 a 1, em que: 5 = uso normal dos membros; 4 = claudicacdo leve; 3 =
claudicacdograve; 2 = intermitente desuso dos membros; 1 = completo desuso dos membros
(KALFF; DOWSING; GRIGG, 2010).

4.6 Dosagem de citocinas

Nos dias D7 e D21, foram coletas amostras de sangue total de cada animal em tubos
contendo anticoagulante EDTA-KS3, pela puncéo da veia caudal das ratas e centrifugadas por
quinze minutos a 3000 x g, promovendo a separacdo entre plasma e células sanguineas. O
plasma foi entdo armazenado em Eppendorfs® a — 20°C de temperatura, para posterior
quantificacdo das citocinas TNF a, INF-y, IL-6 e IL-10 pelo método de imunoabsor¢ao
enzimatica. Toda a técnica seguiu instru¢bes dos Kits de dosagem das respectivas citocinas

(Quantikine® Elisa Kit, R&D Systems, Minneapolis, USA) e do equipamento.
4.7 Eutanésia

Os animais de cada grupo foram anestesiados com associacdo de cloridrato de
cloridrato de ketamina (150mg/Kg) e cloridrato de xilazina (15mg/Kg). Apéds perda dos reflexos
motores e constatacdo de perda do reflexo de retirada da pata por pingamento, os animais foram
posicionados em decubito dorsal, e foi realizada uma incisdo na linha mediana, abaixo do
manubrio do esterno, cranialmente a sinfise pélvica. A veia cava caudal foi dissecada, e a
venopuncdo desta veia foi realizada para coleta de sangue terminal (media de 5ml) para
posterior realizacdo de analises hematologicas. As carcagas dos animais foram encaminhadas a

incineracdo de acordo com o protocolo do Biotério Central da UFMA.
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4.8 Andlise histopatoldgica

Os implantes endometriais da parede abdominal, colhidos no D21, foram fixados
em formaldeido a 10% (v/v), com posterior desidratacdo e inclusdo em blocos de parafina. A
partirdisso foram preparadas sec¢fes com Sum de espessura e as mesmas coradas pela
hematoxilina e eosina para andlise histolégica em microscopia Optica de campo claro. Foram
entdo obtidas imagens utilizando cAmera fotografica acoplada ao microscopio (Biocam®), sendo
as mesmas avaliadas por um Unico patologista.

De forma semiquantitativa, foi ainda avaliada a persisténcia de células epiteliais dos
autotransplantes pos-tratamento, a partir da classificacdo histoldgica associada a escores
definidos por Keenan et al., em 1999, os quais, apesar do carater subjetivo, sdo 0s mais
utilizados para avaliar a endometriose experimental (Quadro 2), mostrando que quanto maior
for o impacto na integridade e preservacdo da camada epitelial maior sera o efeito na regressdo

dos implantes endometrioticos.

Quadro 2 — Escores de avaliacao da persisténcia de células epiteliais em autotransplantes de

endométrio
Escore Caracteristica epitelial
3 Camada epitelial bem preservada
2 Epitélio moderadamente preservado, com infiltrado leucocitario
1 Epitélio pobremente preservado, com apenas células epiteliais ocasionais
0 Auséncia de camada epitelial

Fonte: Keenan et al. (1999).

4.9 Andlise estatistica

Os dados foram coletados a partir de uma ficha de avaliagdo, tabulados e
comparados entre 0s grupos estudados. Utilizou-se o teste de Shapiro-Wilk para testar a
normalidade das varaveis quantitativas.

A comparacao das médias de diferentes grupos experimentais foi realizada com a

analisede variancia univariada (One-Way Analysis of Variance — one-way ANOVA), seguida
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pelo teste de Tukey de multiplas comparac@es. Na avaliacdo de duas fontes de variabilidade, foi
utilizado andlise de variancia bivariada (Two-way ANOVA).

Os dados obtidos foram analisados através do software GraphPad Prism®, versédo
7.0 (GraphPad Software, San Diego, Inc., CA, USA) e os resultados que apresentaram
probabilidade de ocorréncia da hipdtese de nulidade menor que 5% (P <0.05) foram

consideradas estatisticamente significantes.
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5 RESULTADOS

5.1 Avalia¢ao da dor espontanea

No DO, apenas o grupo T50 (p=0,0034) obteve redugéo clinicamente significante
da dor quando comparado ao grupo controle, bem como o grupo sham (p<0,0001). Ja no D7
néo foi observado melhora da dor nos grupos avaliados quando comparado ao controle. No D14
houve uma melhora similar entre os grupos farmacologicamente tratados em comparacéo ao
controle, com diferenga estatisticamente significante entre as médias dos escores de dor dos
grupos T25 (p=0,0081), T50 (p<0,0001), T100 (p<0,0001), leuprolida (p<0,0001) e Sham
(p<0,0001). Na comparacdo entre o grupo leuprolida e os demais grupos ndo houve. diferenca
estatisticamente significante (Gréafico 1).

Gréfico 1 — Avaliacdo da dor espontanea pelo teste Mouse Grimace Scale

FACE

CONTROLE (-)
T 25MG

T50 MG

T100 MG
LEUPROLIDA
- SHAM

Mouse MGS

T
DO D7 D14 D21

Dias ap6s o inicio do tratamento

Nota: As linhas representam média com n = 6 por grupo. Grupos: CONTROLE (-): animais com endometriose
induzida e tratados via oral com 1mL/Kg/21dias de NaCl a 0,9%; T25: animais induzidos e tratados via oral
de forma terapéutica com 25mg/Kg/21dias de Talidomida; T50: animais induzidos e tratados via oral de
forma terapéutica com 50mg/Kg/dia de Talidomida do D1 aoD21; T100: animais induzidos e tratados via
oral de forma terapéutica com 100mg/Kg/dia de Talidomida do D1 ao D21; LEUPROLIDA: animais
induzidos e tratados, via subcutanea, de forma terapéutica com 1mg/kg em dose Unica no D1; SHAM:
animais ndo induzidos e ndo tratados. As linhas representam média + desvio padrdo com n=6 por grupo,
nos momentos DO,D7, D14 e D21, e expressos em um escore que pode variar de 0 a 10. Os simbolos ### e
*** representam diferencas significativas por grupos. A andlise estatistica foi realizada usando ANOVA
Two Way (p=0,0007) com o teste de Tukey como post roc. Eixo X: Dias ap6s inducao;eixo Y: escore MGS.

Fonte: Dados da pesquisa realizada pela autora.



40

Na ultima avaliacdo, demonstrou-se uma resposta clinica efetiva nos grupos T50
(p= 0,0034) T100 (p= 0,0016), leuprolida (p= 0,0016) e Sham (p= 0,0016), com uma melhor
resposta nos grupos T100 e leuprolida que conseguiram zerar a escala de dor ao final do

protocolo.

5.2 Avaliacao da alodinia mecénica

Este teste baseia-se na avaliacdo de tolerancia das ratas a estimulacdes dolorosas,
portanto, quanto maior o valor obtido durante o teste, melhor o efeito farmacoldgico. No dia 0
nédo houve diferenca significativaentre os grupos tratados com talidomida quando comparados
com o controle, leuprolida e sham.

A partir do sétimo dia, observou-se um aumento da tolerabilidade a dor dos grupos
T50 (p= 0,0463), T100 (p<0,0001) e leuprolida (p=0,0013), comparado ao grupo controle e 0
grupo Sham (p= 0,0401), com uma diferenga minima de 5,9 pontos nos escores de avaliagao.
Ressalta-se que o grupo T100 teve a maior tolerabilidade com diferenca de 7,5 quando
comparado ao controle.

Assim como na avaliagcdo anterior, no 14° dia, observou-se ainda uma maior
tolerabilidade ao comparar o grupo controle com o grupo T50 (p=0,0131), T100 (p<0,0001) e
leuprolida (p= 0,0120), ratificando que a melhor resposta clinicamente significativa foi a dose
de 100mg, apresentando uma diferenca de 9,1 na estimulacdo algica dos animais testados.
Observou-se que a tolerabilidade do grupo T50 e leuprolida sdo proximas, indicando uma
diferenca de 6 pontos se comparado ao grupo controle. Manteve-se a diferenca estatistica entre
0 grupo controle e o grupo Sham (p=0,0328). Ainda nesse mesmo periodo, 0 T25 ndo obteve
diferenca nas médias quando comparado ao grupo controle, ou seja, sua resposta ndo foi
clinicamente significativa, resultado confirmado na comparacdo com o grupo leuprolida,
apresentando diferenca estatisticamente significante (p=0,0198).

No ultimo dia de aplicacdo do protocolo os grupos T 50 (p= 0,0231), T 100
(p=0,0002) e leuprolida (p=0,0252) mantiveram sua resposta clinica de tolerabilidade a dor,
resultando em uma diferenca estatisticamente significante quando comparado ao controle, com

no minimo 5,2 pontos acima no escore de avaliagdo (Grafico 2).
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Grafico 2 — Avaliagdo da alodinia mecénica utilizando o do teste VonFrey
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Nota: Grupos: CONTROLE (-): animais com endometriose induzida e tratados via oral com 1mL/Kg/dia de NaCl
0,9% do D1 ao D21; T25: animais induzidos e tratados via oral de forma terapéutica com25mg/Kg/dia de
Talidomida do D1 ao D21; T50: animais induzidos e tratados via oral de formaterapéutica com 50mg/Kg/dia
de Talidomida do D1 ao D21; T100: animais induzidos e tratadosvia oral de forma terapéutica com
100mg/Kg/dia de Talidomida do D1 ao D21; LEUPROLIDA:animais induzidos e tratados via subcutanea
de forma terapéutica com 1mg/kg em dose Gnica no D1; SHAM: animais ndo induzidos e ndo tratados. As
linhas representam média + desvio padrdo com n=6 por grupo, nos momentos DO, D7, D14 e D21, e
expressos em um escore que pode variar de 0,05 a 300 gramas (g) de forca. Os simbolos ## g ***
representam diferengas significativas por grupos. A anélise estatistica foi realizada usando ANOVA Two
Way (p=0,0065) com o teste de Tukey como post hoc Eixo X: Dias ap6s indu¢do; eixo Y: limiar nociceptivo
de afastamento abdominal. Eixo X: Dias apés inducdo; eixo Y: limiar nociceptivo de afastamento
abdominal.

Fonte: Dados da pesquisa realizada pela autora.

