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ABSTRACT

INVOLVMENT OF NITRIC OXIDE, PROSTAGLANDINS AND TUMOR NECROSIS
FACTOR ON THE DEVELOPMENT OF ECTOPIC ENDOMETRIAL IMPLANTS
(PERITONEAL) AND ITS REPERCUSSIONS ON PAIN AND FERTILITY IN RATS.
Francisco das Chagas Medeiros. Dissertation presented to the Department of Physiology and
Pharmacology, School of Medicine, Federal University of Ceara as a partial fulfilment for the
requirement of the degree of doctorate. Ronaldo de Albuquerque Ribeiro (M.D.; PhD).
Fortaleza, 2005.

Endometriosis is a disease characterized by the presence of endometrial glands and stroma out
of the uterine cavity and of the myometrium. It may cause tumor, pain (chronic pelvic pain,
dyspareunia and dysmenorrhea) and infertility. Currently available evidence indicates that
endometrial cells misplaced during menses into the peritoneal cavity in women with
endometriosis, implant and proliferate in the ectopic locations, an action that is associated with
mobilization of the immune cells into the peritoneal cavity and a profound local and systemic
immune response. An increase in the amount of peritoneal fluid is a characteristic finding in
endometriosis and associated with improved presence of immune cells like macrophages as
well as a wide range of soluble substances derived from those macrophages like
prostaglandins, interleukins, TNF, growth factors and reactive oxygen species. It is likely the
role of medication for this disease will expand in the future. Also the mechanisms of all these
substances must be elucidated in the pathogenesis of endometriosis. The purpose of this study
is to verify: (i) the drugs effects that selectively inhibits one of the enzymes ciclooxigenase type
1 (COX-1) responsible for the physiologic events of the organism and the induced COX-2,
involved in the inflammatory process; (ii) the effects of L-NAME, a competitive antagonist of
nitric oxide as well as NO synthase actvity assayed by *H-labelled citrulline from labelled L-
arginine and (iii) the effects of TNF-alfa modulating drugs (Thalidomide and pentoxifilline) on
the development of experimental endometriosis and on its related pain and infertility in female
rats. Experimental endometriosis was developed in female Wistar rats and the animals were
divided into tests groups. The treatment was given from the 5th to the 14th day of endometriosis
induction to verify the effects on growth of endometriomas evaluated by its wet weight and
histopathology and acutely 30 minutes before the nociceptive stimulus in order to evaluating
pain (writhing test) and fertility was assessed through the percentage of pregnant rats. Aspirin
(30mg/kg - an inhibitor of intermediate selectivity among COXs); piroxicam (1mg/kg) and
indomethacin (2mg/kg), specific selective inhibitors of COX-1 and nabumetone (5 and 15mg/kg)
and meloxicam (0.4mg/kg) relative selective inhibitors against COX-2 were used per os. All the
accomplished treatments decreased significantly the pain as evaluated by the writhing test. The
mean wet weights of the endometriomas (g%) were as shown [Endo control: 0.595 + 0.085;
Aspirin: 0.122 + 0.019; piroxicam: 0.766 + 0.35; indomethacin: 2.058 + 0.96 and for
Nabumetone 5mg: 0.252 + 0.032; Nabumetone 15mg: 0.135 £+ 0.03 and meloxicam: 0.387 +
0.04]. As to fertility, the percentage of pregnant animals were as follows: Endo control, 40%;
intact control, 100%; Sham operated, 100%; Indomethacin, Zero%; meloxicam, 60%; Aspirin,
60% and Nabumetone 5 and 15, 50 e 58% respectively. The treatments with Aspirin and
Nabumetone had decreased the development of the endometriomas significantly as well as
contributed to the relief of the pain and increasing fertility. These results suggest the role of
COX-1 and -2 in the pathophysiology of endometriosis related pain, fertility and on its growth.
NO synthase actvity assayed by *H-labelled citrulline from labelled L-arginine. The nitric oxide
synthase was expressed as pmol of citrulline/mg protein/min. The endometriomas expressed
iINOS at the: 5th day: 1.94 + 0.5; 10th day: 2.46 + 0.2 and day 15: 1.17 + 0.3 as well as cNOS
that decreased in a time-dependent way (5th day: 2.48 + 0.7; 10th day: 1.8 = 0.19; and day 15:
0.78 + 0.3). This decreasing activity of cNOS was probably found by the endometrial shedding
that occurs normally in the course of this disease as well as by the fibrosis that surrounds the
endometriomas and the increasing iNOS by the inflammatory peritoneal and tissue reaction that
is frequently found in endometriosis. The use of L-NAME also decreased the wet weight of
endometriomas as well as ameliorates the pain and fertility in a dose dependent fashion.
Pentoxifylline (30mg/Kg/day) administered subcutaneously for 10 consecutive days during the
established phase of endometriosis (days 5-14 post induction) was effective in decreasing the
expression of nitric oxide synthase, both induced and constitutive. The results of the present
study as those previously shown suggest the involvement of nitric oxide in the development of
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experimental endometriosis. TNF-alfa modulating drugs proved to reduce the mean weights of
endometrial implants, obtained at day 15 of endometriosis induction with pentoxifylline (30
mg/Kg), thalidomide (5mg/Kg) and dexamethasone (0.2mg/Kg) treated rats (control: 0.595 +
0.085g%; pentoxifylline: 0.06 + 0.008g%; thalidomide: 0.206 + 0.0499% and dexamethasone:
0.145 £ 0.02g%). The results of the present study suggest the involvement of TNF-alfa in the
pathophysiology of experimental endometriosis. The peritoneal levels of TNF-a evaluated in
intact rats showed 28.95 + 1.18ng of TNF-a/ml. The levels of TNF-a increased in the peritoneal
fluid in a time dependent way after the peritoneal implant (endometriotic rat). These drugs also
attenuated pain and increased fertility.
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RESUMO

ENVOLVIMENTO DE OXIDO NITRICO, PROSTAGLANDINAS E FATOR DE NECROSE
TUMORAL NO DESENVOLVIMENTO DE IMPLANTES ENDOMETRIAIS ECTOPICOS
(PERITONEAIS) E SUAS REPERCUSSOES SOBRE A DOR E INFERTILIDADE EM RATAS.
Francisco das Chagas Medeiros, Tese apresentada ao Departamento de Fisiologia e
Farmacologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara para a obtengao
do titulo de Doutor. Orientador: Prof. Dr. Ronaldo de Albuquerque Ribeiro. Fortaleza, 2005.

Endometriose é uma doenga caracterizada pela presenca de glandulas e estroma endometriais
for a da cavidade uterina e do miométrio. Clinicamente pode causar tumores, dor (dor pélvica
cronica, dispareunia e dismenorréia) e infertilidade. Evidéncias correntes indicam que as
células endometriais ectopicas durante a menstruagdo (menstruacdo retrégrada) jogadas a
cavidade peritoneal em mulheres com endometriose, implantam e proliferam ectépicamente no
peritbnio e em outros 6rgdos, uma acédo que esta associada com a mobilizacdo de células do
sistema imune para a cavidade peritoneal e com uma profunda resposta imune e local. Um
aumento na quantidade do liquido peritoneal € um achado caracteristico na endometriose e
estd associado com a presenga aumentada de células imunes como os macréfagos assim
como um sem numero de substancias soluveis derivadas daqueles macrofagos como
prostaglandinas, interleucinas, TNF, fatores de crescimento e espécies reativas de oxigénio. E
provavel por isso que novas medicagbes para essa doenga evoluam no futuro préximo, para
isso devem-se elucidar os mecanismos de todas essas substdncias na patogénese da
endometriose. Os objetivos desse trabalho séo verificar: (i) os efeitos de drogas inibidoras
seletivas da enzima ciclooxigenase tipo 1 (COX-1) responsavel pelos eventos fisiolégicos do
organismo e pela induzida COX-2, envolvida nos processos inflamatérios; (ii) os efeitos do L-
NAME, um antagonista competitivo do 6xido nitrico assim como a atividade da NO-sintase
avaliada pelo ensaio da citrulina marcada (3H-Iabelled citrulline from labelled L-arginine) e (iii)
os efeitos da drogas moduladoras de TNF-alfa (Talidomida e pentoxifilina) sobre o
desenvolvimento da endometriose experimental e suas repercussoes sobre a dor e a fertilidade
em ratas. Endometriose experimental foi desenvolvida em ratas Wistar e os animais foram
divididos em grupos testes. O tratamento foi dado do 5° ao 15° dia da indugéo da endometriose
para verificar os efeitos sobre o crescimento dos endometriomas avaliados pelo peso umido e
histopatologia e agudamente 30 minutos antes do estimulo nociceptivo para avaliar a dor
(contor¢cdes abdominais) e a fertilidade investigada pela percentagem de ratas gravidas e pelo
numero de embrides por corno uterino. Aspirina (30mg/kg - um inibidor de seletividade
intermediaria entre as COXs); piroxicam (1mg/kg) e indometacina (2mg/kg), um inibidor seletivo
especifico da COX-1 e nabumetona (5 e 15mg/kg) e meloxicam (0,4mg/kg) inibidor seletivo
relativo da COX-2 foram usados por via oral. Todos os tratamentos realizados diminuiram
significativamente a dor quando avaliadas pelo teste de contor¢cdes. A média dos pesos umidos
dos endometriomas (g%) s&o mostrados (Controle endometriose: 0,595+0,085; Aspirina:
0,122+0,019; piroxicam: 0,766+0,35; indometacina: 2,05+0,96 e para Nabumetona 5mg: 0,52+
0,032; Nabumetona 15mg: 0,135+0,03 e meloxicam: 0,387+0,04). Com relacéo a fertilidade, a
percentagem de ratas gravidas foi: Controle endometriose, 40%; controle intacto, 100%; Falso-
operado, 100%; Indometacina, Zero%; meloxicam, 60%; Aspirina, 60% e Nabumetona 5 e 15,
50 e 58% respectivamente. Os tratamentos com Aspirina e Nabumetona diminuiram
significativamente o desenvolvimento dos endometriomas assim como contribuiram para o
alivio da dor e incrementaram a fertilidade. Estes resultados sugerem o papel da COX-1 e -2 na
fisiopatologia da dor relacionada a endometriose assim como a infertilidade e o crescimento
dos endometriomas. A atividade da sintase de oOxido nitrico realizada através da citrulina
marcada dada em pmol de citrullina/mgxproteina/min é expressa nos endometriomas. A iINOS
no 5° dia: 1,94+0,5; 10° dia: 2,46+0,2 e no dia 15: 1,17+0,3 assim como com a cNOS que
diminui de forma tempo-dependente (5° dia: 2,48+0,7; 10° dia: 1,8+0,19; e dia 15: 0,7840,3).
Essa diminui¢cao da atividade da cNOS é provavelmente devida a descamagao endometrial que
ocorre normalmente com a evolugao da doenca assim como devida a fibrose que circunda os
endometriomas e o aumento da iINOS pelo processo inflamatério peritoneal encontrado na
endometriose. O uso do L-NAME também fez diminuir os pesos umidos dos endometriomas
assim como melhorou a fertilidade e aliviou a dor de forma dose-dependente. A Pentoxifilina
(30mg/Kg/day) administrada entre o 5° e o 14° dia da indugdo da endometriose foi efetiva na
diminuicdo da expressdo da sintase de 6xido nitrico, ambas constitutiva como induzida. Os
resultados desse estudo sugerem o envolvimento do 6xido nitrico no desenvolvimento da
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endometriose experimental assim como nas suas repercussdes: dor e infertilidade. Os niveis
peritoneais de TNF-o em ratas intactas foram de 28,95+1,18ng/ml. Os niveis de TNF-a
aumentaram no liquido peritoneal de ratas endometridticas de forma tempo dependente.
Drogas que modulam o TNF foram efetivas em reduzir o crescimento de endometriomas
experimentais: Controle: 0,595+0,085g%; pentoxifilina (30 mg/Kg): 0,06+0,008g%,; talidomida
(5mg/Kg): 0,20+0,0499% e dexametasona (0,2mg/Kg): 0,145+0,029%. Essas drogas também
aliviaram a dor e incrementaram a fertilidade. Esses resultados sugerem o envolvimento do
TNF na fisiopatologia da endometriose.
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INTRODUCAO

Endometriose é definida histologicamente pela presenca de tecido
endometrial em localizacdo ectépica, fora do miométrio. Tradicionalmente, os
patologistas tém requerido a presenga de ambos glandulas e estroma com
evidéncia de ciclicidade menstrual (presenca de hemorragia tecidual ou
macrofagos envoltos em hemossiderina, hemossiderofagos) para estabelecer
firmemente o diagndstico. Clinicamente ndo se tem um padréao sintomatoldgico
consistente, os sintomas presentes tendem a inespecificidade e muitas
pacientes s&o assintomaticas. A triade sintomatica mais encontrada € aquela
da infertilidade, dor (dismenorréia, dor pélvica crbnica) e massa pélvica (cistos
ovarianos, endometriomas e outros 6rgaos lesionados). Infertilidade € a queixa
que mais frequentemente leva a mulher a procura de orientacdo médica. A
propor¢ao de mulheres com infertilidade que apresenta endometriose chega a
30% ou mais. A dor pélvica é o sintoma mais comum da endometriose, sendo a
dismenorréia progressiva secundaria o tipo mais frequente, podendo também
surgir disuria, urgéncia miccional e disquezia entre outras (COUTINHO ET AL.
1995). A prevaléncia de endometriose na literatura até os dias de hoje varia
largamente entre 1 e 50% baseado em séries cirurgicas estudadas. Desde que
o diagndstico de endometriose requer um procedimento operatério (laparotomia
exploradora ou laparoscopia), a estimativa da prevaléncia varia com a
sintomatologia da mulher que requer esse método diagnostico (dor pélvica
cronica, infertilidade, mioma uterino, laparotomias ginecoldgicas, etc), dai a
prevaléncia observada variar abundantemente com a indicagao da avaliagao, o
tipo de procedimento cirurgico realizado, e a experiéncia do cirurgido na
identificacdo das lesdes. Em uma revisdo da prevaléncia de endometriose
entre laparotomias ginecoldgicas, a taxa na populagédo geral foi de 1,3%. Na
populacdo infértil ela alcangava niveis de cerca de 15 a 25%, sendo um achado
laparoscopico muito frequente (cerca de 75% de todas as laparoscopias).
Prevaléncia ainda maior tem sido relatada entre pacientes com endometriose

relacionada com infertilidade, variando de 20 a 66%. (NISOLLE & DONNEZ, 1997)
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Mais de um século se passou desde a descricdo original da
endometriose por VON ROKITANSKI em 1860 e ainda ndo sabemos com certeza
a patogénese dessa doenga. Uma revisdo completa da patogénese da
endometriose requer uma visita a teoria histogenética e fatores criticos ao
crescimento e manutencdo da mesma. As pesquisas mais antigas dirigiam-se
ao entendimento da histogénese. Hoje os investigadores objetivam pesquisas
sobre os fatores de crescimento e outros mecanismos etioldgicos que possam

contribuir para o desenvolvimento dessa desordem.