5.3 Avaliacéo da atividade motora / deambulacéo forcada

A avaliacdo por meio do teste Rota Rod considera a da limitacdo da marcha das
ratas ao estimulo de dor provocado pela endometriose, avaliadas nos dias 0, 7, 14 e 21 do estudo.
No dia 0 ndo houve diferenca significativa entre os grupos estudados quando comparado com
o controle e o leuprolida.

Identificou-se no D7 a preservacdo da marcha nos grupos T50, T100 e Sham (p <
0,0031) em comparacdo ao controle, que apresentou claudicacdo leve logo nessa primeira
avaliacdo. Os grupos que foram submetidos aos tratamentos farmacoldgicos (p<0,0001) e o
grupo sham (p=0,002) mantiveram o ritmo de marcha normal ou muito proximo ao normal
em continuidade no D14 (p<0,0001) bem como no D 21 (p<0,0001), demonstrando efetividade
do tratamento frente ao grupo controle que manteve — se em claudicacdo leve até o final da

avaliacdo do protocolo.
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Gréfico 3 — Avaliacédo da atividade motora/deambulagéo forgcada usando o rotarod teste
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Nota: Grupos: CONTROLE (-): animais com endometriose induzida e tratados via oral com 1mL/Kg/dia de NaCl
0,9% do D1 ao D21; T25: animais induzidos e tratados via oral de formaterapéutica com 25mg/Kg/dia de
Talidomida do D1 ao D21; T50: animais induzidos e tratadosvia oral de forma terapéutica com
50mg/Kg/dia de Talidomida do D1 ao D21; T100: animais induzidos e tratados via oral de forma terapéutica
com 100mg/Kg/dia de Talidomida do D1 aoD21; LEUPROLIDA: animais induzidos e tratados via
subcutanea de forma terapéutica com 1mg/kg em dose Unica no D1; SHAM: animais ndo induzidos e ndo
tratados. As linhas representam média + desvio padrdo com n=6 por grupo, nos momentos DO, D7, D14 e
D21, e expressos em um escore que pode variar de 1 a 5. Os simbolos ## e *** representam diferengas
significativas por grupos. A andlise estatistica foi realizada usando ANOVA Two-Way (p=0,0006) com o
teste de Tukey como post hoc Eixo X: Dias ap0s indugdo; eixo Y: limiarnociceptivo de afastamento
abdominal.

Fonte: Dados da pesquisa realizada pela autora.

5.4 Determinacéao da concentracdo do TNF a

No D7 os niveis de TNF-a foram baixos em todos os grupos sem alcancar diferenca
estatisticamente significante entre os grupos, exceto no D21 onde a o grupo leuprolida
demonstrou ter nivel superior desta citocina ap6s 21 dias da administracdo do farmaco. Essa
diferenca foi estatisticamente significante quando comparado com 0s demais grupos, com
valores respectivamente, sham (p=0,0120), T25 (p=0,0031), T50(p= 0,0235), T100 (p=0,0004)
e controle (p=0,0002) (Grafico 4).
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Gréfico 4 — Avaliacdo da concentracdo de TNF a em 2 momentos, D7 e D21
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Nota: Grupos: CONTROLE (-): animaiscom endometriose induzida e tratados via oral com 1mL/Kg/dia de NaCl
0,9% do D1 ao D21; T25: animais induzidos e tratados via oral de forma terapéutica com 25mg/Kg/dia de
Talidomida do D1 ao D21; T50: animais induzidos e tratados via oral de forma terapéutica com
50mg/Kg/dia de Talidomida do D1 ao D21; T100: animaisinduzidos e tratados via oral de forma terapéutica
com 100mg/Kg/dia de Talidomida do D1 ao D21; LEUPROLIDA: animais induzidos e tratados via
subcutanea de forma terapéutica com 1mg/kg em dose Unica noD1; SHAM: animais ndo induzidos e ndo
tratados. O simbolo*** representa diferencas significativas por grupos. A analise estatistica foi realizada
usando ANOVA Two Way (p=0,0004) com o teste de Tukey como post roc. Eixo X: Dias ap6s inducéo;
eixo Y: concentracdo de TNF a expressa em pg/mL.

Fonte: Dados da pesquisa realizada pela autora.

5.5 Determinacéo da concentracdo do INF y

Ao avaliar os niveis de INF y no D7 houve um aumento no grupo do grupo controle,
guando comparado ao sham, com diferenca estatisticamente significante (p=0,0262). Todos 0s
demais grupos quando comparados ao controle ou leuprolida tanto no D7 quanto no D21, ndo

obtiveram diferenca estatisticamente significante (Gréfico 5).

Gréfico 5 — Avaliacdo da concentracdo de INF y em 2 momentos, D7 e D21
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Nota: Grupos: CONTROLE (-): animais com endometriose induzida e tratados via oral com 1mL/Kg/dia de NaCl
0,9% do D1 ao D21; T25: animais induzidos e tratados via oral de forma terapéutica com 25mg/Kg/dia de
Talidomida do D1 ao D21; T50: animais induzidos e tratados via oral de forma terapéutica com
50mg/Kg/dia de Talidomida do D1 ao D21; T100: animaisinduzidos e tratados via oral de forma terapéutica
com 100mg/Kg/dia de Talidomida do D1 ao D21; LEUPROLIDA: animais induzidos e tratados via
subcutanea de forma terapéutica com 1mg/kg em dose Gnica noD1; SHAM: animais ndo induzidos e ndo
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tratados. Os resultados obtidos séo representados em média + desvio padrdo nos momentos D7 e D21. O
simbolo* representa diferencas significativas por grupos. A analise estatisticafoi realizada usando ANOVA
Two Way (p= 0,6693) com o teste de Tukey como post roc. Eixo X: Dias apds inducéo; eixo Y:
concentracdo de INF y expressa em pg/mL

Fonte: Dados da pesquisa realizada pela autora.

5.6 Determinacéao da concentracao de IL-6
No D7 e no D21 niveis de IL-6 ndo se mostraram diferentes estatisticamente quando
comparado o controle com os demais grupos. Damesma forma nédo se observou diferenca entre

as médias de IL6 quando comparado o grupo leuprolida com os demais grupos (Grafico 6).

Gréfico 6 — Avaliacdo da concentracdo de IL-6 em 2 momentos, D7 e D21
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Nota: Grupos: CONTROLE (-): animais comendometriose induzida e tratados via oral com 1mL/Kg/dia de NaCl
0,9% do D1 ao D21; T25: animais induzidos e tratados via oral de forma terapéutica com 25mg/Kg/dia de
Talidomida do D1 ao D21; T50: animais induzidose tratados via oral de forma terapéutica com
50mg/Kg/dia de Talidomida do D1 ao D21; T100: animais induzidose tratados via oral de forma terapéutica
com 100mg/Kg/dia de Talidomida do D1 ao D21;LEUPROLIDA: animaisinduzidos e tratados via
subcutanea de forma terapéutica com 1mg/kg em dose Gnica no D1; SHAM: animais ndoinduzidos e nao
tratados. Os resultados obtidos sdo representados em média + desvio padrdo nos momentos D7 e D21.A
anélise estatistica foi realizada usando ANOVA Two-Way (p=0,02904) com o teste de Tukey como post
roc. Eixo X: Dias ap6s indugdo; eixo Y: concentracdo de IL-6 expressa em pg/mL.

Fonte: Dados da pesquisa realizada pela autora.

5.7 Determinacao da concentracéo de IL-10

Observa-se no D7 niveis elevados de IL-10 com diferenca estatisticamente
significante quando comprado com os grupos T25 (p=0,0135), T50 (p=0,0020), T100
(p=0,0091) e leuprolida (p=0,0004).

No D21 identificou-se reducgéo dos niveis de IL-10 em todos 0s grupos exceto, no
grupo T25 (p=0,0302) com diferenca estatisticamente significante quando comparado ao grupo

controle. N&o se observou diferenca entre os demais grupos e o controle (Gréfico 7).
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Gréfico 7 — Avaliacdo da concentracdo de IL-10 em 2 momentos, D7 e D21
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Nota: Grupos: CONTROLE (-): animais com endometriose induzida e tratados via oral com 1mL/Kg/dia de NaCl
0,9% do D1 ao D21; T25: animais induzidos e tratados via oral de forma terapéutica com 25mg/Kg/dia de
Talidomida do D1 ao D21; T50: animais induzidos e tratados via oral de forma terapéutica com
50mg/Kg/dia de Talidomida do D1 ao D21; T100: animaisinduzidos e tratados via oral de forma terapéutica
com 100mg/Kg/dia de Talidomida do D1 ao D21; LEUPROLIDA: animais induzidos e tratados via
subcutanea de forma terapéutica com 1mg/kg em dose Unica noD1; SHAM: animais ndo induzidos e ndo
tratados. Os resultados obtidos sdo representados em média + desvio padrdo nos momentos D7 e D21.0s
simbolos ### g *** representam diferencas significativas por grupo. A analiseestatistica foi realizada usando
Two-way ANOVA com o teste de multiplas comparacdes (p= 0,0008) Eixo X: Diasap6s inducdo; eixo Y:
concentracéo de IL-10 expressa em pg/mL.

Fonte: Dados da pesquisa realizada pela autora.

5.8 Analise volumétrica dos implantes

Né&o foi identificado diferenca estatistica significante na comparacdo entre média
inicial e final do grupo controle (p= 0,600), porém houve um aumento volumétrico dos
implantes nas médias apds 21 de aplicagdo do protocolo (diferenca entre médias: 7,86 mm?3).
Ao contrério do grupo controle, observou-se uma reducdo dos implantes ao comparar as médias
inicial e final dos grupos T50 (diferenca entre as médias: 111,01 mm?; p=0,14), T100 (diferenca
entre as médias: 188,22 mm?3; p=0,017), e leuprolida (diferenca entre as médias:117,70 mm?;
p< 0,001) (Tabela 1 e Figura 3).

Tabela 1 — Comparagdo do volume dos focos endometridticos, inicial e apds 21 dias de

tratamento
Volume inicial Volume final
(Média m3) + DP (Média m3) £ DP i
Controle (-) 113,35 +36,76 121,21 +19,25 0,600
T25mg 99,56 £73,61 50,35+ 68,01 0,078
T50mg 157,73 £102,20 5,79 +6,66 0,014
T100mg 193,45 £129,22 5,22 £5,59 0,017
Leuprolida 122,03 £29,82 4,32+ 4,30 <0,001

Nota: Nesta tabela foram realizadas comparagdes intragrupos avaliando a média do volume inicial e final das
lesdes, através do Teste t pareado, considerando a rejeicdo de HO quando p<0,05.
Fonte: Dados da pesquisa realizada pela autora.
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5.9 Avaliacdo histoldgica

Durante a avaliacdo histoldgica, observou-se que os grupos com talidomida nas
doses de 50mg, 100mg e leuprolida (p =0,013) obtiveram a menor preservacao do epitélio
ectopico indicando reducdo do implante endometridtico, sendo que T50 e T100 foi igual ao

grupo leuprolida (Tabela 2).

Tabela 2 — Avaliacao da histologia por meio da escala de KEENAN

SCORE do teste

Média + DP P
Controle (-) 2,75+ 0,50
T25mg 1,50+0,58
T50mg 0,75 £0,50 0,013
T100mg 0,75 +£0,50
Leuprolida 0,75+ 0,50

Nota: Nesta tabela foram realizadas comparaces entre grupos relacionando o valor do score da escala de
KEENAN através do Teste de Friedman, considerando a rejeicdo de HO quando p<0,05.
Fonte: Dados da pesquisa realizada pela autora.

Figura 3 — Fotomicrografias dos epitélios endometridticos (setas)

Nota: A epitélio bem preservado, com citoplasmas bem desenvolvidos, referente ao grupo CONTROLE (-); B:
epitélio moderadamente preservado do grupo T25, com citoplasmas pouco desenvolvidos; C, D e E:
epitélio pobremente preservado referente aos grupos T50, T100 e LEUPROLIDA respectivamente, com
células ocasionais de citoplasma pouco desenvolvido. (A), (B) e (C) 5um, 40x, HE.

Fonte: Dados da pesquisa realizada pela autora.
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Bibliometric analysis of the treatment of pain in endometriosis.

Abstract

Treatment of endometriosis involves pain relief. Achieved through the administration of
analgesics, non-steroidal anti-inflammatory drugs, with or without the addition of
hormone therapy. However, studies investigating the treatment of pain in endometriosis
using experimental models in rats and the utilization of medications are limited.
Therefore, a bibliometric analysis was conducted to systematically evaluate research
trends and critical points in the field of endometriosis pain treatment in experimental
models. Thirty publications related to this theme, spanning from 2012 to 2022, were
retrieved from various databases including Web of Science, Scopus, PubMed, Embase,
and CINAHL, using appropriate keywords in the English language. The quality of the
publications was evaluated using impact metrics, productivity, term density mapping, and
author network. The average annual publication rate was found to be 3 articles per year,
with a peak in 2021 at 5 articles. The United States and China emerged as the most
productive countries, with 12 and 10 publications, respectively. The field of Medicine
(37.0%) was the most prolific, although the H-index was relatively low (13:13). Term
density mapping involved the investigation of 542 keywords, from which 35 were
selected, with only 8 displaying significant density. In conclusion, there is a paucity of
publications addressing this theme over the past decade. The dominance of the United
States and China in production and publication on this subject is evident, along with
limited exchange of knowledge, and technologies in this field. Being necessary for
international cooperation and funding to foster novel approaches for treating pain in
endometriosis.

Keywords: Endometriosis; Animal model; Rats; Treatments; Pain

1. Introduction

Endometriosis is a chronic, inflammatory, benign, and estrogen-dependent
gynecological disease characterized by the aberrant growth of endometrial-like tissue
outside the uterine cavity. It affects approximately 10% of women in their reproductive
years and is associated with 50% of infertility cases’?. Due to its multifactorial etiology,
chronic pelvic pain occurs in more than 70% of cases, often accompanied by debilitating
dyspareunia, dysmenorrhea, and other symptoms, significantly impairing women's daily
activities and negatively impacting their overall quality of life. The diagnosis of
endometriosis is time-consuming, and conventional drug treatments are costly and often
exhibit limited efficacy, with potential for relapse and complications upon treatment
cessation®4.

Therefore, regardless of the therapeutic approach employed, it is crucial to pursue
a treatment strategy that aligns with the individual patient's characteristics and ensures
easy therapeutic adherence®. In this regard, animal models have been extensively
utilized in experimental studies focused on endometriosis, aiming to enhance our
understanding of its pathogenesis, disease progression, and potential treatment
modalities®. However, the existing knowledge in this area is still insufficient to provide
conclusive guidance, particularly regarding the currently proposed treatments’.
Numerous gaps remain to be elucidated, especially in studies investigating the treatment
of endometriosis pain using experimental rat models and exploring the use of non-
conventional medications.
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To address these knowledge gaps, a bibliometric analysis is proposed, as it
represents a well-established method for evaluating research trends through quantitative
and qualitative measures. By employing bibliometric indicators such as the temporal
distribution of studies, the number of authors, publications, countries, scientific
collaborations, journals, and impact factors, this analysis aims to provide comprehensive
insights into the progress of scientific research and technological advancements in the
field®®.

Despite the continuous growth in the number of annual publications, a
comprehensive bibliometric analysis focusing on this specific area has yet to be
conducted. Thus, there is a clear need for this bibliometric review, aiming to
systematically assess research trends and critical aspects related to the treatment of
endometriosis pain in experimental rat models. The primary objective of this analysis is
to systematically evaluate research trends and critical points in the field of endometriosis
pain treatment in experimental models in rats, proposing a new paradigm for future
research.

2. Materials and methods

2.1. Data sources and search strategy

The data were collected independently by pairs during the period of January to
February 2023. The specific topic of interest was the treatment of endometriosis pain in
experimental rat models, focusing on articles published in indexed journals from January
2012 to December 2022. To retrieve relevant data, multiple databases including Scopus,
Web of Science (WOS), CINAHL, Embase, WHO, and PubMed were utilized.

Web of Science, owned by Clarivate, and Scopus, owned by Elsevier, are widely
recognized sources of citation data that are curated by subscribing institutions. The
combination of these two databases, Web of Science and Scopus, encompasses a
broader range of scientific disciplines, encompasses a wider span of publication dates,
includes a larger number of countries, and offers comprehensive citation analysis. Due
to these advantages, these databases are commonly employed in bibliometric analyses®
10

A comprehensive search strategy was employed to ensure the inclusion of all
relevant publications. The keywords used in the search were: [(endometriosis) OR
(endometriose)] AND [(animal model) OR (animal models) OR (animal model
experimental) OR (animal models experimental) OR (animal madel laboratory)] AND
[(rats) OR (rattus) OR (laboratory rats)] AND [(treatments) OR (management)] AND
[(pain) OR (management pain)]. Additionally, the search was restricted to experimental
studies conducted in the English language.

To refine the search results, several exclusion criteria were applied. Duplicate
publications, dissertations, letters, book chapters, conference proceedings, and articles
unrelated to the topic or lacking information on endometriosis pain outcomes were
excluded. Any disagreements regarding inconsistent content were discussed and
resolved. Furthermore, articles that could not be adequately assessed for inclusion
based on their title alone were also excluded’'. The citation information for all included
articles was extracted from the Scopus database, ensuring a comprehensive collection
of relevant data.

The quality of publications was evaluated using various bibliometric indicators.
These included the total citation frequency, average citations per item, H-index,
CiteScore, SClmago Journal Rank (SJR), and normalized source impact per article
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(SNIP). To analyze the quantity and publication trends, several factors were considered.
These included the total number of publications, types of research conducted, research
organizations involved, author contributions, journals of publication, and financial support
received. Finally, specific information such as the number of publications, citations
received, H-index values, journals of publication, references, and keywords were
extracted and recorded as bibliometric indicators.

2.2Bibliometric analysis

This study employed a quantitative descriptive analysis methodology based on
bibliometric analysis. The data generated from the analysis were presented using graphs
and tables, which presented the results in both absolute numbers and percentages.

To conduct bibliometric mapping and cluster analysis, the VOSviewer® software
version 1.6.15 (Leiden University, Netherlands) was utilized. VOSviewer® is a
specialized software tool designed for constructing and visualizing bibliometric networks.
By employing bibliometric mapping techniques, the software enables the visualization of
academic production in terms of publications and citation information within a specific
field. Additionally, cluster analysis algorithms were employed to identify natural divisions,
or clusters, within research networks based on similarities. This facilitated the
visualization of co-authorship networks among researchers, institutions, and countries
(12).

2.3 Ethical considerations

Since this study involved the analysis of existing published research, it did not require
ethical approval. The data used were publicly available and did not involve any direct
interaction with human subjects or their personal information. Additionally, no authors
were contacted for additional information about their publications, as the analysis
focused solely on the existing data within the publications themselves.

3. Results

3.1. Pain management in endometriosis: Publications, authors, affiliations,
countries, and grants

A total of 142 publications were initially identified through searches in the
databases, with 59 located in Scopus and 83 in the Web of Science. Following the
application of refinement criteria, including a temporal filter (spanning from 2012 to
2022), document type (articles), and language (English), a final set of 30 studies was
obtained. Out of these, 30 were sourced from Scopus and 10 from the Web of Science.
After excluding 10 duplicate studies, 30 unigue studies were included for the subsequent
bibliometric data analysis'>*2.

Table 1 provides an overview of the 30 included publications in this review. The
majority of these publications originated from China (10 publications), followed by the
United States (9 publications), Turkey (3 publications), and the United Kingdom (2
publications). Additionally, there were individual contributions from countries such as
Italy, Brazil, Puerto Rico, India, Russia, and Iran, each with one publication.

Table 1: Experimental studies on pain treatment in endometriosis: publications in
experimental rat models, 2012-2022, Bibliometric Review, 2023

Figure 1 illustrates the publication trends over the years, revealing a generally
low number of publications in most years. Notably, there was no publication identified in
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2013, while the highest peak of 5 publications was cbserved in 2021. On average,
approximately 3 publications per year were published in the last decade.

Figure 1: Annual publication trends in pain treatment in endometriosis in experimental
rat models, 2012-2022, Bibliometric Review, 2023.

Fifteen countries were identified in the author affiliations section of the
publications included in this review. The United States demonstrated the highest number
of affiliations, with 12 publications, followed by China with 10 publications. Germany and
Turkey each had 3 publications, as depicted in Figure 2.

Figure 2: Country-wise distribution of publications on pain treatment in endometriosis in
experimental rat models, 2012-2022, Bibliometric Review, 2023.

In terms of the areas that exhibited the highest publication output, 10 distinct
fields were identified, with notable prominence in the following categories: Medicine
(37.0%, 20 publications), Biochemistry, Genetics, and Molecular Biology (18.5%, 10
publications), Pharmacy, Pharmacology, and Toxicology (13.0%, 7 publications), and
Neuroscience (11.1%, 6 publications), as depicted in Figure 3.