Trés teorias histogenéticas da endometriose dominam o pensamento
corrente: a teoria original de que a endometriose desenvolvia-se através de
transformacdo metaplasica das células do peritoneu pélvico (metaplasia
celdbmica de SAMPSON, 1927) a segunda teoria da histogénese sustenta que o
endométrio seja transplantado para localizagbes ectépicas (linfatica, vascular e
iatrogénica); a terceira teoria - conhecida como a teoria da indugéo - é a
combinacdo das duas primeiras, e revela que substancias desconhecidas
liberadas do endométrio descamado induzem a um mesénquima indiferenciado

para formar tecido endometriotico.

Independente da teoria histogenética, fatores adicionais devem ser
responsaveis pela expressdo e manutencdo da doenca. A menstruacao
retrograda € um fendmeno consistente bem estabelecido com ambos os
modelos de transplante ou de indugédo de endometriose. Além do grau do fluxo
menstrual retrégrado, outros fatores podem contribuir para a iniciagcdo da
doenca. Uma resposta imune alterada ou uma reagao a lesdo tecidual pode
resultar na incapacidade de remogao dos debris menstruais que refluiram pela
trompa para a cavidade peritoneal, portanto aumentando a possibilidade da
endometriose. Anormalidades da citotoxicidade mediada pela célula-T, da
atividade da célula "Natural Killer", das fungdes da célula-B e deposicao de
complemento tem sido descritas em mulheres com endometriose (HALME ET AL.
1987).
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Uma vez localizado ectopicamente, o endométrio deve ser mantido e o
crescimento deve ser estimulado para que a endometriose ocorra. Em geral os
implantes endometrioticos deveriam comportar-se como endométrio normal,
tépico com relagdo a resposta aos hormdnios, com estrogénios estimulando o
crescimento e agentes progestacionais inibindo-o. Entretanto, o que se observa
€ que implantes endometriais ectopicos frequentemente comportam-se de uma
forma aberrante e imprevisivel. Grande parte dos implantes endometriéticos
nao apresenta as alteragdes histolégicas ciclicas do endométrio tépico. O
proposito do tratamento hormonal da endometriose tem sido a criacdo de um
milieu enddcrino abaixo do ideal para a manutengdo do endométrio ectopico,
resultando na regressdo e reabsor¢cdo dos implantes, entretanto pouco se
conhece ainda sobre as condi¢bes hormonais que suportam a iniciacao e
manutencdo dos implantes endometriais. A fungao ciclica dos implantes
endometriais ectopicos tem sido mostrada em estudos em humanos e em
primata. Por outro lado, um numero grande de evidéncias contra-argumentam,
desde que o endométrio ectdpico tem pouca capacidade de responder a
estimulos hormonais. Estudos de microscopia ética e eletronica falharam em
demonstrar alteracdes histologicas que se correlacionem com o endométrio
topico correspondente. Um contra-argumento forte foi demonstrado em um
estudo de receptores hormonais em endométrios tépicos e ectdpicos, onde foi
encontrada uma menor concentragdo de receptores estrogénicos e
progestagénicos em tecido endometridtico ectopico comparado ao tecido topico
(SELI ET AL. 2003).

A possibilidade de que o desenvolvimento e progressao da
endometriose estejam associados com “fungdo imune” anormal € a hipotese
mais recente para a etiologia da doenga. Nos ultimos 10 a 15 anos, varios
dados tém sugerido alteragbes da imunidade celular e humoral em mulheres
com endometriose. Se esse fator imunolégico € uma causa separada ou um
fator sinergistico para uma ou mais causas € o que deve ser estabelecido. H4,
entretanto, pouca dulvida de que o processo imunologico exerce uma peca
importante no desenvolvimento e progressao da doencga (LEBoVIC ET AL. 2002;
SELI ET AL. 2003).
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Uma variavel importante € o papel dos fatores de crescimento. Em
roedores, o fator de crescimento epidérmico (EGF), O fator transformador de
crescimento-a e receptores para EGF tém sido demonstrados em endométrios
tépicos e ectdpicos. O EGF, o fator de crescimento insulina-simile | € hormdnio
do crescimento estimulam o crescimento de células estromais endometriais
humanas “in vitro”. O fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) tem
levado a proliferacdo de células estromais endometriais humanas de forma
dose-dependente. Finalmente fatores de crescimento derivados de macréfagos
(MDGF) aumentam a proliferagdo de células estromais endometriais com
estimulagdo maxima do crescimento quando MDGF e estrogénios estdo ambos
presentes no meio de cultura. Tais dados sugerem que uma combinagdo de
fatores, incluindo os hormonais além do numero e capacidade secretora de
células residentes peritoneais, devam ser requeridas para a sustentagdao do
crescimento do endométrio ectopico e, portanto, induzir a uma endometriose

clinica. (MEDEIROS, 1992; MEDEIROS ET AL. 1999, LEBOVIC ET AL. 2002)

Hoje em dia, endometriose € vista como sendo uma doenga herdada
poligenicamente, de etiologia complexa e multifatorial (OLIVE & SCHWARTZ,
1993).

Discorre-se, para um melhor entendimento, os variados topicos da
fisiopatologia da endometriose referente ao nosso trabalho e suas

repercussodes clinicas e ou "deixas" a pesquisa.

1. 1. DEPENDENCIA HORMONAL DA ENDOMETRIOSE

Endometriose tem sido considerada até os dias de hoje como horménio-
dependente pelo fato de dificilmente ser diagnosticada antes da menarca, ser

rara apds a menopausa e tender a diminuir durante a gravidez. Em modelos
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animais de endometriose, o tecido endometrial cirurgicamente transplantado
nao requer suporte hormonal para a implantacdo, mas necessita de estradiol
(E2) e/ou progesterona (P) para sua manutencdo (DIZEREGA ET AL. 1980). A
manipulagdo do meio ambiente hormonal (esterdides sexuais, E, e P) é até o
momento os fundamentos da conduta médica da endometriose. Evidéncias
recentes, entretanto, indicam que a endometriose apresenta uma diferenciagao
histolégica heterogénea em resposta as mudangas hormonais, os achados
histolégicos do endométrio ectépico sao frequentemente discordantes daqueles

do endométrio tépico.

Os tecidos endometridticos possuem receptores estrogénicos,
progestagénicos e androgénicos (COUTINHO ET AL. 1995). Num estudo por
KAUPPILA ET AL. (1987), onde foram avaliados 80 espécimes de tecido de 71
pacientes ndo tratadas e estabelecendo o diagndstico de endometriose,
receptores de estrégeno e de progestagénio foram encontrados em 70% dos
implantes, s6 receptores de progestagenos, em 24% dos implantes e nenhum
receptor em 6% dos implantes. Além disso, a concentragcdo de receptores no
tecido ectopico foi muito menor que a concentracdo correspondente no

endométrio eutopico.

O tecido endometrial demonstra também uma variagcdo grande de
desenvolvimento que caminha desde glandulas de ma diferenciacdo até bem
diferenciadas. A microscopia eletrbnica mostra que essa variacdo no
desenvolvimento morfolégico ocorre tanto entre glandulas como dentro da
mesma glandula. Glandulas pobremente diferenciadas, que ndo mostraram
resposta as mudangas hormonais, foram encontradas em 25% dos implantes
endometridticos. Esses tecidos endometridticos pobremente diferenciados néo
responderam ao danazol, enquanto aqueles bem diferenciados responderam
muito bem (COUTINHO ET AL. 1995; BERGQVIST ET AL. 1985; METZGER ET AL. 1993;
e NISOLLE E DONNEZ, 1997).

BERGQVIST & FERNO (1993) mostraram que lesdes endometridticas

primarias (ndo recorrentes), ambos receptores de estrogénio (ER) e de
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progestagenos (PR), apresentaram-se significativamente em menores
quantidades que no endométrio topico. Nas lesdes recorrentes, os niveis de ER
no citosol foram significativamente menores que no endométrio, mas né&o
houve diferencas significativas com relacéo aos PRs. No tecido endometridtico,
0s niveis de receptores de progesterona foram significativamente maiores na
endometriose recorrente que no tecido primario, mas nao houve diferenca com
relacdo aos ERs. Os ERs foram significativamente menores no endometrioma
ovariano mas nao na endometriose peritoneal comparado com o endométrio
normal. Nao houve diferenga quanto aos receptores de progesterona. Esse
estudo mostrou, portanto que os niveis de ER e PR na endometriose primaria e
recorrente sdo diferentes e pode indicar que diferentes mecanismos de

regulagdo podem ocorrer nos diferentes estagios da doenca.

AUDE BELIAR ET AL. (2004) mostraram que ha menos receptores de
esterdides no tecido endometridtico ectdépico que no endométrio topico e
discute que a endometriose ovariana apresenta diferentes achados bioldgicos
quando comparada a endometriose peritoneal, dai a diversidade de achados

nesse sentido.

NISOLLE E DONNEz (1997) com o objetivo de analisar a atividade
proliferativa de endométrios eutdpicos e ectdpicos através do ciclo menstrual e
suas correlagdes com a quantidade de receptores esterdides, mostraram por
imunohistoquimica que no endométrio normal, o indice de proliferacao
glandular era maior na fase proliferativa quando comparado com a fase
secretora e nenhuma diferenga significativa foi encontrada entre os
endométrios ectdpicos e eutdpicos, exceto durante a fase secretora tardia,
quando a atividade proliferativa estava ainda presente no tecido
endometridtico. O indice de proliferacdo foi semelhante no endometrioma
ovariano, no endométrio ectépico e eutdpico. No endométrio normal, as
concentragbes mais altas de receptores de estrogeno e de progesterona
ocorreram nas células epiteliais e estromais durante a fase proliferativa tardia
do ciclo menstrual. Os ERs e PRs declinam na fase secretora. No endométrio

ectdpico, PR persiste no epitélio glandular durante a fase secretora tardia e os
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ERSs persistiram tanto no estroma como no epitélio nessa mesma fase do ciclo
quer em lesdes ovarianas, como em lesdes petequiais vermelhas. Esses
resultados mostram que pode haver diferentes mecanismos de controle de

proliferacdo no endométrio ectopico.

A expressdo do RNAm do receptor de estrogénio, variante "splicing"
exon 5 (ER-E5SV) para as propriedades dominantes e para o potencial
metastatico dos canceres ginecolégicos, tem sido estudado por FUJIMOTO ET AL.
(1995) que analisaram as implicagdes bioldgicas da expressdo do RNAm do
ER-E5SV e do receptor de estrogeno do tipo wild (ER-WT) no endométrio
normal e no endométrio ectdpico, desde que esse Uultimo conserve a
implantacado e potencial de disseminacdo semelhante aos tumores. O ER-WT
encontrava-se diminuido na segunda fase do ciclo menstrual, mas ndo no
tecido endometridtico, portanto aqueles autores concluiram que a cascata do
ER-WT deveria estar parcialmente desorganizada. Os niveis de RNAm para o
ER-E5SV no tecido endometriético era menor que no endométrio normal
topico, independente da fase do ciclo menstrual, mas nao variava de fase para
fase do ciclo. Esse "status", segundo aqueles autores, pode resultar em uma
resposta incompleta aos esterdides enddégenos, e contribuir para o potencial da

implantacéo e disseminagéo da endometriose.