Figure 3: Subject area distribution of publications on pain treatment in endometriosis in
experimental rat models, 2012-2022, Bibliometric Review, 2023

3.2. Citations and index analysis

Table 2 presents the number of citations per year for each publication and the
cumulative citations for the top 5 publications from 2012 to 2022, totaling 402 citations.
Furthermore, we highlight the most cited journals along with their respective indicators:
American Journal of Pathology (80 citations, CiteScore 8.6 / SJR 1.619 / SNIP 1.227),
Journal of Visualized Experiments (44 citations, CiteScore 2.5/ SjR 0.504 / SNIP 0.449),
Frontiers in Pharmacclogy (38 citations, CiteScore 6.6 / SJR 1.143 / SNIP 1.388),
Reproductive Sciences (25 citations, CiteScore 4.2 / SjR 0.642 / SNIP 0.770), and Pain
(25 citations, CiteScore 10.6 / SjR 2.135 / SNIP 2.172).

Table 2: Citations of the top 5 publications on pain treatment in endometriosis in
experimental rat models, 2012-2022, Bibliometric Review, 2023

Figure 4 displays the CiteScore (A), SjR (B), and SNIP (C) graphs, comparing
citation and impact factor related to endometriosis, rats, treatment, and pain. The figure
demonstrates that the journals "Pain" and "Frontiers in Pharmacology" consistently
obtained the highest scores and metrics over the years (Figure 4).

Figure 4: Indicators of publications on pain treatment in endometriosis in experimental
rat models, 2012 to 2022, Bibliometric Review, 2023. (A) CiteScore, (B) SJR, and (C)
SNIP.

CiteScore is a straightforward way to measure the impact of citation sources,
such as journals. It is based on the number of citations received by documents published
in a journal over a four-year period, divided by the number of indexed documents of the
same type in the Scopus database published in those same four years. The SClimago
Journal Rank (SjR) graph represents the average weighted citations received in the
selected year by documents published in the selected journal in the previous three years.
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The Source Normalized Impact per Paper (SNIP) graph provides a corrective metric to
account for differences in citation potential across different fields.

The graph below depicts a 45-degree line, which represents a 1:1 relationship
between publishing and being cited. |t emphasizes that out of the 30 documents
considered for the h-index, 13 have been cited at least 13 times (Figure 5). In an overview
of the selected documents, there is a trend of increasing citations for publications from
2016 (16 citations), 2017 (31 citations), 2018 (43 citations), 2019 (50 citations), 2020 (67
citations), 2021 (75 citations), and 2022 (96 citations) (Figure 6).

Figure 5: H-index of publications on pain treatment in endometriosis in experimental
rat models, 2012 to 2022, Bibliometric Review, 2023

Figure 6: Citations of publications on pain treatment in endometriosis in experimental
rat models, 2012 to 2022, Bibliometric Review, 2023

3.3 Co-occurrence and keyword density analysis

The network of co-occurring keywords (A) and the density of words or "hotspots”
(B) were analyzed to clarify the relationship between the most cited references, co-
occurring keywords, clusters, and bursts, with a focus on the treatment of pain in
endometriosis using experimental models in rats. A total of 542 terms were mapped, and
the selection criterion required a minimum occurrence of 5 times in the publications,
resulting in 35 words. Among these, 8 keywords stood out: "animal experiment”, "animal
model", "article"”, "controlled study”, "endometriosis”, "female", "non-human”, and "rat"
(Figure 7).

The visualization of the co-occurrence analysis of keywords presents colored
circles that indicate the frequency of occurrence of these words. The lines connecting
the nodes represent their co-occurrence in the same publication, with shorter distances
indicating a higher occurrence of the two keywords. The hotspots are represented by the
intensity and size of the colored circles, with intense yellow indicating significant

importance.

Figure 7: (A) Co-occurrence network of keywords and (B) Word density visualization in
publications on pain treatment in endometriosis in experimental rat models, 2012 to
2022, Bibliometric Review, 2023

3.4. Group analysis of authors and most cited authors

In the analysis of authors and co-authors, we identified 135 names and 3 potential
author groups. By examining the strength of connections among these 135 names, we
found that the largest connected cluster consists of 8 names, highlighted in red (A).
Furthermore, regarding the most cited and frequently co-published authors, three names
(Levine, JD; Alvarez, P.; and Giudice, LC) were present in studies 16-18, indicating
academic collaboration (B) (Figure 8).

Figure 8: (A) Visualization of groups of authors, and (B) Visualization of the most cited
authors in publications on pain treatment in endometriosis in experimental rat models,
2012 to 2022, Bibliometric Review, 2023

4 Discussion

The present bibliometric review study provided a comprehensive overview of the
literature on pain treatment in endometriosis in experimental rat models over the past



decade. By analyzing the available publications, we visualized the most recent and
globally relevant academic contributions in this field. Our analysis revealed a limited
number of publications in indexed databases, with a total of 142 articles identified. This
translates to an average of only 3 articles per year during the 10-year period, with a peak
of 5 publications cbserved in 2021. This scarcity of publications may be attributed to the
complex etiopathogenesis of endometriosis and the challenges associated with its
treatment. Additionally, it could indicate a need for increased investment and financial
collaboration from advanced research centers to foster further research in this area*®"3.
Clearly, there is a pressing need for more extensive studies focusing on pain
management in endometriosis.

Furthermore, notable disparities exist in the geographical distribution of published
studies, with the United States and China emerging as the leading contributors in terms
of research output, technical-scientific advancements, and financial collaborations*:. In
contrast, countries in Latin America, Africa, and Oceania exhibit a notable gap in this
field. This discrepancy may be attributed to the unfavorable sociceconomic profiles of
these developing countries, coupled with limited access to healthcare services.
Moreover, the average diagnostic delay of seven years for endometriosis in these
regions and inadequate investment in medical education**** could further contribute to
the scarcity of research publications.

It is important to acknowledge the substantial differences between countries like
the United States and Brazil regarding technical cooperation and funding from institutes
and universities. Developed countries often benefit from extensive collaboraticns and
financial support in various research areas. This not only promotes technical-scientific
advancements but also generates a greater interest in publishing in high-impact journals.
In contrast, developing countries are frequently underrepresented in leading medical
journals*>8,

Regarding the most prominent articles identified in this review, it is noteworthy
that five of them received the highest number of citations, ranging from 80 to 25 citations.
While categorized within the field of medicine, these publications did not achieve
significant international and multidisciplinary visibility. This finding aligns with other
bibliometric reviews that have also highlighted the challenges associated with pain-
related research 4647,

One intriguing aspect among the analyzed articles is the strong association
between the terms "endometriosis" and "pain."” Pain represents the most prominent and
defining manifestation of the disease, often causing significant discomfort and disability.
Paradoxically, there remains a lack of studies focused on advancing our understanding
of endometriosis treatment. Currently, the effectiveness of treatments is primarily
assessed based on pain improvement or control and fertility rates, aiming to enhance
the overall quality of life for affected women*°.

Another notable finding of this bibliometric review is the limited impact of the
publications, as evidenced by the h-index. However, when considering other citation
metrics and impact scores such as CiteScore, SjR, and SNIP, it becomes apparent that
they primarily target specific aspects of endometriosis and pain research. Interestingly,
the most significant publications were predominantly found in journals dedicated to the
medical field of gynecology and obstetrics. Among the five key articles, only one was
published in a specialized pain journal. Several factors and barriers contribute to this low
impact of publications.
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Firstly, many journals tend to prioritize specific, innovative, and contemporary
topics, which may result in overlooking studies on pain management in endometriosis
that may not align with the latest trends. Secondly, the quality of publications plays a
crucial role in determining their reach and acceptance in specialized and high-impact
journals. Publications that do not meet the required standards may struggle to gain
visibility in prominent outlets. Moreover, there appears to be a lack of sufficient incentives
for research in this specific field, which hinders the overall progress and recognition of
studies.

Another significant aspect influencing publication impact is the need for greater
financial and technological investment. These resources are instrumental in conducting
high-quality studies, particularly in developing countries. Unfortunately, limited financial
support and access to advanced technologies often impede the execution of rigorous
research, thereby impacting the quality and impact of publications. It is worth noting that
the impact factor of a journal does not necessarily reflect the intrinsic quality of an
individual article' €. Furthermore, research resources are often directed towards the
development of high-cost technologies and treatments. As a result, the implementation
of study results in low-income countries becomes challenging, as they lack the necessary
resources to adopt these advancements®’.

During the analysis of word density, a notable absence of the term "treatment” is
observed, both in the abstracts and titles of the publications. However, it is important to
highlight that the term "treatment” played a crucial role in guiding and shaping this review.
The choice of appropriate terms that accurately reflect the research objectives is of
utmost importance as they provide a clear direction for readers and ensure the
effectiveness of search strategies employed in databases®’.

In the two author network mappings conducted, distinct patterns were observed.
Firstly, a larger network consisting of Chinese researchers primarily affiliated with the
same institution or specific region was identified. This network exhibited branching into
smaller groups; however, it was characterized by the presence of key researchers in
each group, thereby consclidating the number of research groups. In contrast, the other
network comprised North American authors, which exhibited a smaller number of authors
but a higher number of citations in the field of pain. This observation could potentially be
attributed to regional isolation among researchers, limited exchange opportunities, and
a lack of inter-institutional support®.

Notably, the maps did not include references to influential researchers from
countries such as Germany and the United Kingdom. This absence can be attributed to
the low production of research on the subject in these countries, as it is not uncommon
for bibliometric reviews to observe such trends'.

This study was subject to certain limitations, including a limited number of
references available for data comparison, the focus solely on studies conducted in rats,
and the restriction to publications in the English language. Consequently, it is evident
that there is a scarcity of research on pain management in endometriosis specifically in
experimental rat models. To address this issue, it is imperative to promote further
research across various fields of knowledge, encouraging funding and international
collaboration. Only through these means we can establish a robust foundation of
information and generate more substantial findings regarding effective treatments for
controlling this type of pain. It is crucial to address this research gap, as endometriosis
profoundly impacts the quality of life of affected women.
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Medicine, Beijing, China

Table 2: Citations of the top 5 publications on pain treatment in endometriosis in

experimental rat models, 2012-2022, Bibliometric Review, 2023

Number of citations

Article title Journal <2018 2018 2019 2020 2021 2022 Total
71 43 50 67 75 96 402
Estradiol is a Critical Mediator of American Journal 14 12 13 15 11 16 80
Macrophage-Nerve Cross Talk in Peritoneal of Pathology
Endometriosis
Mouse model of surgically-induced J. of Visualized 10 5 12 5 5 7 44
endometriosis by auto-transplantation of Experiments
uterine tissue
Co-micronized Frontiers in 4 6 6 5 ik 6 38
palmitoylethanolamide/polydatin treatment Pharmacology
causes endometriotic lesion regression in a
rodent model of surgically induced
endometriosis
Bentamapimod (JNK inhibitor AS602801) Reproductive 2 4 3 6 11 0 25
induces regression of endometriotic lesions Sciences
in_animal models
Oxidation-sensitive nociception involved in Pain 8 2 4 3 3 5 25

endomefriosis-associated pain
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5.11 Artigo 2

Artigo aprovado para publicacéo no periddico Revista Contexto & Saude (ANEXO
C).

Talidomida no manejo da dor em endometriose: uma reviséo de escopo de estudos

experimentais

Thalidomide in endometriosis pain management: a scoping review of experimental

studies

Resumo

Este estudo buscou investigar a aplicabilidade da talidomida no manejo da dor na endometriose
induzida em animais. Foi realizada uma revisao de escopo confeccionada e organizada seguindo
0 método Joanna Briggs Institute, além de seguir os padrées do PRISMA — ScR. Foram feitas
pesquisas em seis bases de dados eletronicas associando descritores e as palavras chaves, por
meio de busca booleana correspondente aos blocos conceituais voltados para recuperacao de
estudos sobre endometriose, dor, manejo da dor e talidomida. Os paises dos estudos foram: Ird
(n=1, 50%) e Turquia (n = 1, 50%). Todos os artigos (n = 2; 100%) foram publicados em inglés.
Quanto ao ano de publicacao, observa-se que todos foram publicados nos ultimos 10 anos. Nos
estudos onde h& comparacgéo entre talidomida e placebo observa-se que hd uma alta resposta
associada com a reducdo de fatores inflamatérios impactando diretamente na melhora clinica
dos quadros algicos com beneficios que levam até a reducéo de fatores de crescimento e controle
do ciclo das metaloproteinases (MPP). A busca dos estudos mostrou a atividade antiangiogénica
e anti-inflamatéria do farmaco, o que sugere uma opgao para ser utilizada como tratamento de
dor, contudo poucas literaturas estdo disponiveis com talidomida.

Palavras-chave: Dor. Manejo da dor. Endometriose. Talidomida.
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Abstract

Objective: To investigate the applicability of thalidomide in the management of pain in induced
endometriosis in animals. Methods: A scoping review was carried out and organized following
the Joanna Briggs Institute method, in addition to following the PRISMA — ScR standards.
Searches were carried out in six electronic databases, associating descriptors and keywords,
through a Boolean search corresponding to the conceptual blocks aimed at retrieving studies on
endometriosis, pain, pain management and thalidomide. Results: The study countries were: Iran
(n =1, 50%) and Turkey (n =1, 50%). All articles (n = 2; 100%) were published in English. As
for the year of publication, it is observed that all were published in the last 10 years. In studies
where thalidomide and placebo are compared, it is observed that there is a high response
associated with the reduction of inflammatory factors, directly impacting the clinical
improvement of pain conditions with benefits that lead to the reduction of growth factors and
control of the metalloproteinase cycle (MPP). Conclusion: The search for studies showed the
antiangiogenic and anti-inflammatory activity of the drug, which suggests an option to be used

as a pain treatment, however few literatures are available with thalidomide.

Keywords: Pain. Pain management. Endometriosis. Thalidomide.

Introducéo

A endometriose € uma das doencas ginecoldgicas mais comuns do mundo e sua
patogénese ainda ndo é totalmente compreendida. Sabe-se que ha uma atividade anormal do
sistema imunolégico, que causa uma superativacdo de fatores inflamatérios que culminam no
inicio do quadro, trazendo rapidamente crises algicas agudas e intensas na regido pélvica e
abdominal'?,

As metaloproteinases sdo as principais enzimas que estdo associadas com a patogénese
da nocicepgdo na endometriose, pois através desta inicia-se o processo inflamatério local. E
responsavel pela destruicdo da estrutura epitelial do endométrio, facilitando a ades&o e invasao
de células ectdpicas no revestimento peritoneal, um processo ciclico que quando ndo tratado
resulta na piora clinica da dor na doenga®.

A relagéo entre dor e endometriose € mais evidente na fase cronica da doenca, onde esta
adquiri caracteristicas neuropaticas, com alteracGes entre as fibras nervosas nas regides
lesionadas junto a densidade e a qualidade da transmissdo sinaptica*. Observa-se também que

h& um aumento na atividade angiogénica na regido da lesdo, intensificando o efeito inflamatoério
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devido a maior disposi¢éo de fatores advindos da circulacdo. A somatoria dos dois efeitos, sendo
estimulado a longo prazo, desenvolve a forma cronica da endometriose dificultando o
tratamento®.

O grande desafio ao se tratar endometriose em sua forma crénica sdo os episodios de
dor refratéria observados nesse estagio da doenca. Os blogueadores hormonais s&éo comumente
utilizados como alternativa terapéutica, entretanto, seu espectro de a¢do ndo abrange um efeito
analgésico sobre este tipo de dor, dai a necessidade da busca por outras opcdes®”’.

A talidomida é um derivado sintético do acido glutamico, com mecanismo de acdo ainda
desconhecido. Estima-se que esta reduz os niveis de diversas citocinas como o fator de necrose
tumoral (TNF), além de inibir a interleucina 12, impactando na reducéo de proliferacdo de
linfdcitos. Isso traz um bom efeito para tratamento de dor com caracteristica nociceptiva e a
longo prazo, reducéo dos fatores responsaveis pela cronificacdo das dores na endometriose. O
uso deste farmaco € comum na &rea da oncologia, pelo seu efeito antiangiogénico, diminuindo
bastante o percentual de crescimento tumoral. No caso da endometriose, esse efeito pode ser
benéfico, reduzindo o fluxo de fatores inflamatérios e células responsaveis por manter a

inflamacéo tecidual“®.

Métodos de revisdo

Protocolo

Esta revisao de escopo foi confeccionada e organizada seguindo o método Joanna Briggs
Institute, além de seguir os padrées do PRISMA — ScR. Também possui seu protocolo com
registro no OSF Home, com link de acesso: osf.io/s23e6. Todos os descritores foram validados
através de busca pelo Descritores em Ciéncias da Saude, Medical Subject Headings e Embase

Subject Headings, antes da busca nas bases de dados®*2.

Critérios de inclusao

Nesta revisdo optou-se pela aplicacdo da metodologia do acrénimo PCC; P:
populagéo/pacientes; C: conceito; C: contexto, norteando a formulagéo da pergunta, coleta dos
dados e inclusdo dos estudos nos resultados. Ao se adequar o0 objeto desse estudo a estratégia

PCC, obteve-se como pergunta norteadora: Quais séo os estudos experimentais com talidomida
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no manejo da dor na endometriose? Ao qual “Animais com endometriose induzida” representa
a populacao, “crise algica associada ao quadro inflamatdrio”, refere-se ao conceito e “utilizacao

da talidomida no controle da dor” é o contexto da pesquisa (Figura 1).

Figura 1 — Fluxograma do processo de escolha da pergunta norteadora e orientacdo de busca
inicial da base de dados

p Populagdo ou Animais com
participante endometriose induzida
C T Crise algica associada ao

quadro inflamatério

Utilizacdo da
C Contexto Talidomida no controle
da dor

Foram escolhidos estudos que possuiam apenas animais acometidos por endometriose
com crise algica induzida exclusivamente pela endometriose, e que tivessem como finalidade
principal do estudo o manejo da dor. Os Unicos desenhos de estudo admitidos foram os
experimentais e quase experimentais, incluindo ensaios clinicos controlados randomizados e
estudos controlados ndo randomizados, antes e depois dos estudos e estudos de séries temporais
interrompidos e que tivesse como desfecho o controle algico por meio de tratamento com o

medicamento talidomida.

Fontes de dados

As bases de dados selecionadas foram a Medlars Online (MEDLINE) (via Pubmed),

Scopus, Excerpta Medica Database (EMBASE), Literatura Latino Americana em Ciéncias da
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Saude (LILACS), Cumulative Index to Nursing and Allied Health Literature (CINAHL) Plus
With Full Text, Google Scholar e literatura cinzenta.

Estratégia de pesquisa

Foram realizadas pesquisas em seis bases de dados eletrénicas por associando
descritores e as palavras chaves, por meio de busca booleana correspondente aos blocos
conceituais voltados para recuperacdo de estudos sobre endometriose, dor, manejo da dor, e
talidomida. Ndo foram excluidos idiomas na busca de artigos, considerando todos os estudos
relevantes sem limites nas datas de publicacdo. As buscas foram realizadas de fevereiro a
dezembro de 2022, sendo aplicado filtro de artigos com resumo disponivel para analise,

conforme descrito na Tabela 1.

Tabela 1 — Registros identificados por meio de estratégias de busca em bases de dados

eletronicas
- REGISTROS
BASE ESTRATEGIA DE BUSCA ENCONTRADOS
PubMed endometriosis AND thalidomide 4
EMBASE endometriosis thalidomide 28
LILACS endometriosis thalidomide 1
SCOPUS endometriosis thalidomide 28
COCHRANE endometriosis thalidomide 0
Web of Science endometriosis thalidomide 11
Subtotal 72
NOVOS TERMOS CONFORME SINONIMOS — MeSH/DeCS/IEMTREE
PubMed (Sedoval OR thalomide OR thalidomide) AND (Endometrioses 4
OR Endometrioma OR Endometriomas OR endometriosis)
EMBASE (Sedoval OR thalomide OR thalidomide) AND (Endometrioses 115
OR Endometrioma OR Endometriomas OR endometriosis)
Usado os filtros = animal experiment OU animal model 4
LILACS (Sedoval OR thalomide OR thalidomide) AND (Endometrioses 1
OR Endometrioma OR Endometriomas OR endometriosis)
SCOPUS (Sedoval OR thalomide OR thalidomide) AND (Endometrioses 28
OR Endometrioma OR Endometriomas OR endometriosis)
Usado os filtros = animal OR animals OR in vitro study OR 12
disease models, animal OR animal model
COCHRANE (Sedoval OR thalomide OR thalidomide) AND (Endometrioses 0
OR Endometrioma OR Endometriomas OR endometriosis)
Web of Science (Sedoval OR thalomide OR thalidomide) AND (Endometrioses 11
OR Endometrioma OR Endometriomas OR endometriosis)
Animal OR in vitro 5

TOTAL DE ACHADOS com filtros e sinbnimos MeSH/DeCS/EMTREE 180
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Selecédo de fontes de evidéncia

Foram realizados dois tipos de busca, uma com termos gerais para ampliar o nimero de
artigos e identificar possiveis literaturas para comparacdo com os critérios de inclusdo, nessa
foram encontrados 72 artigos. Foi realizada uma segunda busca termos mais especificos, na
qual foram encontrados mais 180 artigos, todos também inclusos na busca geral. Os 180
registros foram importados para o gerenciador de referéncias Mendeley desktop, e destes, foram
removidas 95 duplicacGes, restando 85 resumos para analise. Foram excluidos conforme titulo
e resumo mais 59 registros, restando 26 para analise dos textos completos recuperados.