A regulacdo hormonal do tecido endometriético é claramente diferente
do endomeétrio tépico, portanto ndo nos surpreendemos pelo fato de algumas
pacientes nao responderem a terapia hormonal. A terapia hormonal pode
abrandar a doenca, mas nao a erradica e os sintomas de recorréncia sao

comuns apos a descontinuagado da medicacéo.
A figura 1 demonstra a fisiopatologia da endometriose como dependente

hormonalmente do estradiol (E»), da progesterona (P4) e da prolactina (PRL)

entre outros mecanismos (DIAMOND E OSTEEN, 1997).
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FIGURA 1. FISIOPATOLOGIA DA ENDOMETRIOSE, DEPENDENCIA HORMONAL E
CRESCIMENTO DO ENDOMETRIOMA. O implante endometridtico depende

basicamente da progesterona, de estrogénios e de prolactina. Observam-se ainda

as interagdes com interleucina-1 derivada de macréfagos (dentre outros).

Mais recentemente, uma aberracdo molecular intrinseca nos implantes
pélvicos da endometriose foi proposta como significativamente contribuinte
para o desenvolvimento da edometriose — referindo-nos a expressao aberrante
de aromatase, deficiéncia de 17p-hidroxiesterdide dehidrogenase (17p-HSD)
tipo 2 e resiténcia as agdes protetoras da progesterona. Sendo a endometriose
uma doenga estrogénio dependente, as alteracbes acima descritas sdo de

extrema importancia na fisiopatologia da endometriose (BULUN ET AL. 2000).

Outras teorias sobre a manutengdo do endomeétrio ectdpico surgem, assim como explicagdes para a sua
fisiopatologia da dor e da infertilidade (que comumente acontecem em humanos), e entre estas, as
prostaglandinas e mais recentemente os fatores imunolégicos e toda a sua cascata de fatores de
crescimento (HALMEET AL. 1983 ae b).

1. 2. ENDOMETRIOSE E PROSTAGLANDINAS
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Nao existe nenhuma explicacdo aceita universalmente para os sintomas
da endometriose, mas fatores peritoneais locais municiam uma explicacédo e
sugerem um papel importante para os macrofagos, seus produtos de secregéo,

incluindo interleucinas, fatores de crescimento e prostaglandinas (PGs).

As PGs estdo envolvidas provavelmente na etiologia da endometriose
desde a sua patogénese, quando J. A. SAMPSON (1927) propds a teoria da
menstruacgao retrégrada que foi “justificada" por VIJAYAKUMAR E WALTERS (1983)
como ocorrendo contragdes miometriais provocadas pelas PGs produzidas
durante a menstruagdo e em consequencia levando ao regurgitamento tubario

de debris menstruais a cavidade peritoneal.

As PGs apresentam um sem numero de acdes bioquimicas que
poderiam ser imputadas a si um papel importante na génese, fungdo e
sintomatologia da endometriose, entretanto isso ainda precisa ser provado
consistentemente (HURST E Rock, 1991). Macrofagos peritoneais ativados
estdo provavelmente presentes e em numero aumentado em mulheres com
endometriose e sao capazes de secretar prostaglandinas, dessa forma,
influenciando na proliferagdo endometridtica. Macréfagos (MJs) ativados séo
capazes de secretar uma variedade de moléculas reguladoras, tais como TNF-
a e interleucinas que, por seu turno, interagem de varias formas com as PGs.
Por exemplo, O TNF-a é capaz de aumentar a adesdo das células estromais
endometriais a células mesoteliais peritoneais em cultura. As Prostaglandinas,
0 acido aracdbnico e as interleucinas podem também estar envolvidos na
estimulacdo de proliferacdo fibroblastica e deposicdo de colageno,
provavelmente através da geragcdo de radicais livres. Esses achados podem
contribuir para escarificacao peritoneal e formagao de aderéncias, comuns nas
mulheres acometidas de endometriose. O papel das PGs no processo
inflamatadrio indica que ela pode contribuir para a dor de origem peritoneal e de
tecidos profundos na endometriose. O possivel envolvimento de leucotrienos é
desconhecido. Sem duvida, numerosas interacbes entre moléculas estao
envolvidas na patogénese da endometriose e isso pode ser particularmente

complexo com respeito ao mecanismo da infertilidade, por exemplo. Até o
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momento, todos esses mecanismos sdo especulativos e muito provavelmente
as PGs fazem parte dessa cascata de interagbes, certamente como

intermediarios ou moduladores mais do que efetores primarios (FRASER, 1992).

A dor pélvica é considerada o sintoma mais comumumente associado a
endometriose. Varios autores indicam que entre 30 e 80% de pacientes com
dor pélvica crénica apresentam endometriose (FEDELE ET AL. 1990 e KONINCKX
ET AL. 1991). Além disso, 70% das pacientes com endometriose se queixam de
dismenorréia e 30%, de dor pélvica intermenstrual e dispareunia severa

(FEDELE ET AL. 1992).

Sabe-se que o endométrio ectdpico secreta PGs e que esta secrecao
estd associada intimamente aos macrofagos. Ambos PGs e mediadores
inflamatorios secretados por esses macréfagos, tais como fatores de
crescimento, fator de necrose tumoral (TNF-a) e interleucina 1 (IL-1), podem
mediar o processo inflamatorio levando ao dano tecidual e a fibrose, resultando

em dor pélvica, entre outras consequéncias (CHRISTMAN ET AL. 1992).

Antiprostaglandinicos, bastante utilizados por pacientes endometriéticas
s6 melhoram parcialmente a dismenorréia associada a endometriose,
entretanto, essas drogas sdo usadas como teste terapéutico e seu uso é
justificado quando a dor pélvica for devida a produgéo de PGs quer pelo tecido
endometridtico, quer pelos macrofagos ativados. Infelizmente, essas drogas
nao sao efetivas em modificar sintomas tais como dor intermenstrual e
dispareunia, e ndo teriam qualquer efeito sobre a progressdo da endometriose
(VIGNALLI, 1995).

A dor pélvica e a dismenorréia associada a endometriose ainda nos dias
de hoje sdo mais comumente conduzidas com tratamento médico, tais como
terapia supressiva hormonal e secundariamente ou menos frequentemente
com antiinflamatéria ndo esteroidal de forma sintomatica. Entretanto, uma
porcao significativa de pacientes ndo se aliviara da dor com o tratamento

médico. A cirurgia esta indicada para essas pacientes (Rock, 1995).
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As PGs e liquido peritoneal como mediadores da infertilidade associada a
endometriose tém sido extensivamente avaliados. Estudos sao contraditorios e
as relacdes entre PGs e endometriose ndo tém sido nem confirmadas nem
descartadas. A grande dificuldade na elucidacdo do papel das PGs na
infertilidade associada a endometriose estd na labilidade das mesmas e
resultantes dificuldades na medicao laboratorial dessas moléculas e de seus
metabdlitos. Outras variaveis parecem dificultar essa observagdo desde que
implantes endometriais, macréfagos peritoneais e o proprio peritoneu séo todos
fontes de PGs (SCHENKEN ET AL. 1987), Além disso, existem diferencas
significativas na producdo de PGs pelos diferentes subtipos morfologicos de

endometriose (VERNON ET AL. 1986).

Esta determinado que as prostaglandinas estdo envolvidas nos
processos reprodutivos e que as mesmas podem irromper esse processo
alterando o desenvolvimento folicular, a motilidade tubaria e levando a
disfuncdo do corpo luteo por sua influéncia na implantagdo ovular como

proposto por PITTAWAY E WENTZ em 1984.

Se nao bastasse, as PGs podem estar envolvidas como mediadores
inflamatorios e na resposta imune da endometriose. Estudos (em humanos)
sobre prostaglandinas no liquido peritoneal suportam significativas diferencas
entre pacientes com endometriose e pacientes controle, assim como metade
das referéncias refuta essa hipdétese. Estudos onde o liquido peritoneal foi
colhido na fase lutea do ciclo menstrual mostraram-se uma tendéncia ao
aumento dos niveis de PGs em mulheres com endometriose (BENEDETTO,
1989). BADAWY ET AL. (1985) também controlando o periodo (no ciclo menstrual
— fase lutea) de aspiracdo do liquido peritoneal mostraram que pacientes
endometridticas apresentam altas concentragdes de prostaglandinas F, e E2
s6 durante a fase lutea. Tromboxano B, (TXB;) e 6-cetoprostaglandina F,
produtos da degradagcao do tromboxano A; e prostaciclina estdo aumentados
ou ndo (ROCK ET AL. 1982). Estudos em animais também suportam que haja um
aumento dos niveis de PGs no liquido peritoneal apds indugdo cirurgica da

endometriose (SCHENKEN ET AL. 1984). Entretanto, o papel das prostaglandinas
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na infertilidade associada a endometriose permanece controverso e

especulativo.

Com relagédo a fosfolipase A, ndo existem diferengas significativas na
sua concentragdo entre os grupos controle e endometridtico no liquido
peritoneal segundo UEKI ET AL. (1994), entretanto, SANO ET AL. (1994)
encontraram pelo menos quatro tipos mensuraveis de fosfolipase A, (PLA)
detectados nas células mononucleares peritoneais de mulheres submetidas a
laparoscopia, duas delas calcio dependentes e as outras duas, calcio-
independentes cujas atividades foram significativamente mais altas em

mulheres endometridticas que em controles normais.

O papel das PGs na dismenorréia de pacientes endometriéticas € pouco
entendido, KOIKE ET AL. (1992) investigaram as relagdes entre a severidade da
dismenorréia e a produgdao de PG em miométrio normal, adenomiose, ovario
normal e cisto endometridtico e encontraram uma relagao direta entre os niveis
de 6-ceto-PGF1 alfa (um metabdlito da PGI2) teciduais e nos cistos

endometridticos assim como na adenomiose.

Esse estudo foi parcialmente repetido por KOIKE ET AL. (1994), que
concluiram que a producgao de PGs foi significativamente aumentada no tecido
endometriético que em outros tecidos, especialmente a 6-ceto-prostaglandina
Fi« que foi o produto dominante na adenomiose. As diferengas na
concentracado de PGs também se correlacionaram com o sintoma dismenorréia,
sendo maior nesses casos, e sugerem que o aumento na PGl; no tecido

endometridtico parece induzir hiperalgesia durante a menstruagao.

Os sintomas dolorosos da endometriose coincidem com a segunda fase
do ciclo menstrual, dai SHARMA ET AL. (1994) medirem PGF;, na fase médio-
luteal e encontrarem um aumento nos niveis dessa prostaglandina nas
mulheres com endometriose moderada quando comparadas a mulheres com
pélvis normal. Encontraram ainda niveis abaixo do normal de PGE; e relacbes
baixas de PGE,/PGFy,.
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Tem-se repetidamente demonstrado que PGs estdo relacionadas ao
quadro dismenorréico das endometridticas. DARGENIO ET AL. (1992)
investigaram se o tratamento com antiprostaglandinicos melhoraria a fertilidade
de ratas com endometriose induzida. Esse autor tratou os animais com
indometacina no periodo pré ou pés-ovulatério. Quando dada no pré-ovulatério,
a indometacina aumentou o numero de implantagcbes fetais e o indice de
fecundidade. O tratamento pods-ovulatério ndo interferiu no numero de

implantacdes ovulares.

A associacdo de endometriose a infertlidade é bem conhecida,
especula-se que a resposta inflamatéria que acompanha a endometriose pode

evitar a fertilizacdo, o desenvolvimento embrionario ou sua implantacao.

O acido eicosapentaendico (EPA) inibe a produgdo dos metabdlitos do
acido aracdbénico dependente da ciclo-oxigenase. YANO (1992) estudou os
efeitos da suplementacao dietética de EPA sobre os niveis de PGE;, PGFo a1 €
IL-1 no liquido peritoneal de coelhas endometridticas. Os niveis de PGFoaita
peritoneal em coelhas endometridticas foram menores que nos animais
controle apds o tratamento com EPA, ndo havendo diferencas significativas

entre os outros mediadores inflamatérios.

CICLO-OXIGENASES 1 E 2

Prostaglandinas estdo envolvidas em numerosos processos importantes
na reprodugcdo de mamiferos, inclusive no inicio da parturigdo. As
prostaglandinas sdo sintetizadas a partir do acido aracdbnico pelas enzimas
ciclo-oxigenases. Ha duas isoformas dessas enzimas: ciclo-oxigenase 1 (COX-
1), forma constitutiva e a COX-2, forma induzida. A COX-2 tem sido
recentemente categorizada como um gene imediato-precoce e esta associada

ao crescimento e a diferenciacéo celular (TJANDRAWINATA ET AL. 1997).
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CHARPIGNY ET AL. (1997) encontraram a expressao das duas isoformas
de ciclo-oxigenases no utero de ovelhas pela técnica de Western blot e
demonstraram que as duas isoformas exibiam diferentes padrdes de
expressdo: COX-1 em niveis constantes no endométrio durante o ciclo estral e
estagios comparaveis de gravidez; a COX-2, ao contrario, mostrava-se alta e
transitoriamente expressa entre os dias 12 e 15 do ciclo estral e declinava dai
em diante a niveis indetectaveis. O endométrio na gravidez precoce mostrava
expressbes similares da COX-2. Os estudos imuno-histoquimicos
demonstraram que a COX-1 localizava-se tanto no epitélio como nas células
estromais, enquanto que a COX-2 localizava-se exclusivamente no epitélio
luminal e, em menor extens&do, nas glandulas superficiais. O tratamento de
ovariectomizadas com esterdides indicava que a expressdo de COX-1 ndo se
modificava, enquanto que a COX-2 era altamente induzida por tratamento com
progesterona. O estradiol também aumentava a expressdo dessa enzima, mas
s6 apds o uso de progestagenos. Esses resultados sugerem que a sintese de
PG no utero é devida a inducido da COX-2.

A sintese de prostaglandinas no utero ao termo gestacional € modulada
pelas isoformas 1 e 2 das ciclo-oxigenases. DONG ET AL. (1996) caracterizaram
a expressao da proteina para a COX-1 e -2 no utero de ratas e na cérvix
durante o ciclo estral, gravidez e durante o trabalho de parto, assim como nas
células miometriais cultivadas. Seus resultados indicaram que o utero da rata, o
cervix e as células miometriais expressaram ambas as proteinas; e que durante
a gravidez, tanto COX-1 como a COX-2 aumentam com pico maximo durante o
trabalho de parto (em torno de 250%); indicaram ainda um aumento de duas
vezes na COX-2 cervical é vista durante o trabalho de parto espontaneo; e que
durante o pré-estro e estro, a expressao uterina da COX-2 esta elevada; alem
disso, ambos COX-1 e -2 estiveram expressas nas células miometriais das
ratas e o tratamento com IL-1 beta (10 ng/ml) produziu um significante aumento
na COX-2 e por fim estudos imunocitoquimicos mostraram que ambas COX-1 e
-2 estavam primariamente localizadas nas células epiteliais do endométrio, nas
células musculares lisas nas camadas circulares do miométrio e nas células

epiteliais e musculares lisas do colo uterino. Concluiram que o aumento da
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expressao de COX-2 pode estar envolvido na contratilidade uterina no termo e

no amadurecimento do colo.

No roedor, um aumento da permeabilidade vascular uterina no sitio de
aposicao do blastocisto € um dos eventos mais precoces requeridos para o
processo da implantagdo. Esse evento é precedido por um edema uterino
generalizado que leva a um fechamento luminal e coincide com a reagéo de
“atracamento” entre o trofectoderma e o epitélio luminal. Prostaglandinas
vasoativas estdo implicadas nesse processo. CHAKRABORTY ET AL. (1996)
demonstraram que os genes da COX sao diferentemente no utero de
camundongo no periodo peri-implantagdo. Durante o periodo pré-implantagéo
(dias 1 a 4), o gene da COX-1 estava expresso no epitélio uterino
principalmente no dia 4 até a iniciagao da reacdo de “atracamento”; na noite
seguinte, a expressdo estava sub-regulada. Essa expressdo da COX-1
coincide com o edema uterino generalizado requerido para o fechamento
luminal. Em contraste, o gene da COX-2 estava expresso no epitélio luminal e
células estromais sub-epiteliais no polo anti-mesometrial exclusivamente ao
redor do blastocisto no momento da reagcdo de atracamento, no dia 4, e
persistiu até a manha do dia seguinte. Esse gene uterino n&o estava expresso
no sitio de aposicdo do blastocisto durante a implantacdo retardada tratada
com progesterona (P4), mas foi prontamente verificada ao redor do blastocisto
ativado apds o término do retardo pelo 17 beta-estradiol (E»). Os resultados
acima sugerem que a sintese de PG catalisada por COX-2 & importante para o
aumento da permeabilidade vascular localizada e reacdo de atracamento. O
gene da COX-1 “sub-regulado” (down-regulated) a partir da reacdo de
atracamento (dia 4) estava entdo expresso novamente na decidua mesometrial
e anti-mesometrial, nos leitos deciduais secundarios nos dias 7 e 8. Esses
resultados sugerem que a geragcdo de PGs por COX-1 estd envolvida na
decidualizacdo e/ou permeabilidade vascular endometrial localizada e
continuada, observada durante esse periodo. Ao contrario, 0 gene da COX-2,
expressa no poélo anti-mesometrial nos dias 4 e 5, troca de sitio de expresséo
para o pélo mesometrial dia 6 em diante. Resultados que sugerem que as PGs

produzidas nesse sitio pela COX-2 estdo envolvidas na angiogénese para o
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estabelecimento da placenta. No camundongo ovariectomizado, o gene da
COX-1 foi induzido no epitélio por um tratamento combinado com P4 e E.
Entretanto, o tratamento com P4 e/ou E; n&o influencia o gene uterino da COX-
2. De uma maneira geral, esses autores concluiram que o gene uterino da
COX-1 é influenciado pelos esterdides ovarianos, enquanto os da COX-2 é
regulado pelo blastocisto durante a sua implantagdo e durante a gravidez

precoce.

Apesar da forte correlagao clinica e laboratorial entre as prostaglandinas
e endometriose, os mecanismos basicos entre essas moléculas e os achados
clinicos: dor (dismenorréia), infertilidade e crescimento endometridtico ainda
nao estdo esclarecidos. Alguns trabalhos apontam (inespecificamente) que sua
modulacdo poderiam ter valor efetivo na qualidade de vida das mulheres
endometridticas. MATSUZAKI ET AL. (2004) encontraram uma expressao de COX-
2 significativamente aumentada nas células estromais do endométrio eutopico
de pacientes com endometriose profunda quando comparada ao estroma
durante a fase secretora precoce, média e tardia de mulheres controle. Esses
autores fizeram ainda uma correlagado direta entre os niveis da expressao de
COX-2 e aintensidade de dor (dismenorréia). Esse estudo reforgou os achados
de OTA ET AL. (2001) quando encontraram os mensmos resutados com relagéo
a expressao de COX-2, sendo que s6 na fase lutea precoce e intermediaria.

Estes nao fizeram mencgao a relagdes com dor.

Outros autores fizeram mencdo de correlagdo entre PGs e a dor
queixada pelas mulheres endometridticas tais como DAwoOD ET AL. (1984),
BENEDETTO (1989) inclusive fazendo mencéo a enxaqueca menstrual, KOIKE ET

AL. (1992) entre tantos.

Isso nos leva a crer que o uso de AINES, e talvez especificamente os
inibidores da COX-2 venham a inromper esse mecanimo doloroso e na verdade
COBELLIS ET AL. (2004) demonstraram a eficacia do rofecoxib no tratamento da

dor relacionada a endometriose.
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De acordo com a teoria da menstruacao retrograda, o endométrio vivo
na cavidade peritoneal necessita de provisao sanguinea para a sobrevivéncia
do implante e desenvolvimento da endometriose. Esse processo € chamado de
angiogénese que € um processo complexo envolvendo proliferagdo, migragéo
e extensdo das células endoteliais, aderéncias dessas células a matriz
extracelular com remodelagdo da matriz e formagdao do lumen. Entdo, a
angiogénese é um fenbmeno importante na fisiopatologia da endometriose. O
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) € um potente fator angiogénico
envolvido nos processos fisioloégicos e na angiogénese patoldgica. Niveis
elevados de VEGF foram detectados no liquido peritoneal de pacientes
endometridticas. Os VEGFs s&o secretados de macrofagos peritoneais em

resposta a esterdides ovarianos (MCLAREN ET AL. 1996).

Segundo RYAN ET AL. (1995), a interleucina-8 (IL-8), um fator angiogénico
derivado de macrofago também foi detectado em concentragdes elevadas no

liquido peritoneal de mulheres endometriéticas quando comparada a controles.

O bloqueio da liberagdo de PGs pelo Rofecoxib das células
endometridticas parece ter sido o responsavel pelo alivio da dor naquelas
pacientes. Outros benficios poderiam ter sido atingidos. Varios estudos tém
demonstrado que os inibidores especificos da cox-2 tém a capacidade de inibir
o crescimento e proliferagao celular de varios tumores, entre eles, o de colon,
epidérmico, vesicula dentre outros (CAO E PRESCOTT, 2002). Os inibidores da
COX-2 tem sido efetivos na quimioprevencao de pacientes de risco de pélipos
de colon (OsHIMA E TAKETO, 2002) e isso parece se dever ao seu efeito anti-
angiogénico. A hipétese de que os AINES poderiam inibir a angiogenese de

pacientes endometridticas parece plausivel (COBELLIS ET AL. 2004).

Por outro lado, as informacdes sobre a fertilidade obtidas através de
camundongos privados da COX-2 (COX-2 knock-out mice) sugerem que a
COX-2 tenha papel essencial na manutencao da fertilidade, sendo necessaria

em cada estagio da gravidez. (LIM ET AL. 1997).
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Nas figuras 2 e 3, esquematizam-se alguns efeitos das prostaglandinas

na fisiopatologia da endometriose (DIAMOND E OSTEEN, 1997).

AT
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- ,‘;"
Reacéo peritoneal

Endotélio Macréfago
PZ

L /> |PGs| <o
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Captacdo do 6vulo Implantagéo
Funcao tubaria Contratilidade uterina|
Funcéo do corpo luteo Unidade fetoplacentar|

Infertilidade Abortamentos

recorrentes

Pittaway and Wentz (1984). J Reprod Med 29:712

FIGURA 2. FISIOPATOLOGIA DA ENDOMETRIOSE. Possiveis mecanismos da
infertilidade dependentes das prostaglandinas em endometriose. PGs oriundas de
macrofagos e/ou endotélio agem em varios sitios e levam provavelmente a

infertilidade, por um lado ou perdas gravidicas repetidas por outro.

Alteracdes da fungao ovariana, com produgao estrogénica, e/ou o déficit
na funcdo do corpo luteo, podem participar ainda do desenvolvimento e

crescimento dos endometriomas (DIAMOND E OSTEEN, 1997).
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FIGURA 3. FISIOPATOLOGIA DISMENORREIA EM MULHERES COM ENDOMETRIOSE.
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Possiveis mecanismos da dor em endometriose sdo dependentes das
prostaglandinas. Alterando horménios ovarianos ou modificando o fluxo sanguineo
e a atividade miometrial, justificam a dismenorréia freqientemente encontrada nas

mulheres com endometriose.

Na verdade, um s6 mecanismo nao explicaria todos os mecanismos da
infertilidade e surge, entdo em acréscimo aos anteriores (hormonais e

prostaglandinas), o extenso e ainda pouco explicado fator imunolégico.

1. 3. IMUNOPATOLOGIA DA ENDOMETRIOSE

CELULAS PERITONEAIS RELACIONADAS COM A ENDOMETRIOSE

O timo e a medula 6ssea sdo os principais 6rgdos envolvidos no
reabastecimento programado de linfécitos T e B na circulagdo e nos tecidos
periféricos. As células precursoras desses linfécitos sdo os precursores
linféides comuns na medula déssea. Eles se originam de uma célula mae
(tronco) hematopoiético pluripotente. O precursor linfoide comum tem a
capacidade de se desenvolver em linfocito B ou T dependendo do micro-
ambiente no qual ele “habita”. As células T se desenvolvem no timo e as B
desenvolvem-se do figado fetal e da medula 6ssea adulta. Também da célula
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mae hematopoiética, precursor mieldide comum, originam-se os macréfagos e
mondcitos. Uma terceira populacdo de células, chamadas “null cel” (células
nulas) que incluem as células matadoras (Killer cell, K) e matadoras naturais
(natural killer cells, NK), se originam também daquela célula tronco, entretanto
existem incertezas com relacdo ao mecanismo preciso de seu modo de

desenvolvimento (EVERS, 1995).

E bem reconhecido que as respostas imunes mediadas pelas células
contribuem para a eliminagdo de antigenos estranhos e células que invadem o
organismo. Também €& provavel que o sistema imune possa reconhecer e
eliminar células autdlogas alteradas ou extraviadas como as células do
endomeétrio, quando ectdpicas. Este mecanismo pode ser operativo na maioria
das mulheres e pode prevenir o desenvolvimento de endometriose. Recentes
estudos em mulheres com endometriose demonstram mudancgas funcionais
nessas células do sistema imune, inclusive mondocitos/macrofagos, células
assassinas naturais, linfocitos T citotdxicos e células B. Estas mudancas
sugerem vigilancia, reconhecimento e destruicdo diminuida das células
endometriais extraviadas e possivel facilitacdo de implantagcdo delas, com
posterior desenvolvimento de endometriose. Mondcitos de sangue periférico
(PBM) e macrofagos peritoneais (PM) podem representar um papel chave
neste respeito, e podem controlar a fungdo de outras células imunes. Isso é
demonstrado em mulheres férteis normais sem endometriose: PBM e PM
suprimem a proliferagao de células endometriais in vitro.

Na endometriose, estimulam a proliferacdo de células endometriais. Isso
acontece em aproximadamente um terco das pacientes, permanecendo nos
outros dois tergos de pacientes os efeitos de PM e PBM semelhante a esses de
controles férteis, sugerindo endometriose subclinica. De maneira interessante,
células endometriais em mulheres com endometriose sdo mais sensiveis ao
efeito estimulatério do PBM, e mais resistentes a citotoxicidade (DMOWSKI ET AL.
1994).

Uma alteracdo na imunidade mediada pela célula pode estar entre os

fatores patogénicos da endometriose. IWASAKI ET AL. (1993) encontraram
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células T supressoras significativamente aumentadas, e células T citotdxicas
significativamente diminuidas no liquido peritoneal e no sangue periférico de
mulheres com endometriose, quando comparado a controles. Da mesma
forma, a atividade das células natural killer (NK) estava diminuida no sangue

periférico dessas mulheres.