Os 26 estudos foram triados dentro dos critérios de elegibilidade por trés examinadores
independentes, resultando em 16 artigos. Posteriormente, foram excluidos 14, totalizando 2
artigos elegiveis para o estudo (Tabela 1), conforme o fluxograma de selecdo (Figura 2), que

especifica cada etapa da analise, seguindo o modelo PRISMA 2018 Flow Diagram®*.

Figura 2 — Fluxograma do processo de inclusdo e exclusdo dos estudos seguindo modelo
PRISMA (2020)
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Procedimento para extragao

A extracdo de dados foi realizada ap0s da leitura integral dos artigos, considerando
previamente a aplicacdo dos critérios de inclusdo e exclusdo e realizada por trés revisores
independentes, uma a cada 2 bases. O banco de dados foi constituido em forma de tabela,
utilizando o software Microsoft Excel 2010. As informacGes foram apresentadas na seguinte
ordem na tabela: Autor/ ano, Objetivo, Medicamento, N e o Tipo de Estudo; populacdo estudada
(Populacéo); ambiente de estudo (Contexto); avaliacdo do uso da talidomida (Conceito); pontos
positivos e negativos quanto ao uso da talidomida; resultados extraidos; se estudo selecionado

ou nao.
Sintese dos resultados

Os dados foram analisados e expostos no texto na forma estatistica descritiva,
apresentando frequéncias absolutas e relativas. Para as analises, foi utilizado o software SPSS
Statistics 25.0, 2017.
Resultados

Os dois estudos incluidos nessa reviséo, observou-se 100% de éxito no uso da talidomida
como terapéutica no controle da dor. Os estudos séo ensaios experimentais randomizados, e seu

resumo detalhado encontra-se no Quadro 1.

Quadro 1 — Artigos presentes no estudo

Autor/ ano Objetivo Medicamento n Tipos de Estudo

Avaliagdo do efeito da

o talidomida em ratos com Talidomida X Ensaio clinico
Azimirad et al.! o o 23 )
endometriose induzida pos Placebo randomizado
cirurgia

Avaliacdo do efeito da
talidomida em ratos com Talidomida X Ensaio clinico
Bakacak et al.*® o o 8 )
endometriose induzida pos Placebo randomizado

cirurgia
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Os paises dos estudos foram: Ird (n =1, 50%) e Turquia (n = 1, 50%). Todos o0s artigos
(n =2; 100%) foram publicados em inglés. Quanto ao ano de publicacdo, observa-se que todos
foram publicados nos altimos 10 anos.

Em estudos onde ha comparacdo entre talidomida e placebo observa-se que hd uma alta
resposta associada com a reducéo de fatores inflamatorios impactando diretamente na melhora
clinica dos quadros algicos com beneficios que levam até a reducdo de fatores de crescimento
e controle do ciclo das metaloproteinases (MPP). Ratificando que os resultados possuem
diferencas de médias estatisticamente significantes, Bakacak et al.'®, ao induzir a endometriose
em ratas e tratd-las com talidomida 100 mg/kg (n=8) e controle (n=8) com solucdo salina 0,5
ml/kg usando gavagem oral, observaram que houve diminuigéo significativamente no volume
médio do implante no grupo administrado com talidomida apds o tratamento (53,3 e 22,9
mm 3 respectivamente, p=0,012). Diferencas demonstradas nos escores histopatoldgicos do
grupo talidomida (3 e 1 respectivamente, p=0,012) ndo foram observadas no grupo
controle. Diminuic¢des foram observadas nos niveis de VEGF-A e mieloperoxidase (MPO) de
marcadores oxidativos (p=0,004, p=0,037, respectivamente).

Corroborando com o estudo de Bakacak et al.'®, Azimirad et al.! também comprova a
eficacia analgésica, anti-inflamatdria e antiangiogénica da talidomida ao mostrar, em ensaio
clinico experimental, que o uso da droga numa dose de 22 mg/dia resultou na diminuicéo do
VEGF, IL-6 e contagem do numero de leucdcitos e especificos linfocitos (p=0,07; 0,07;
0,02;0,01 e 0,001), respectivamente no fluido peritoneal de ratas com endometriose induzida

em relacdo a um grupo controle.

Discussao

Eficacia da talidomida no manejo da dor em endometriose

O quadro algico na endometriose € resultado da acdo das metaloproteinases, iniciando a
cascata de dor a partir do ciclo inflamatorio, ocorrendo mdultiplas mudancas na cavidade
peritoneal. H& ativacdo de diversas quimiocinas e citocinas envolvidas estimulando
nociceptores locais responsaveis pelo quadro doloroso da endometriose®®.

Dentre as citocinas responsaveis pela ativacdo nociceptiva, podemos citar as
prostaglandinas, histamina e bradicinina sendo fatores mediadores inflamatérios, realizando
vasodilatacdo e permitindo a permeabilizagdo capilar, facilitando a entrada de células do sistema

leucocitario do tecido periférico para o inicio e manutencdo do quadro nociceptivo. As células
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do sistema leucocitario sdo responsdveis pela manutencdo do quadro inflamatério
disponibilizando citocinas como TNF-alfa, IFN-gama, interleucinas, VEGF (fator de
crescimento endotelial vascular), importantes para a manutencdo do quadro inflamatério®’.

Entre os estudos avaliados ha um consenso sobre a acao anti-inflamatéria ou efeito sobre
fatores inflamatdrios e de crescimento que colaboram com a melhora clinica da dor, ilustrando
a eficacia da talidomida nas crises algicas na endometriose®*2,

O controle do mecanismo fisiopatoldgico da dor na endometriose vem sido priorizada,
e a talidomida tem se destacado como uma das principais novas propostas. Devido as suas
propriedades antiproliferativas, antiangiogénicas e imunomoduladoras, esta sendo utilizada no
tratamento de diversas doengas, como mieloma mudltiplo e eritema nodoso hansénico, entre
outras. Seu efeito antitumoral ocorre particularmente atraves da inibicdo do TNF-alfa, 1L-8,
presentes nas células estromais do endométrio®*2,

A implantacdo de células ectdpicas na cavidade endometrial resulta em um processo
inflamatorio, pela producdo de citocinas e prostaglandinas pré-inflamatdrias e supressdo de
interleucinas anti-inflamatorias. Azimirad et al.! comprovaram a eficéacia da atividade anti-
inflamatdria e antiangiogénica da talidomida ao mostrar, em ensaio clinico experimental, que o
uso do farmaco numa dose de 22 mg/dia resultou na diminuicdo do VEGF, IL-6 e contagem do
namero de leucdcitos no fluido peritoneal de ratas com endometriose induzida em relacdo a um
grupo controle. Nesse estudo nao foi possivel comprovar a acdo sobre o TNF-alfa, contrario a
literatura, e os autores consideraram esse resultado erro de metodologia.

Bakacak et al.'®, em um estudo similar demonstraram que houve diminui¢io no volume
dos implantes no grupo tratado com talidomida na dose de 100mg/kg/dia por 4 semanas em
relacdo ao controle, bem como a reducdo do VEGF e marcadores oxidativos o que é eficaz no

fendmeno inflamatdrio da endometriose ratificando as outras pesquisas.

Concluséao

Os achados dessa revisdo de escopo mostram um ndmero escasso de estudos
experimentais relacionados ao uso da talidomida no manejo da dor em endometriose 0 que
configura uma limitacdo desta pesquisa. Contudo, ficou comprovada a atividade
antiangiogénica e anti-inflamatoria do farmaco, o que pode ser opcéo a ser utilizada como
tratamento de dor.

Nota-se, entretanto, pouca informacéo acerca do uso a longo prazo e uma auséncia de

padronizacdo das doses, o que dificulta a criacdo de um protocolo para o uso dessa medicacao
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nos modelos experimentais. Assim, sugere-se a realizagdo de mais pesquisas com esse carater,

a fim de aprimorar e complementar as evidéncias cientificas e permitir o uso terapéutico da

talidomida no alivio da dor.

10.
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6 DISCUSSAO

Este estudo foi pioneiro em utilizar testes comportamentais como o Rota Rod, VVon
Frey e Escala de Faces na utilizacdo de varias dosagens de talidomida como proposta para o
controle da dor provocado pela endometriose. Constatou-se que o farmaco é eficaz no controle
algico em doses acima de 50mg/kg. No teste comportamental de avaliacdo da face das ratas
com a Rat Grime Scale, confirmou-se que a partir do 14° dia de aplicagdo do protocolo uma
melhora do quadro algico. Vale ressaltar que o grupo com a menor dose de talidomida,
demonstrou efetividade clinica no tratamento da dor em menor intensidade em comparacéo ao
grupo T50mg e T100mg, os quais ao final do protocolo conseguiram zerar 0 escore na escala
junto ao grupo leuprolida. Ratificando o resultado de outros estudos, observa-se que quanto
maior dose de talidomida melhor a efic4cia no tratamento da endometriose (ANTONIO et al.,
2019; AZIMIRAD et al., 2014; BAKACAK et al., 2015).

Modelos experimentais como de Guo e Hu (2017) obtiveram resultados similares
ao presente estudo ao avaliaram a dor por meio da escala de face em ratos pds-laparotomia
simplesapds administracdo Unica de talidomida nas doses de 20mg/kg/dia e 50 mg/kg/dia, por
via intraperitoneal. Como resultado houve uma reducdo significativa de dor aguda pOs-
operatdriae também inibicdo da producdo das citocinas TNF-alfa e IL-1B dosadas no décimo
quarto dia p6s-operatério.