KANZAKI ET AL. (1992) investigaram o efeito do soro de pacientes com
endometriose sobre a atividade de células assassinas naturais (NK, natural
killer). A atividade de células NK de voluntarios saudaveis foi examinada apés a
incubagcdo com soro de pacientes com endometriose ou de controles. As
células K562 foram usadas como alvos. Encontraram que linfécitos tratados
com soro de pacientes endometridticas expressaram niveis significativamente
mais baixos de citotoxicidade quando comparados a linfécitos tratados com
soro controle. Esta supresséo de citotoxicidade era dose dependente e o grau
de supressao era proporcional ao tempo de incubacdo das células efetoras
com o soro. A citotoxicidade diminuida também foi observada com o soro de
pacientes que tinham sido tratados com danazol. Este achado espetacular
sugere que fatores humorais que podem inibir atividade da célula NK in vitro
estdo presentes no sangue periférico de pacientes que tém endometriose; além
disso, eles sugerem que a atividade de célula NK suprimida possa permitir o

desenvolvimento de células endometriais em locais ectépicos.

Um estudo por KIKUCHI ET AL. (1993) foi executado para elucidar se
lesdes endometridticas poderiam afetar subtipos de linfécitos no sangue
periféricos. Mudanca de subtipos de linfécitos de mulheres saudaveis normais
e de pacientes com mioma uterino ou com endometriose antes e depois de
procedimentos cirurgicos também foi investigada, tendo encontrado aqueles
autores que a porcentagem e o numero absoluto das sub-séries CD57+CD16+
[NK moderadamente diferenciadas] das células NK em sangue periférico de
pacientes com endometriose era significativamente baixo que os valores de
mulheres saudaveis normais e pacientes com mioma uterino, enquanto nao
havia nenhuma diferenca em CD4+ e CD8+ (sub-séries de linfécitos) entre

mulheres saudaveis normais e pacientes com mioma uterino ou endometriose.
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Em pacientes com endometriose, a porcentagem e numero absoluto de
CD8+CD11+ (células T supressoras) foram aumentados significativamente
depois de tratamento cirurgico, enquanto esses n&do mudaram em pacientes
com mioma uterino. Por outro lado, resseccao de lesdes endometridticas
resultou em uma diminuicdo significativa da porcentagem de células
CD57+CD16 (células NK imaturas) e um aumento significativo, ndo s6 na
porcentagem, mas também no numero absoluto de células CD57+CD16+ (NK
moderadamente diferenciadas), sugerindo que a existéncia de lesdes
endometridticas perturbam a diferenciagao das células NK. Além disso, células
T indutoras de supressdo como mostrado pela medida de CD4+2H4+ e
CD4+4B4 estiveram aumentadas significativamente depois do tratamento

cirargico de endometriose.

Estudos adicionais por TANAKA ET AL. (1992) e por OOSTERLYNCK ET AL.
(1993) confirmam a atividade diminuida das células NK em mulheres com
endometriose. A atividade das NK é caracterizada pela capacidade espontanea
de células linféides derivadas de hospedeiros ndao-imunizados de reconhecer e
lisar certas linhagens de células tumorais, células infectadas por virus e
linhagem de células de tumores transplantados. A endometriose é
caracterizada pela implantacéo e proliferagdo de tecido ectopico autélogo na
cavidade pélvica. Dai talvez a importancia de se investigar essas células. E ndo
se encontrou outra coisa sendo o fato de que a atividade das células NK em
sangue periférico de mulheres com endometriose era mais baixo que em
mulheres sem endometriose. Em adicdo, o soro periférico de mulheres com
endometriose fez suprimir a atividade das células NK de forma dose-
dependente. Estes estudos provéem a especulagdo que a imunidade natural
mediada através das células NK pode modular o desenvolvimento de implante

ectopico de endométrio.

Os macrofagos sdo as células mais numerosas no peritoneu. O niumero
e a ativagdo dos macrofagos tém sido reportados na fisiopatologia da
endometriose. Para avaliar o estado de ativacao dessas células, BRAUN ET AL.

(1992) observaram que sua citotoxicidade era elevada nos estagios | e |l da
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endometriose e em controles inférteis comparadas com controles férteis. A
citotoxidade nos estagios Il e IV da endometriose era mais baixa que nos
estagios | e Il. A indometacina in vitro aumentou a citotoxicidade no estagio Ill e
IV, mas n&o nos outros grupos testados. A citotoxicidade com os grupos
tratados com danazol ou analogos de GnRH (GnRH-a) foi aumentada
comparada com pacientes sem tratamento em fases comparaveis da doenca.
Concluiram entdo que a citotoxidade dos macréfagos peritoneais em mulheres
com endometriose é afetada pela extensao da endometriose, pelo metabolismo

das prostaglandinas, e pelo tratamento com danazol ou com GnRH-a.

OOSTERLYNCK ET AL. (1993) investigaram as subpopulagdes de linfocitos no
sangue periférico (PB) e liquido peritoneal (PF) de mulheres com e sem
endometriose para avaliar se a citotoxicidade das células NK, diminuida em
mulheres com endometriose, era devida a um defeito quantitativo ou nao.
Encontraram que o numero e a concentragao de células mononucleares no PF

estavam aumentados em mulheres com endometriose comparado as mulheres

sem endometriose. A relacdo CD4/CD8 foi invertida no PF, e isto era mais
pronunciado em mulheres com endometriose. No PF de mulheres com
endometriose, 41,3% dos linfécitos eram CD8 positivo, comparado a 34,3% em
mulheres sem endometriose. A porcentagem de linfécitos NK positivo em PF,
usando trés anticorpos monoclonais diferentes dirigidos contra marcadores das
células NK (CD57, CD16, e CD56) n&o era diferente entre mulheres com e sem
endometriose. Concluiram que as células monociticas no liquido peritoneal
consistiam principalmente em células citotdxicas irrestritas ou HLA-restritas
capazes de reagir com varios antigenos da cavidade pélvica, oriundos do trato
genital inferior. Além disso, ndo era provavel que a atividade de NK diminuida
descrita em PB e PF de mulheres com endometriose fosse causada por um
defeito quantitativo, desde que a porcentagem de NK linfocitos-positivo nédo era

diferente entre mulheres com e sem endometriose.

Controvérsias com relacdo ao papel das células "imunolégicas"

peritoneais continuam rondando na fisiopatologia da endometriose. HUA ET AL.
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(1996) investigaram o papel das células NK no desenvolvimento da
endometriose e mostraram que sua atividade tanto no liquido peritoneal como
no sangue periférico estava diminuida, quando comparadas a mulheres
controle inférteis e férteis. Mostraram ainda que essa atividade diminuia com o

aumento no estadiamento da endometriose.

Uma base imunologica para a patogénese da endometriose ha muito
tem sido considerada importante. As interagdes entre as células peritoneais,
incluindo macréfagos, células B, células T, células NK e as células
endometriais retrogradas sao consideradas criticas, mas permanecem
controversas. Refazendo dados da literatura, HO ET AL. (1997) mostraram que
macréfagos peritoneais sdo ativados pelo refluxo menstrual recorrente, levando
a auto-anticorpos locais e sistémicos, apesar das células B ndo aumentarem

numericamente. A diminuigdo na atividade da célula NK na

cavidade peritoneal e no sangue periférico pode estar relacionada a falha na
"limpeza" do tecido endometrial ectopico. As células peritoneais T sdo as
predominantes (Th1 inflammatory cells) e sao disfuncionais devido a
diminuicdo de sua ativagcdo (especialmente na populagdo HLA-
DR+CD4+CD3+) e na producéo de interleucina 2. Esses autores concluiram
portanto que os linfocitos T e NK estdo suprimidos em mulheres com

endometriose, mas nao concluem se como causa ou efeito da doenca.

BRAUN E DMoOwsKI (1998) compararam o efeito citolitico de mondcitos do
sangue periférico (PBM) e macréfagos peritoneais sobre células endometriais
topicas e ectopicas em mulheres com endometriose. Os mondcitos do sangue
periférico foram significativamente citoliticos que os macrofagos peritoneais
contra células endometriais autélogas. Chamou a atengcdo o fato dessas
mesmas células ter apresentado similaridades no que diz respeito a citdlise de
células de uma linhagem de hepatoma. Aqueles autores encontraram ainda
que as ceélulas endometriais ectdpicas foram significativamente mais
resistentes a citdlise que as células eutdpicas e concluiram que a capacidade

reduzida dos macréfagos peritoneais mediarem a destruicdo das células
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endometriais associado ao aumento da resisténcia dessas células ectdpicas a
citdlise mediada por macrofago podem facilitar a sobrevivéncia dessas células

na cavidade peritoneal de mulheres com endometriose.

1. 4. FATORES DE CRESCIMENTO RELACIONADOS COM A ENDOMETRIOSE

A angiogénese é um fenbmeno importante na fisiopatologia da
endometriose, condicdo onde ha uma implantagdo de endométrio ectopico, na
cavidade peritoneal. O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) é um
potente fator angiogénico envolvido nos processos fisiolégicos e na
angiogénese patoldgica. Niveis elevados de VEGF foram detectados no liquido
peritoneal de pacientes endometridticas. VEGF foi encontrado nos macréfagos
teciduais presentes no endométrio ectdpico e nos macréfagos ativados em
liquido peritoneal. A ativacdo dos macréfagos foi maior em mulheres com
endometriose peritoneal e o meio condicionado por estes macréfagos causou
uma proliferagdo de células endoteliais aumentada e dependentes do VEGF
quando comparado aos de mulheres normais. Os VEGFs sao secretados de
macrofagos peritoneais em resposta a esterdides ovarianos e sua secre¢ao
aumentada apos ativacdo com lipopolisacarideo (LPS). Saliente-se que os
macrofagos peritoneais expressaram receptores para os hormonios esterdides
e que receptores para VEGF, ftl e KDR (kinase domain receptor) foram também
detectados, sugerindo uma regulagdo autocrina. Durante o ciclo menstrual, a
expressao do ftl foi constante mas a do KDR aumentou na segunda fase do
ciclo. Esse aumento também é significativo em mulheres endometridticas
quando comparado a controles. Dai sugerir-se que os macréfagos ativados séo
a principal fonte de VEGF na endometriose e que sua expressao é regulada

diretamente por esteroides ovarianos (MCLAREN ET AL. 1996).

Segundo RYAN ET AL. (1995), a interleucina-8 (IL-8), um fator angiogénico
derivado de macrofago também foi detectado em concentragbes elevadas no
liquido peritoneal de mulheres endometridticas quando comparada a controles.
O aumento foi relacionado ao estagio (gravidade) da endometriose, dai esses

autores hipotetizarem que a IL-8 seria um importante fator angiogénico, estaria
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envolvido na fisiopatologia da endometriose promovendo neovascularizagao de

endomeétrio ectdpico.

SCHRODER, GAETJE E BAUMANN (1996) demonstraram que pacientes com
endometriose estagio IV apresentaram niveis de IL-6 no liquido peritoneal
levemente superior quando comparados com endometriose estagios | e Il ou
com outros problemas como massas ovarianas ou inflamagéo crénica. Por
outro lado, os niveis séricos de IL-6 foram maiores nos estagios iniciais da
doenca (estagios | e Il) quando comparados aos estagios Il e IV ou massas
ovarianas ou inflamagao cronica. Pacientes com endometriose também
revelaram receptores de IL-6 (rlL-6) no liquido peritoneal e no soro quando
comparada a outras pacientes de grupo controle. Isso levou a conclusédo de
que a IL-6 e seu receptor soluvel poderiam estar envolvidos na fisiopatologia da

endometriose.

BRAUN ET AL. (1996) mostraram que a sintese basal (por mondcitos de
sangue periférico) de TNF-a, IL-6 e IL-8 era significativamente maior em
mulheres com endometriose comparada a mulheres férteis. Mostraram ainda
que os niveis de TNF-a também aumentavam em resposta ao estimulo com
LPS por mondécitos de sangue periférico. A IL-10, tanto basal quanto

estimulada, nao sofreu alteracao de sintese.

RIER ET AL. (1994) demonstraram que a severidade da endometriose se
correlacionava com o0s niveis aumentados de |L-6 acompanhados pela
diminuicdo do receptor soluvel para IL-6 (IL-6sR) no liquido peritoneal de
mulheres endometridticas. Estudos adicionais pelos mesmos autores revelaram
que células estromais de implantes ectépicos secretavam essa citocina in vitro,
além de apresentaram uma resisténcia a inibicdo do crescimento induzido pela
expressao de IL-6sR. Esses achados, segundo aqueles autores suportam a
hipotese de que a desregulagdo das respostas a IL-6 tem papel na

fisiopatologia da endometriose mais que seu aumento, isoladamente.

xlvi



Ja RANA ET AL. (1996) demonstraram que as citocinas TNF-a, IL-8 e IL-
10 em mulheres endometridticas sao sintetizadas em niveis maiores que os
normais por macrofagos peritoneais tanto em estado basal quanto estimulado
por LPS, confirmando parcialmente os resultados de BRAUN ET AL. (1996)

quanto a IL-8 mas contrariando quanto a IL-10.