No modelo experimental adotado no presente estudo, a dose maxima administrada
nos protocolos foi de 100mg/kg/dia. Em humanos doses acima de 100mg/dia sdo mais
relacionadas a rea¢des adversas como a neuropatia. A incidéncia desta complicacdo depende da
dose adotadadiariamente bem como o tempo de tratamento. E considerada a complicagio mais
grave, sendo relatada em 1-30% dos pacientes com mieloma em uso de talidomida.
Habitualmente esta ligada ao uso prolongado do farmaco (mais de 6 meses) e com doses
cumulativas maiores que 50 mg/dia. A maioria dos pacientes tem reacOes adversas reversiveis, se
recuperando espontaneamente apés a retirada da medicacdo. Contudo, a neuropatia pode ser
irreversivel se o uso do farmaco no for descontinuado (KUMAR et al., 2017; MUJAGIC;
CHABNER; MUJAGIC, 2002; RAZA; SAFYAN; SUZANNE, 2017).

N&o foi possivel identificar limitacGes na marcha das ratas, pois mesmo o grupo
controle demonstrou no pior quadro algico apenas uma claudicacéo leve e os demais grupos ndo
apresentaram alteracdo de marcha do inicio ao fim do protocolo. Trata-se de um teste subjetivo,
portanto ndo h& uma padronizacdo quanto as medidas desta escala, sendo sua mensuracdo

individualizada para cada objeto de teste. Contudo, varios estudos adotam este teste para
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avaliacdo de dor como padrdo para analise de quadros algicos semelhantes (MORAIS et al.,
2023; VASCONCELOS et al., 2021).

Observou-se melhora na alodinia mecanica, com importante eficacia da talidomida
com doses a partir de 50mg/kg/dia, resultados também observados na escala de face. A
performance da dose de 50mg assemelha-se ao efeito obtido com a leuprolida. A dose de 100mg
de talidomida foi a que obteve maior tolerabilidade a dor, indicando que esta seria a melhor
escolha para o manejo dos quadros algicos. Pesquisas realizadas com modelos experimentais
em ratas consideram doses de 100mg/kg/dia como ideal para o tratamento da endometriose,
confirmando o resultado desse estudo (BAKACAK et al., 2015; LOGU et al., 2020; MORAIS
etal., 2023).

As ratas tratadas com doses de 50 e 100mg/kg/dia obtiveram sensibilidade a dor
com o monofilamento acima de 7 gramas no teste. Pesquisas confirmam a leuprolida como um
bom modelo para controle dos quadros inflamatorios na endometriose em humanos, entretanto,
observa-se no presente estudo que a talidomida em doses acima de 50 mg tem eficécia igual ou
superior a leuprolida, sugerindo um melhor modelo farmacolégico aplicado ao controle de dor
(BAKACAK et al, 2015; MUJAGIC; CHABNER; MUJAGIC, 2002; SWAYZER;
GERRIETS, 2023).

Um estudo realizado por Choi et al. (2010) evidenciou melhora da alodinia
mecanica em ratas com dor neuropética tratadas com talidomida nas doses de 12,5mg/kg/dia,
25mg/kg/diae 50 mg/kg/dia por via intraperitoneal. J& Huang et al. (2014), utilizou a dose de
50mg/kg/dia de talidomida intraperitoneal, atenuando fortemente a alodinia mecanica em um
modelo animalde neuropatia diabética tipo 1 induzida pela estreptozotocina. Ambos os estudos
citadosconcordam que a dose de 50mg/kg/dia seria ideal para o controle &lgico, corroborando
com o modelo experimental adotado nesta pesquisa, que identificou doses acima de 50
mg/kg/dia como mais efetivas no tratamento da dor na endometriose.

A capacidade de reducédo da hiperalgesia e/ou alodinia mecanina pela talidomida
tambem ja foi demonstrada em diversos modelos tanto de dor inflamatdria, quanto de dor
neuropatica. Rocha et al. (2006) perceberam que a talidomida na dose Unica de 30mg/kg, via
subcutanea, diminuiu notavelmente as respostas inflamatdrias e nociceptivas causadas pela
carragenina quando aplicada em patas de camundongos, reduzindo o edema, a alodinia
mecénica e a migracao de neutrofilos, provavelmente devido inibi¢do de vias relacionadas ao
TNF -alfa. A analise desses dados, em conjunto com os resultados do atual estudo, evidencia 0s
efeitos analgésicos da talidomida em quadros dolorosos de naturezas inflamatéria, nociceptiva

envolvidas na patogénese da dor relacionada a endometriose.
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E notorio o impacto da talidomida sobre os limiares de dor na aplicagio dos testes
nociceptivos desta pesquisa. Um estudo realizado por Xu et al. (2019) comprovaram o aliviode
dor neuropética em ratas a partir de tratamento com talidomida na dose de 20mg/kg/dia
tratados por 14 dias. Os resultados obtidos foram a inibicéo da ativacdo de astrocitos e células
da microglia, assim como a infra-regulagdo dos niveis de TNF-alfa na medula espinhal.

N&o ha na literatura um real entendimento sobre o mecanismo de acdo da
talidomida. Ha relatos apenas das propriedades anti-inflamatorias baseadas em efeitos sobre
citocinas e quimiocinas responsaveis por manter o processo inflamatorio. Nesta pesquisa
observou-se niveis minimos de TNFa nos grupos tratados com talidomida durante todo o
periodo testado, corroborando com o estudo de Azimirad et al. (2014) que evidenciaram o efeito
antiproliferativoe antiangiogénico da talidomida em ensaio clinico, utilizando o farmaco na
dose de 22mg/kg/dia e resultando na manutencéo de baixos niveis de TNF-alfa, IL-6 e contagem
do nimero de leucdécitos no fluido peritoneal de ratas com endometriose induzidaem relacdo a
um grupo controle.

Uma alteragdo que chamou atengdo no D21 foi o aumento de TNF-a no grupo
leuprolida, visto que o inicio da sua acdo ocorre a partir de 2 a 4 semanas mantendo sua eficacia
de 3 a 6 meses. A leuprolida ndo possui agdo direta no controle algico por se tratar de uma
hormonioterapia que controla a fisiopatologia da endometriose, posteriormente impactando no
controle da dor. Ja a talidomida torna-se superior no controle algico por seu rapido inicio de
acao e sua manutencédo dos baixos niveis de fatores inflamatdrios durante todo o seu periodo de
administracdo (SWAYZER; GERRIETS, 2023; WILSON et al.; XU et al., 2019).

Por se tratar de uma inflamacdo de fase aguda, os baixos niveis de TNFo nao
impactaramem grandes alteracdes nas quantidades séricas de IL6. Ressalta-se que a secrecdo
do TNFa esta diretamente relacionada com a producdo de IL6, ratificando com os resultados de
outros estudos que conseguiram realizar a manutencao dos niveis de citocinas pro-inflamatdrias,
prevenindo a evolugéo das crises algicas associadas a uma doenca de base (AZIMIRAD et al.,
2014; NASCIMENTO; FOLCHINI; KOWACS, 2017; TEO; STIRLING; ZELDIS, 2005).

Por se tratar de uma citocina que possui maior atividade na fase cronica da dor,
observou-se niveis de IFN-y muito proximos entre os grupos tratados e o grupo saudavel. Vale
ressaltar que houve um aumento desta citocina no grupo controle no D7 e esta relacionada com
a resposta imune adaptativa, mantendo pouca influéncia no processo nociceptivo na fase inicial.
Portanto, o aumento desta é evidenciado durante o recrutamento de células do sistema imune
relacionadas com a organizagdo dentro do processo inflamatdrio na fase cronica da doenca e

estd fortemente associada com a cronificacdo das crises algicas e também a fatores que
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convergem com a dor neuropatica (KAWAMATA et al., 2006; MIGUEL, 2013; TSAI et al.,
2018).

A 1L10, dentre os grupos das interleucinas, é responsavel pelo controle de
quadros inflamatorios, imunossuprimindo células e outras citocinas responsaveis por quadros
agudos. Neste estudo observa-se que o controle apresentou elevados niveis de IL10, devido ao
quadro agudo da endometriose e a grande quantidade de fatores inflamatérios, ratificando uma
resposta de fase aguda.

No D21 observa-se que no grupo controle houve uma queda abrupta dos niveis de
IL10,confirmando a evolugdo do quadro clinico da doenca, o que se correlaciona com os testes
comportamentais. No grupo da menor dose de talidomida observou-se ainda um aumento nos
niveis de IL10, indicando que esta dose diferente das demais ndo interferiu no processo
inflamatério de forma efetiva. Estudos como o de Mancini et al. (2018) mostram que a
endometriose ap6s tratada traz uma regressao nos niveis de 1L10, indicando melhora até mesmo
na fase cronica da doenca.

De acordo com o0s testes comportamentais, podemos observar que a dose de
50mg/kg/dia teria um efeito ideal ou proximo do ideal para controle da dor quando comparado
com as demais doses. A dose de 25mg/kg/dia ndo foi eficiente para a melhora do quadro algico
e na literatura ja se observa uma alta frequéncia de toxicidade e de reacdes adversas relacionadas
com doses iguais ou acima de 100mg/kg de talidomida. Para um melhor impacto do
medicamento nos marcadores inflamatorios, seria necessario maior tempo de exposicdo as
doses recomendadas pelo protocolo do presente estudo, ja que tratamentos como a leuprolida
necessitariam minimamente de 28 dias para uma resposta efetiva no controle dos marcadores
inflamatorios (HURST et al., 2000; MUJAGIC; CHABNER; MUJAGIC, 2002; SWAYZER;
GERRIETS, 2023; WILSON et al., 2007).

Na analise volumétrica dos implantes, pode-se constatar que o grupo controle foi o
unicoque teve aumento do volume de leséo, corroborando com o resultado de outros estudos
onde os grupos tratados com placebo tiveram um aumento da lesdo endometridtica. Os grupos
tratados com talidomida e leuprolida obtiveram reducdo da lesdo conforme o protocolo
experimental. Todavia, apenas concentragcbes acima de 50mg e o leuprolida mostraram-se
clinicamente efetivos (ANTONIO et al., 2019; AZIMIRAD et al., 2014; BAKACAK et al.,
2015; BULUN, 2009).