KEENAN ET AL. (1995) ressaltam o conceito de que a endometriose esta
associada a ativagdo de macrofagos peritoneais e a uma concentragdo maior
dessas células. Essa ativacao é refletida pelo aumento dos niveis de citocinas
encontradas nos meios de culturas de macréfagos. A IL-1 e o TNF-a, ao
contrario da IL-2, estiveram significativamente aumentados nos meios de
cultura, entretanto ndo houve mudangas significativas nos niveis dessas
citocinas no liquido peritoneal apesar dessas células estarem em numero
aumentado nas pacientes com endometriose. Esses autores acham que a
auséncia de significancia estatistica nos niveis de citocinas peritoneais faz

delas inocentes no desenvolvimento e progressao da doenca.

Niveis de interleucina 5 (IL-5) e IL-6 estiveram significativamente mais
altos no liquido peritoneal de individuos endometriéticos quando comparados a
individuos controle, o mesmo ndo acontecendo com a IL-1 a, esses estudos de
KoYAMA ET AL. (1993) concluiram que a IL-5 e IL-6 mas ndo a IL-1 estariam

associados a fisiopatologia da endometriose.

As concentragdes de EGF ou FGF basico no liquido peritoneal nao
diferiram significativamente entre as pacientes com endometriose e né&o-
endometridticas. Em mulheres normais, esses fatores estiveram aumentados
significativamente na segunda fase do ciclo menstrual, mas esse fato nao se
correlacionou com a severidade da endometriose. Na verdade as
concentragbes de EGF e FGF foram muito variaveis no liquido peritoneal de
mulheres endometridticas e nas nao-endométridticas que fica dificil fazer uma

correlagao (HUANG, PAPASAKELARIOU E DAWOOD, 1996).
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A expressao do RNA mensageiro para o receptor do fator de
crescimento epidérmico (mRNA-EGF-R) no tecido endometridtico foi
significativamente menor que o do endométrio eutdpico. O receptor para EGF
foi detectado em células glandulares mais intensamente que nas células
estromais tanto nos endometriomas quanto nos implantes endometriéticos e
nao existe diferenca entre o tecido endometriético e endométrio tépico. O EGF
portanto pode estar envolvido na fisiopatologia da doenga. (HUANG E YEH,
1994).

KEENAN ET AL. (1994) encontraram niveis de IL-6 significativamente
aumentados em meios de cultura de macréfagos de mulheres endometridticas.
Esses niveis aumentaram 4 vezes nos estagios precoces da doencga e 8 vezes
nos estagios avangados. Por outro lado nédo encontraram diferengas
significativas nos niveis de IL-6 ou interferon gama (IFN-gama) no liquido
peritoneal entre os grupos endometridtico e controle. Sugerem o nao

envolvimento do IFN-gama na fisiopatologia da endometriose.

Por outro lado, KLEIN ET AL. (1994) encontraram uma maior percentagem
de leucocitos expressando RNA mensageiro (mMRNA) para INF-gama no
endométrio ectopico que no tdpico, assim como receptores para INF-gama
estiveram presentes no epitélio glandular de endométrio ectoépico. Esses
achados sugerem um possivel efeito paracrino para os leucdcitos residentes

através do INF-gama na regulagéo da proliferagao celular na endometriose.

KLEIN ET AL. (1993) demonstraram que a concentragao geral de células T
e macrofagos que expressaram o mMRNA para o INF-gama era
significativamente maior no tecido endometrial ectopico que o eutdpico. Os
leucécitos residentes podem ter um papel paracrino na regulagdo da

proliferacdo de endometriose via IFN-gama.

UEKI ET AL. (1994) mostraram que os niveis de |IL-1 e Fator estimulante
de coldnia de macréfago-granulécito (GM-CSF) foram similares tanto no grupo

controle como no endometriético, entretanto a IL-6 esteve aumentado em 50%
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de pacientes com infertiidade associada a endometriose. Segundo aqueles
autores esses resultados sugerem que o tecido inflamatério encontrado na
endometriose ndo esta relacionado com ativacdo de macrofago peritoneal,
além disso os altos niveis de IL-6 observados em mulheres endometridticas
inférteis sugerem que algum evento imunolégico seja responsavel pela
infertilidade.

O fator estimulante de coldnia granulocito macréfago (GM-CSF)  foi
localizado nas células epiteliais endometriais assim como no epitélio
endometridtico, com expressao significativamente aumentada na endometriose
na fase secretora do ciclo menstrual. Essa citocina pode estar envolvida na
fisiopatologia da endometriose elicitando migragéo, proliferagdo e ativacéo de

macrofagos peritoneais e endometriais (SHARPE-TIMMS ET AL. 1994).

A concentracdo de M-CSF no liquido peritoneal de mulheres
endometridticas foi significativamente maior que nas pacientes controles,
entretanto ndo houve diferenga significativa entre a concentracdo de M-CSF e
o estadiamento da endometriose. Por outro lado, em pacientes com
infertilidade primaria e endometriose, havia uma correlagdo direta entre os
niveis de M-CSF e a gravidade da endometriose avaliada pelo rAFS. Dai,
especula-se que exista alguma relagao entre os niveis aumentados de M-CSF
na cavidade peritoneal e a infertilidade primaria associada a endometriose,

especialmente relacionada a progressao da doenga (FUKAYA ET AL. 1994).

Em endometriose induzida cirurgicamente em ratas demonstrou-se a
presenca e distribuicao celular do TGF-a 1 € 3 (mas néo para o TGF-a 2) que
estao presentes em todos os tipos de células dos implantes endometridticos,
exceto as células estromais. As células inflamatdrias que se infiltram entre as
células estromais e nos cistos associados ao implante contém a maior
intensidade de coloragao (imunohistoquimica) para os TGF-a de 1 a 3 seguidos
pelos epitélios glandular e luminar, pelos fibroblastos das aderéncias fibréticas
e das células musculares lisas endoteliais e das arteriolas. Os resultados

desses autores implicam o TGF-a como tendo possiveis papéis
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paracrinos/autocrinos na manutencdo dos tecidos endometridticos e no
desenvolvimento de aderéncias fibréticas associadas a endometriose (CHEGINI
ET AL. 1994).

GIUDICE ET AL. (1994) investigaram o sistema IGF (insulin-like growth
factor) em liquido peritoneal de mulheres com ciclos menstruais normais e seu
potencial mitogénico em culturas de células estromais. Os fatores de
crescimento IGF-I, IGF-Il, e IGF-binding protein-1 (IGFBP-1), -2, -3, e -4 foram
identificados no liquido peritoneal e seu poder mitogénico pode estimular o
crescimento de células estromais na cavidade pélvica facilitando assim a

proliferacdo de endometriose.

As concentragbes de RANTES (uma citocina com potente atividade
quimiotatica para mondcitos em humanos) e interferon gama, citocinas soluveis
passiveis de recrutar e ativar macrofagos foram encontrados em niveis
significativamente aumentados no liquido peritoneal de mulheres com
endometriose e tais niveis se correlacionaram com a severidade da doencga, ao
contrario do interferon gama. Concluiram que a RANTES pode ter um papel
importante no recrutamento de macrofagos peritoneais na fisiopatologia da
endometriose (KHORRAM ET AL. 1993). O quadro 1 descreve o resumo do

descrito acima.

SIGLA DESCRICAO AUTOR(ES)

VEGF Fator de crescimento do endotélio | MCLARENET AL. 1996.
vascular (aumentada no liquido

peritoneal)

IL-6 Interleucina 6 SCHRODER, GAETJE E
(aumentada no soro e liquido | BAUMANN, 1996.

peritoneal)

riL-6 Receptor de IL-6 (idem) SCHRODER, GAETJE
E BAUMANN, 1996.



IL-6
TNF-a
IL-10
IL-8
EGF
FGF

TNF- o
IL-8
IL-10
IL-1B
IL-2
TNF- o
IL-8
IL-6sR
IL-6

IL-6
INF-gama
IL-1

IL-6
GM-CSF

INF-gama
mRNA

INF-gama
R

MRNA-
EGF-R

Aumentado com e sem estimulo
Aumentado com e sem estimulo
N&o interfere

Aumentado com e sem estimulo
Fator de crescimento epidérmico (#)
Fator de crescimento de fibroblasto
(#)

(+)

(+)

(+)

# (veja raciocinio no texto)

# (veja raciocinio no texto)

# (veja raciocinio no texto)
Interleucina-8 (+)

Receptor soluvel de IL-6 (-)
Interleucina 6 (+)

Interleucina 6 (+)

Interferon gama (#)

(#)

(+)

Fator estimulante de colénia de

macrofago-granuldcito (#).
RNA mensageiro para o interferon
gama (+)

Receptor do interferon gama (+)

RNA mensageiro para o receptor de
fator de crescimento epidérmico no

tecido endometridtico foi
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BRAUN ET AL. 1996.
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BRAUN ET AL. 1996.
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KEENAN ET AL. 1995.
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UEKI ET AL. 1994,
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UEKI ET AL. 1994.
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EGF
GM-CSF

M-CSF

TGF-B 1

TGF-B 2

TGF-B 3

INF-gama

(MRNA)

IL-5
IGF-I

IGF-II

IGF-BP-1

IGF-BP-2

IGF-BP--3

|GF-BP-4

significativamente menor
Fator de crescimento epidérmico (#)

Fator estimulante de colénia de

macrofago-granuldcito (+).
Fator estimulante de colbnia de
macrofago (+), principalmente com
infertilidade.

Fator transformador de crescimento

beta 1 (+)

Fator transformador de crescimento

beta 2 (+)

Fator transformador de crescimento

beta 3 (+)

RNA mensageiro para o interferon

gama.
Interleucina 5 (+)

Fator de crescimento insulina-simile |

(insulin-like growth factor ).

Funcionam como mitogénico.

Fator de crescimento insulina-simile 1l

(insulin-like ~ growth  factor II).

Funcionam como mitogénico.

Proteina ligadora do Fator de

crescimento insulina-simile 1. (+)

Proteina ligadora do Fator de

crescimento insulina-simile 2. (+)

Proteina ligadora do Fator de

crescimento insulina-simile 3. (+)

Proteina ligadora do Fator de

crescimento insulina-simile 4. (+)

HUANG E YEH, 1994.
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RANTES Citocina quimiotatica para | KHORRAM ET AL. 1993.
macrofagos (+)

QUADRO 1. FATORES DE CRESCIMENTO RELACIONADOS COM A ENDOMETRIOSE.

(#) Parece nao estar relacionado com endometriose
(+) Aumentado.

(-) Diminuido

Todos esses fatores de crescimento podem originar-se de macréfagos
peritoneais ativados. Alguns fatores de crescimento sao mais frequentemente
estudados e parecem mais fortemente responsaveis pela fisiopatologia da
endometriose, e entre eles a interleucina-1 e o fator de necrose tumoral (TNF)
mostrados na figura 4 e este ultimo descrito mais pormenorizadamente a

sequir.

Fatores de
Crescimento

EZ 0000
L T A i
' 0000
AR L|
t L|

Antigenos
‘ endometriais ‘

FIGURA 4. FISIOPATOLOGIA DA ENDOMETRIOSE. Possiveis mecanismos da
endometriose dependentes do TNF-alfa e Interleucinas sobre o desenvolviomento
dos endometriomas. Note-se ainda as interagdes hormonais com outros fatores

de crescimento.

1.5. FATOR DE NECROSE TUMORAL, INTERLEUCINAS E ENDOMETRIOSE



VERCELLINI ET AL. (1993) determinando os niveis de TNF no plasma e
liquido peritoneal de mulheres com e sem endometriose, ndo encontraram

diferencas significativas entre estes dois grupos em ambos os sitios.

Os efeitos do estradiol (Ez), da progesterona (P) e do danazol sobre a
producgéao de interleucina 1 beta (IL-1-B) e sobre o fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) por mondcitos humanos foram investigados por MoORI ET AL. (1990).
Esses autores demonstraram que E; e P em concentragdes fisioldgicas
aumentam a producdo dessas citocinas de doadores de baixos niveis de IL e
TNF, mas nado afetaram sua produgdo em individuos com alta produgcao de
TNF e IL-1. O danazol inibiu a producao de IL-1 e de TNF pelos mondcitos, de
forma dose-dependente, ndo sO6 nos doadores de mondcitos com alta
producdo de TNF e IL-1, mas também naqueles de baixa producdo dessas
citocinas assim como na auséncia ou presencga de E, ou P. Eles sugeriram com
esses achados que o possivel mecanismo de acdo do danazol no tratamento
da endometriose e infertilidade associado a anormalidade imunolégica seria o

da inibicdo da producgao dessas citocinas.

MORI ET AL. (1991), investigando os niveis de IL-1 e TNF no liquido
peritoneal de mulheres com varias patologias ginecologicas desvendaram uma
elevagdo dos niveis dessas citocinas na doenga inflamatéria pélvica aguda e
em todos os estagios da endometriose comparados aos grupos controle, com
miomas uterinos, com cistos ovarianos ou com sindrome aderencial pélvica
pos-infecciosa. Os niveis dessas citocina ndo se correlacionavam com o
numero de macrofagos peritoneais. Pelo fato dessas citocinas serem
normalmente produzidas pelos macréfagos peritoneais independente de
estimulos, esse aumento nas citocinas acima podem se dever,

presumivelmente, a ativacdo desses macroéfagos.

HALME (1991) discute as varias evidéncias para a infertilidade associada
a endometriose, entre elas os varios mecanismos peritoneais que podem levar

a sub-fertilidade, incluindo os fatores anatébmicos e ovulatérios, entretanto
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recentes estudos mostraram para ele que as células inflamatdrias locais e seus
produtos de secregao seriam importantes mediadores da infertilidade. Além
disso, estudos in vitro identificaram macréfagos peritoneais e seus produtos de
secregao, especificamente o TNF-a como o mais provavel contribuinte para a
reducdo da fecundabilidade através dos seus efeitos sobre a funcao

espermatica.

LIANG ET AL. (1994) também encontraram uma quantidade maior de TNF
no liquido peritoneal de mulheres inférteis com endometriose e mostraram os
efeitos deletérios desse liquido sobre a motilidade espermatica e sobre o teste
hipo-osmotico, teste de fungdo espermatica diretamente relacionado com o
poder fecundante do espermatozodide. Sugeriram dai que o TNF poderia ser o

agente anti-fertilidade em pacientes endometriéticas inférteis.

Numerosas substancias derivadas de macroéfagos, tais como citocinas e
fatores promotores de crescimento foram descritos no liquido peritoneal de
mulheres com endometriose. A endometriose peritoneal ativa é caracterizada
por hipervascularizacdo. TNF-a € uma citocina pleiotréfica também envolvida
na angiogénese e imunorregulacdo. KUPKER ET AL. (1996) encontraram uma
concentracdo maior de TNF-a no liquido peritoneal de mulheres
endometridticas tanto ativa quanto inativa quando comparado a mulheres nao
endometridticas e nestas o TNF-a esteve em maior concentragdo naquelas
com endometriose ativa que nas inativas e foi encontrado em maiores

concentracdes nos estagios avancados da doencga (estagios Ill e IV rAFS).

RANA ET AL. (1996) demonstraram que as citocinas TNF-a, IL-8 e IL-10
sdo sintetizadas em niveis superiores aos normais por macréfagos peritoneais
de mulheres endometridticas, tanto a niveis basais como estimulados com
LPS, sugerindo que os macréfagos peritoneais sao as principais fontes dessas

citocinas no liquido peritoneal.

O grupo do Institute for the Study and Treatment of Endometriosis, Rush

Medical College, Chicago, lllinois 60612, USA mostraram que a endometriose
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esta associada com um aumento das secregdes de varias citocinas (TNF-a, IL-
6, IL-8 mas nao IL-10) por monécitos do sangue periférico estimulados por
LPS. Cada uma dessa citocinas pode ter seu papel na sintomatologia e na

patogénese dessa doenga (BRAUN, 1996).

A presenca de diferentes citocinas no liquido peritoneal de mulheres
com endometriose tem sido avaliada por muitos autores e com resultados
controversos. KEENAN ET AL. (1995), por exemplo, encontraram apenas um
aumento das citocinas IL-1 e TNF-a no liquido peritoneal estatisticamente nao
significativo enquanto que IL-2 ndo alterou. Encontraram, entretanto um
nuamero maior de macréfagos peritoneais que os individuos normais e
sugeriram que as concentragbes aumentadas daquelas citocinas nao sao

responsaveis pelo desenvolvimento e progressdo da endometriose.

Levando em conta que além de outras citocinas e fatores de
crescimento, o fator de necrose tumoral alfa, como fator citotéxico derivado de
macrofago, exerce uma variedade de efeitos imunoldgicos sobre o organismo,
que ele é também um importante fator angiogénico e que devido a seu fator
citotoxico para os gametas, o TNF possa ter um papel essencial como
mediador pélvico da infertilidade, RICHTER ET AL. (1998) investigaram a sintese
de TNF-alfa por macréfagos peritoneais em mulheres com e sem
endometriose. Esses autores ndo sé encontraram uma maior concentracao de
TNF-alfa no liquido peritoneal de mulheres com endometriose que em
mulheres sadias, mas também encontraram uma correlacdo entre as

concentragcdes de TNF e a intensidade da doenca avaliado pelo rAFS.

Por fim outros mecanismos e a associagbes de muitos seriam
responsaveis por essa doenga do século passado que ainda hoje acomete boa
parcela da populacdo feminina e de ainda incerto tratamento por incertos os
seus mecanismos. A complexidade destes sdo demonstradas nas duas figuras

a sequir (figuras 5 e 6).
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FIGURA 5. ETIOLOGIA E HISTOGENESE DA ENDOMETRIOSE. Miltiplos fatores entre
eles macanicos, imunolégicos, endocrinos e genéticos devem ser considerados

na sua histogénese.
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FIGURA 6. HIPOTESES PARA A IMPLANTACAO E PROGRESSAO DE IMPLANTES
ENDOMETRIOTICOS. Observem-se fatores infecciosos e espermatozdéides como
ativadores de macréfagos peritoneais que por sua vea desencadeiam a liberacéo
de fatores angiogenicos, imunossupressores e de crescimento que modulam a
implantacdo de células endometriais e sua progressdo (OOSTERLYNCK ET AL.
1993).

Para dar suporte as acusagbes ao TNF-a como envolvido no
desenvolvimento e manutencdo da endometriose, ha evidencias que o TNF
possa direta ou idiretamente promover a proliferacdo, adesao e invasao das
células endometriais ectopicas e ainda a angiogenese associada a

endometriose (VIGANO ET AL. 2004).

Outros mecanismos e moléculas de origem macrofagicas poderiam estar

envolvidas na endometriose.

1. 6. PossiveL PAPEL DO OXxIDO NiTRICO NA ENDOMETRIOSE

Endometriose, definida pela presenca de tecido endometrial viavel fora
da cavidade uterina € uma condicdo comum entre mulheres em idade
reprodutiva com a queixa de infertilidade. Além da infertilidade, a endometriose
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pode causar dores pélvicas severas (ARICI E ORAL, 1997). A alteragao do
sistema imunoldgico no meio ambiente peritoneal tém um papel importante na
fisiopatologia da endometriose (RAMEY E ARCHER, 1993), ja discutido

previamente.

Muitas teorias tentando estabelecer um papel etiolégico para o sistema
imune em endometriose propdéem que o crescimento ectopico de células
endometriais na cavidade peritoneal estimula o sistema imune. Apesar da
etiologia e patogénese da endometriose ainda n&o ter sido claramente
entendida, pesquisas tem mostrado alteragbes imunologicas associadas a
endometriose tais como o aumento no numero (HANEY, MUSCATO E WEINBERG,
1981) e atividade (HALME, BECKER E WING, 1984) de macrofagos peritoneais e
secregdes de citocinas tais como interleucina-1 e fator de necrose tumoral por

essas células (FAKIH ET AL. 1987; EISERMANN ET AL. 1988).

L-arginina exerce um efeito trofico sobre o timo, aumentando o numero
de células linfocitarias no timo e a blastogénese desses linfécitos em resposta
a mitdégenos, alotransplantes de pele, rejeicdo e regressdo de tumores
(BARBUL, 1986).

O oxido nitrico produzido pela enzima constitutiva modula varias fungdes
tais como tono vascular e neurotransmissdo no sistema nervoso central, via
ativacdo da guanilato ciclase. Por outro lado, a enzima induzida tem sido
responsabilizada pelo mecanismo de acgao citostatica/citotéxica dos

macrofagos ativados sobre as células alvo (IALENTI, MONCADA E DI ROsA, 1993).

A endometriose tem sido considerada como uma imunopatologia que
envolve alteragdes na imunidade mediada pela célula assim como demonstra

alteragdes na imunidade humoral (BROSSENS E DONNEZ, 1992).

Tem-se mostrado que a L-arginina melhora a imunidade do hospedeiro,
visto que aumenta o numero de linfocitos timicos e aumentam a resposta da

célula T a mitégenos (BARBUL, 1986; IALENTI, MONCADA E DI ROsA, 1993). Além

lix



do mais a suplementagao dietética com L - arginina aumenta a atividade do
Natural-killer e das células-killer ativadas por linfocinas em voluntarios sadios
(IALENTI, MONCADA E DI RosA, 1993). E possivel, portanto que o aumento na
populacdo linfocitica leve a ativacdo macrofagica aumentada e a uma
amplificacdo na resposta imunoldgica geral. O papel da L-arginina - NO nos
linfécitos nao foi ainda esclarecido, entretanto, tem-se observado que linfocitos
T murinos, estimulados, geram NO seguindo a indugdo da NO sintase (KIRK,
REGAN E BARBUL, 1991).

Mudancas no volume do liquido peritoneal (LP) assim como na sua
concentragdo de uma variedade de células, hormdnios e outros componentes
tém sido encontradas em individuos com endometriose. Entre os componentes
celulares do liquido peritoneal, os macréfagos sado as células nucleadas
predominantes e tem como fungao primaria, processar através de fagocitose,
os debris celulares como bactérias, espermatozdides, tecido endometrial
retrogrado e agem como primeira linha de defesa do organismo em resposta a
um estimulo inflamatdrio. Esses mesmos macréfagos sao também encontrados
como células residentes em tecidos ovariano, tubario e endometrial. Essas
células em seu estado ativado expressam, sintetizam e liberam cerca de 100
substancias, incluindo fatores promotores de crescimento e fatores citotéxicos.
Entre essas substancias os fatores de crescimento, citocinas, eicosandides
(NATHAN, 1987; RAPPOLEE E WERB, 1992) e 6xido nitrico (NO) (NATHAN, 1992).
Como grande expressao de iso-enzimas tipo NO-sintase no utero humano em
condigbes fisioldégicas e patologicas tem sido descritas, O NO poderia
apresentar algum papel na patogénese da endometriose (OTA ET AL. 1998;
KHORRAM ET AL. 1999).

O oxido nitrico é sintetizado da L-arginina pela agcédo da sintase de éxido
nitrico (NOS), enzima que existe em trés isoformas. A NOS cerebral e NOS
endotelial, também referidas como constitutivas (cNOS), sdo responsaveis pela
liberacdo basal continua de NO e ambas requerem calcio e calmodulina para
sua ativagao (GRIFFITH E STUEHR, 1995; SNYDER, 1995). A terceira isoforma é a

indizivel (iNO), independente do calcio e de calmodulina e é expressa somente

Ix



em resposta a citocinas e lipopolissacarideos inflamatorios (MONCADA ET AL.
1991; MORRIS E BILIAR. 1994). A atividade da cNOS e da iNOS podem ser
especificamente e estequiometricamente inibida por analogos estruturais da L-
arginina como o L-nitroarginina metiléster (L-NAME) (FukuTo E CHAUDHURI,
1995).

O oxido nitrico regula o tdnus das células musculares lisas, agregagao
e aderéncia plaquetaria, crescimento celular, apoptose, neurotransmissao,
reagcdes imunoldgicas por lesdes ou induzidas por infeccdo (MONCADA ET AL.
1991). Como esses processos estdo também associados com a biologia,
fisiologia e fisiopatologia de varios processos reprodutivos, é provavel que o
oxido nitrico tenha também um importante papel na reproducdo e
consequentemente nas interagdes entre endometriose e infertilidade. Além
disso, o NO tem sido implicado nos efeitos uterinos mediados por estrogénio,
edema e proliferagcdo (RAO ET AL. 1995) e em condigdes patoldgicas tais como
infertilidade, doenga hipertensiva especifica da gravidez e remodelagao
tecidual (YALLAMPALLI ET AL. 1996; BUHIMSCHI ET AL. 1997; ROSSELLI ET AL. 1998)
e recentemente WU ET AL. (1999) mostraram que os macréfagos peritoneais de
mulheres em estagios iniciais de endometriose secretavam maior quantidade
de NO.

A progesterona, uma das drogas mais utilizadas no tratamento da
endometriose, em concentragdes observadas durante a gravidez humana e
durante o ciclo menstrual inibe a producdo de Oxido nitrico assim como a
proliferagcdo de macréfagos (SELI E ARICI, 2002).

O oxido nitrico € molécula que esta envolvida em varias atividades
biolégicas tais como vasodilatagdo, neurotransmissao e sistema imune celular.
A estimulacdo da NO-sintase e consequente liberacdo de NO por células
tumorais tem papel critico no desenvolvimento de tumores, muito
provavelmente implicado na angiogenese tumoral e na progressdo do cancer
de colon e em alguns céanceres ginecologicos. Evidéncias experimentais

indicam que o NO media diversos aspectos da biologia tumoral tais como a
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supressao do sistema imune do hospedeiro que se acompanha do crescimento

tumoral e facilita metastases (RASPOLLINI ET AL. 2004).

OBJETIVOS

Tivemos como objetivo geral, avaliar o envolvimento de mediadores
inflamatdrios na patogénese da endometriose experimental em ratas, induzidas
com implantes peritoneais de endométrio. Portanto tiveram-se como objetivos

especificos:

1. Avaliar o papel de metabdlitos das ciclooxigenases 1 e 2 (COX-1
e COX-2) no desenvolvimento de implantes ectdpicos peritoneais
de endométrio em ratas e suas repercussdes sobre a dor e a
fertilidade.

2. Verificar o envolvimento do TNF-a. sobre o desenvolvimento de
implantes ectopicos peritoneais de endomeétrio em ratas e suas

repercussdes sobre a dor e a fertilidade.