Seguindo esta linha outros estudos foram conduzidos, como em 2015 por Bakacak
et al. (2015) que compararam um grupo tratado com 100 mg/kg/dia de talidomida via oral com

um grupo controle gavado com 0,5ml de salina/dia, durante 2 semanas. O volume medio dos
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implantes eos escores histopatologicos diminuiram significativamente no grupo tratado com
talidomida quando comparado ao controle. Outra pesquisa desenvolvida por Azimirad et al.
(2014), que apos inducao da endometriose comparou 2 grupos de ratas: um grupo talidomida (n
= 9; 22 mg/dia; via oral) e um grupo controle (n = 9; 0,5mL de solucéo salina 0,9%/dia; via
oral) obtendo reducdo significativa dos escores histopatoldgicos em comparacdo ao grupo
controle.

Anténio et al. (2019) mostraram que o tratamento intraperitoneal de talidomida
tanto na dose de 10mg/kg/dia quanto na dose de 1mg/kg/dia, por 10 dias, reduziram
significativamente a éarea de lesdo e do indice de proliferacdo celular dos implantes
endometridticos, alem de ndo mostrarem diferenca significativa entre si.

A principal limitacdo observada nesta pesquisa foi o periodo de tratamento em trés
semanas, pois o efeito do controle positivo é mais efetivo entre 3 e 6 semanas onde observa-se
0 apice da acdo anti-inflamatdria da leuprolida. Vale ressaltar que a talidomida parece ser mais
eficaz conforme a continuidade do tratamento, ou seja, em terapias com maior duracdo. Seria
interessante um modelo para estudo em até 6 semanas para melhor avaliacdo e comparacdo do
uso da leuprolida com a talidomida, bem com a inclusdo de um maior nimero de citocinas e
mediadores envolvidos no processo inflamatério e com mais influéncia no processo

nociceptivo.
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7 CONCLUSAO

No presente estudo foi observado resultados positivos com o uso da talidomida no
controle da dor, na dosagem de citocinas, na analise da evolucdo macroscépica e histologica em
um modelo experimental de endometriose em ratas.

A talidomida teve uma acdo mais eficaz com doses a partir de 50mg/kg/dia,
reduzindo o limiar de dor apresentado nos testes comportamentais aplicados. O efeito
analgesico deste farmaco é confirmado atraves da manutencédo de baixas doses TNF e IL6 além
de uma reducédo da expressao de I1L10 nos grupos T50 e T100, ratificando a melhor resposta
nesses grupos.

A partir da dose de 50mg/kg/dia de talidomida foi possivel observar uma
significativa reducdo volumétrica dos implantes ao final do tratamento semelhante ao acetado
de leuprolida. Foi visto também comprometimento do revestimento epitelial ectopico nos
grupos tratados nas doses de 50mg/kg/dia e 100mg/kg/dia com talidomida igualando-se ao
grupo leuprolida.

De acordo com a pesquisa, as doses acima de 50mg/kg/dia foram efetivas para o
tratamento da dor na endometriose em ratas, podendo tornar-se uma op¢ao no tratamento dos

quadros algicas causados pela doenca.
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ANTIINFLAMATORIO DA TALIDOMIDA NA ENDOMETRIOSE EXPERIMENTAL", Processo n°
23115.016944/2019-25, sob a responsabilidade do Prof. Dr. Jodo Batista Santos Garcia, que envolve
a producdo, manutencdo ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata
(exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA), e
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Universidade Regional do Noroeste do Estado do Rio Grande do Sul — UNIJUI

DECLARACAO

Declaramos, para os devidos fins, que o artigo intitulado “TALIDOMIDA NO
MANEJO DA DOR EM ENDOMETRIOSE: UMA REVISAO DE ESCOPO DE
ESTUDOS EXPERIMENTAIS”, de autoria de Isabela Bastos Jacome de Souza, Rafael
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Ljui (RS), 09 de novembro de 2023.

Prof*. Dr®. Adniane Cristina Bernat Kolankiewicz
Editora Chefe da Revista Contexto & Saude



ANEXO D - TERMO DE OUTORGA - ACEITACAO DE AUXILIO

ESTADO DO MARANHAO Processo

— ) TECNOLOGICO DO MARANHAO

FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA E AO DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E UNIVERSAL-01541/18

A&l A TERMO DE OUTORGA - ACEITAGCAO DE AUXILIO
IDENTIFICACAO DO OUTORGANTE
NOME:
FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA E AO DESENVOLVIMENTO CIENTIFICO E TECNOLOGICO DO MARANHAO (www.fapema.br)
LEGISLACAO:
LEI COMPLEMENTAR N2 060 DE 31 DE JANEIRO DE 2003.
ENDERECO: BAIRRO / CEP:
Rua Perdizes, n° 05, Qd 37, Jardim Renascenca / 65075-340
RESPONSAVEL: CARGO:
Alex Oliveira de Souza DIRETOR-PRESIDENTE

IDENTIFICACAO DO OUTORGADO

NOME: |JOAO BATISTA SANTOS GARCIA

CPF: IDENTIDADE:
135.570.488-02 238419940
BANCO N2 AGENCIA: N2 CONTA:
Brasil 1878-3 6876-4
INSTITUICAO: B
UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
DEPARTAMENTO:
Departamento de Medicina Il
ENDERECO: BAIRRO: CIDADE:
AV. SAQO MARCOS, LOTE 4, QUADRA C, APT.502 Ponta da Areia SAQ LUIS
|CEP: U.F.: FONE FIXO
65.077-310 MARANHAOQ 98-32274508

ENDERECO ELETRONICO:
jbgarcia@uol.com.br

IDENTIFICACAO DO AUXILIO
UNIVERSAL-01541/18 VIGENCIA: 08/11/2018 a 08/11/2020
MODALIDADE:
UNIVERSAL - APOIO A PROJETO DE PESQUISA - UNIVERSAL EDITAL FAPEMA N2 002/2018 - UNIVERSAL

TITULO DO PROJETO: _ '
AVALIACAO DO EFEITO ANALGESICO, ANTI-INFLAMATORIO, MORFOLOGICO E HISTOLOGICO DA TALIDOMIDA EM RATAS COM
ENDOMETRIOSE INDUZIDA

AREA / SUBAREA :
Ciéncias da Satide / MEDICINA

VALOR DO AUXILIO A SER PAGO

DATA LIMITE - RELATO&I)(:‘.I:gNICO / PRESTACAO DE NUMERO DE PARCELA(S) VALOR TOTAL

08/12/2020 02 R$ 38.939,77

TERMO: 002928/2018

96



CLAUSULAS

Clausula 01 - O auxilio sera concedido conforme condigoes estabelecidas pela FAPEMA.

Clausula 02 - Para efeito deste Termo, a FAPEMA serd doravante denominada OUTORGANTE e o beneficiado, OUTORGADO.
Clausula 03 - O auxilio, em hipétese alguma, podera ser destinado para fins diversos dos especificados neste Termo.
Clausula 04 - O OUTORGADO declara conhecer integralmente as regras, condigbes e exigéncias estabelecidas no Edital n®
002/2018, comprometendo-se ainda a cumprir as exigéncias descritas no documento citado.
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natureza junto a OUTORGANTE.

Clausula 08 - E proibido ao OUTORGADO efetuar quaisquer despesas fora da vigéncia avencada no presente Termo.
Clausula 09 - O OUTORGADO obriga-se a comunicar, por escrito,a OUTORGANTE, qualquer interrupcao das atividades
concernentes ao projeto, tais como, mudanca de enderego, licenga para tratamento de satide, maternidade, paternidade,
etc, no prazo de 5 (cinco) dias antecedentes ao afastamento.

Clausula 10 - O OUTORGADO cede, desde logo, seus direitos autorais para acesso livre, por meio de repositérios
institucionais ou eletronicamente em caso de livros digitais, respeitado o preconizado na Lei n%. 9.610/98 (Lei dos Direitos
Autorais).

Clausula 11 - O OUTORGADO declara zelar pela adequada protecao dos direitos de propriedade intelectual que possam
resultar do projeto apoiado pela OUTORGANTE.

Clausula 12 - O OUTORGADO obriga-se a fazer referéncia ao apoio da OUTORGANTE em todas as formas de divulgagao
que resultem, total ou parcialmente, de auxilio objeto desse Termo de Outorga, utilizando a logomarca da FAPEMA, de
forma adequada ese responsabilizando, ainda, a disponibilizar o minimo de 20% da tiragem aPoiada pela OUTORGANTE
|para instituicdes de ensino, pesquisa e/ou bibliotecas publicas.

|Clausula 13 - O OUTORGADO aceitara qualquer fiscalizagao que a FAPEMA julgar conveniente proceder.

|Clausula 14 - O OUTORGADO na aquisicao de materiais permanentes moveis, tais como notebooks; tablets, mas nao se
[limitando a esses, deverd contratar seguro especifico do bem sob sua guarda e responsabilidade, até que seja efetuada a
|doagdo ou cessdo de uso 3 Instituicdo. Ndo fazendo o sequro o Outorgado arcard com a restituicdo financeira a FAPEMA no
|casa de sinistro (roubo, furto e perda).

|Clausula 15 - A OUTORGANTE podera, a qualquer tempo e a seu exclusivo critério, cancelar ou suspender o auxilio sem
|que disso resulte direito algum & reclamacao ou a indenizacao para o QUTORGADOQ.

|Clausula 16 - Integra o presente Termo, independentemente de sua transcri¢ao no presente documento, o Edital a que se
'submete o OUTORGADO e o Manual de Prestagao de Contas da FAPEMA.

;jCliusula 17 - O presente Termo nao cria e nao envolve nenhuma espécie de relacao empregaticia entre 0 OUTORGADO e
|a OUTORGANTE.

|Clausula 18 - 0 OUTORGADO declara que aceita, sem restrigdes, o auxilio como esta deferido e se responsabiliza pelo fiel
cumprimento do presente Termo e do Edital citado, em todas as suas especificagdes, cldusulas e condicdes, sob pena, de
lassim nao fazé-lo, devolver os recursos oriundos deste beneficio a OUTORGANTE.

|Clausula 19 - Fica eleito o foro de Sao Luis/MA para dirimir questdes oriundas do presente ajuste, com rendincia expressa
\de qualquer outro, por mais privilegiado que seja.

|Clausula 20 - O presente Termo retroage seus efeitos a data de inicio da vigéncia.
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Sdo Luis (MA), Data: 08 de Novembro de 2018

Alex Oliveira de Souza
OQUTORGADO DIRETOR PRESIDENTE FAPEMA
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