3. Verificar a implicacdo do 6xido nitrico sobre o desenvolvimento de
implantes ectopicos peritoneais de endomeétrio em ratas e suas

repercussodes sobre a dor e a fertilidade.
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MATERIAIS E METODOS

ANIMAIS

Utilizamos ratos (Rattus norvergicus, variedade albina) Wistar, fémeas e
machos maduros, de fertilidade comprovada, pesando em torno de 200 gramas
e provenientes do Biotério do Departamento de Fisiologia e Farmacologia da
Universidade Federal do Ceara. Os animais sado alojados a cada seis
individuos por gaiola (30 x 17 x 15 cm), aclimatados com ciclos naturais dia/
noite, agua e ragdo a vontade. Ratas imaturas também foram utilizadas para

verificagado de edema e proliferagao celular uterina.
O MODELO DE ENDOMETRIOSE - TECNICA

Para induzir hipertrofia endometrial e facilidade de realizacdo dos
transplantes, cada animal recebeu 18 a 24h antes do procedimento cirurgico 30
ug/rata de benzoato de estradiol (Sigma Co) s. c., em Oleo de girassol. A
anestesia foi induzida e mantida com éter dietilico. As ratas anestesiadas séo
posicionadas em decubito dorsal, a superficie abdominal é depilada e limpa
com alcool. A laparotomia é realizada em condigbes semi-assépticas atraveés
de incisdo que se origina a cerca de 1 cm do pubis e se estende cranialmente
por 2 ou 3 cm na linha mediana. O trato reprodutor é examinado para
confirmagao da normalidade. O corno uterino direto é ressecado apés ligadura
proximal e distal ao ovario respectivamente com linha de nylon 5-0 (ETHICON,
Johnson e Johnson). Depois de ressecado, o corno uterino € colocado em
solugdo de ringer lactato previamente aerada, enquanto se procede a retirada
dos restos de gordura e seccdo longitudinal do mesmo. Depois de aberto
procura-se secciona-lo em quatro pedacgos de pesos e tamanhos aproximados.

Um deles é pesado e serve, apos calculo da média do grupo como controle do
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peso inicial. Usando-se ainda sutura de nylon 5-0, se fixa outros trés pedacos
em locais estratégicos do trato reprodutor: (01) ligamento utero-ovariano direito,
a meio cm aproximadamente do ovario, (02) a meio cm lateral ao corno
restante, aproveitando sua vascularizagao e (03) no peritdnio parietal anterior a
direita, cerca de 1 cm da incisdo abdominal. Cuida-se de suturar a superficie
serosa do coto uterino de forma a manter a superficie endometrial para a
cavidade abdominal. O abdome é limpo com ringer lactato e a parede
abdominal e suturada em dois planos com pontos separados de nylon 4-0
(Figuras 1 e 2) (MEDEIROS, 1992).

CONTROLE FALSO-OPERADOS

Procedimentos gerais semelhantes ao descrito anteriormente serao
realizados, exceto que durante o ato cirurgico, o utero e mesossalpinge seriam
massageados com a ponta dos dedos durante alguns segundos, o corno
uterino direito sera descartado apds sua exérese e pontos simples de sutura de
nylon 5-0 serdo apostos nos mesmos locais onde teriam sido implantados os

cotos endometriais.

EVOLUCAO DOS IMPLANTES ENDOMETRIOTICOS

Ao final de 15 dias da implantagdo endometrial, os animais serao
pesados e sacrificados por deslocamento cervical. Os tecidos implantados
serao descritos macroscopicamente, removidos por disseccao sob visdo de
lupa com dois aumentos e pesados. O resultado dos pesos, corrigidos em
gramas de tecido endometridtico para 100g de peso animal (peso relativo).
Cada implante excisado sera fixado em formalina neutra a 10% e examinado
histologicamente ap6s embebicdo com parafina e corado com hematoxilina e

eosina, pela microscopia otica.
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FIGURA 7. MODELO ESQUEMATICO DE ENDOMETRIOSE EM RATAS WISTAR (TRANSPLANTE
PERITONEAL DE ENDOMETRIO). 1. 30 pug de estradiol era dado s. c. ha noite anterior ao
transplante peritoneal de endométrio. 2. Exposto o utero e ovarios apds laparotomia. 3.
O corno uterino direito é excisado. 4. O corno uterino direito é aberto para exposi¢ao
do endométrio e seccionado em quatro partes iguais. 5. Uma funciona como controle
de peso. 6. As trés outras serdo implantadas como mostrada acima.
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FIGURA 8. TECNICA CIRURGICA DO TRANSPLANTE PERITONEAL DE ENDOMETRIO EM
RATOS. Hipertrofia endometrial realizada com 30 png/rata de benzoato de
estradiol 18 a 24h antes do procedimento cirurgico. A anestesia com éter
dietilico. A laparotomia é realizada em condigbes semi-assépticas através de
incisdo que se origina a cerca de 1 cm do pubis e se estende cranialmente por
2 ou 3 cm na linha mediana. O trato reprodutor € examinado para confirmacgao
da normalidade. O corno uterino direito é ressecado apds ligadura proximal e
distal ao ovario respectivamente com linha de nylon 5-0. O corno uterino é
colocado em solugao de ringer lactato aerada, para a retirada dos restos de
gordura e secc¢ao longitudinal do mesmo. Depois de aberto secciona-se em
quatro pedacos de tamanhos aproximados. Um deles e pesado para calculo da
media do grupo controle do peso inicial. Usando-se ainda sutura de nylon 5-0,
se fixa outros trés pedagos em locais estratégicos do trato reprodutor: (01)
ligamento utero-ovariano direito, a meio cm aproximadamente do ovario, (02) a
meio cm lateral ao corno restante, aproveitando sua vascularizagao e (03) no
peritdnio parietal anterior a direita, cerca de 1 cm da incisdo abdominal. Sutura-
se a superficie serosa de forma a manter a superficie endometrial para a
cavidade abdominal. O abdome é limpo com ringer lactato e a parede
abdominal e suturada em dois planos com pontos separados de nylon 4-0
(Figuras 1 e 2).
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TESTES PARA VERIFICACAO DA DOR

Teste Nociceptivo

A atividade nociceptiva era testada usando-se o modelo das contor¢cdes

abdominais em ratos — “writhing model” (COLLIER ET AL. 1968). Para esse
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proposito utilizamos acido acético, um estimulo nociceptivo bem conhecido
(DUARTE ET AL. 1988; RIBEIRO ET AL. 2000). Os ratos tinham acido acético (0,01
ml/kg de peso corporal de uma solugdo com concentracdo de 0,6%,
volume/volume) injetado na cavidade peritoneal 30 minutos apos os
respectivos tratamentos no 15° dia da inducdo da endometriose e eram
colocados individualmente em grandes cilindros de vidro. A resposta
nociceptiva consistia na contragdo dos musculos abdominais com alongamento
dos membros posteriores. A intensidade da nocicepg¢ao era quantificada
contando-se o niumero cumulativo de contorgdes que ocorressem entre o 10% e
o 30° minuto apods o estimulo. Os controles eram submetidos a injegdo com

solucéo fisiolégica a 0,9%.

EFEITOS SOBRE A FERTILIDADE

EFEITOS DE DROGAS SOBRE A FERTILIDADE DE RATAS INTACTAS

As ratas testadas serdo acasaladas com machos de fertilidade
comprovada. Cada gaiola de acasalamento contera um macho para trés
fémeas. A ciclicidade reprodutiva de todas as ratas sera examinada
diariamente por esfregagos vaginais e o dia da concepgao (dia 1) é
determinado pela presenca de espermatozdides no esfregago vaginal direto. As
ratas gravidas serdo tratadas com a droga teste do 4" ao 6° dia de gravidez
(RAO ET AL. 1994) e entdo sacrificadas por deslocamento cervical no 10° dia de
gravidez. Os resultados serdo dados em numero de fetos implantados
(implantagdes embrionarias) por corno uterino e percentagem de ratas gravidas

por grupo de animais testados.

EFEITOS DE DROGAS SOBRE A FERTILIDADE DE RATAS TRATADAS CRONICAMENTE

EFEITO SOBRE A IMPLANTAGAO OVULAR

As ratas endometridticas tratadas e controles serdo postas a cruzar com
machos de fertilidade comprovada. Cada gaiola de acasalamento contera um
macho para trés fémeas. A ciclicidade reprodutiva de todas as ratas sera

examinada diariamente por esfregacos vaginais e o dia da concepgao (dia 1) é
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determinado pela presenca de espermatozéides no esfregacgo vaginal direto. As
ratas gravidas serdo entdo sacrificadas por deslocamento cervical no 10° dia
de gravidez e contado o numero de fetos implantados por corno uterino e

percentagem de ratas gravidas por grupo de animais testados.

EFEITOS DE ALGUMAS DROGAS SOBRE A O IMPLANTE ENDOMETRIOTICO PERITONEAL (ENDOMETRIOSE)

Os efeitos das drogas sobre a endometriose serédo verificados apos
tratamento pelas varias vias de administragcdo por um periodo de dez dias, do
5% ao 14° dia. Ao fim de cada tratamento, no 15° dia, os animais serdo
sacrificados, seus implantes, "endometriomas”, serdo pesados e estudados

histologicamente.

Atividade da sintase de éxido nitrico no tecido endometrial ectépico

Os ratos (seis por grupo) foram sacrificados nos dias 5°, 10° e 15° do implante
peritoneal de endométrio. Os endometriomas foram excisados e congelados em nitrogénio
liquido para observar a atividade da NO-sintase mensurada pela técnica da citrulina marcada
com *H, oriunda da L-arginina marcada (3H-Iabelled citrulline from labelled L-arginine). A
sintase de 6xido nitrico foi expressa como pmol de *H-citrulina/mg proteina/minuto (SALHAB ET
AL. 2000).

ENSAIO DO CONTEUDO DE TNF-a NO LiQUIDO PERITONEAL

Os animais tiveram suas cavidades peritoneais lavadas com solucao
salina (3ml/cavidade) e o exsudato centrifugado a 300g por 10 minutos. As
concentracdées de TNF-a nos sobrenadantes foram determinadas por Elisa
como descrita por CUNHA ET AL, 1993. Sumariamente, cubetas foram
encubadas por 12 h (overnight) a 4°C com anticorpo anti-TNF-o, (10pg/ml).
Apos lacradas as placas, as amostras e o padrao em varias diluicbes foram
adicionadas em duplicata e encubadas a 4°C por 24h. As placas foram

lavadas trés vezes com tampéao e um Segundo anticorpo policlonal contra TNF-
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o diluido de 1/1000 foi adicionado (100ul/well). Apds encubacéo posterior a
temperatura ambiente por 1 hora, as placas foram lavadas e 100 ul de
peroxidase (avidin-horseradish) diluida de 1:5000 foi adicionada. Cem pl de um
reagente de cor, OPD (orthophenylenediamina) foi adicionado 15 minutos mais
tarde e as placas foram encubadas no escuro, a 37°C por 15 a 20 minutos. A
reacao enzimatica foi parada com H,SO4 e lida com uma absorbancia de 490
nM. Os resultados sédo reportados como medias + EPM de quatro cubetas

(wells) e os experimentos foram repetidos duas vezes.

EFEITOS DE DROGAS SOBRE O EDEMA UTERINO E SOBRE A PROLIFERAGCAO CELULAR EM RATAS

IMATURAS

Para a avaliacdo do edema, os animais receberam dose unica s. c. de
10 ng de etinil estradiol do Sigma (Ez); apds 6h foram sacrificados e os pesos
uterinos umidos (PU) obtidos. Na avaliacao da proliferacao celular, os animais
receberam doses diarias s.c. de 3ug de E; s.c. durante 3 dias, ao final dos
quais (no 4° dia) foram sacrificados e os pesos uterinos secos (PS) obtidos
(RAOET AL. 1995).

ANALISE ESTATISTICA

Os resultados eram reportados como média + E. P. M. (erro padréo da
média) para no minimo seis animais em cada grupo ou em percentagem. A
andlise estatistica era realizada através de ANOVA (analise de variancia)
seguido do teste de Tukey ou Bonferroni, ou ainda ao Qui-quadrado, quando
aplicavel. As diferengas entre os grupos eram consideradas significativas se P
<0,05.

DROGAS UTILIZADAS

1. Acido acetil salicilico

2. Dexametasona

Ixx



9.
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Estradiol sigma

a. Indometacina
L-Arginina
L-Name
Meloxican
Nabumetona
Pentoxifilina

Piroxican

10. Soro Fisiologico a 0,9%
11. Talidomida
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RESULTADOS

Os resultados serdo demonstrados em quatro blocos para melhor
entendimento e facilitar a discussdo. Serao os estudos dos objetivos descritos

anteriormente:

BLOCO 1. REVALIDACAO DO MODELO DE ENDOMETRIOSE POR
TRANSPLANTES AUTOLOGOS DE ENDOMETRIO AO PERITONIO.

BLOCO 2. PAPEL DE METABOLITOS DAS CICLOOXIGENASES 1 E 2 (COX-1

E COX-2) NO DESENVOLVIMENTO DE IMPLANTES ECTOPICOS PERITONEAIS
DE ENDOMETRIO EM RATAS E SUAS REPERCUSSOES SOBRE A DOR E A

FERTILIDADE.

BLOCO 3. |MPLICAQAO DO OXIDO NIiTRICO SOBRE O DESENVOLVIMENTO

DE IMPLANTES ECTOPICOS PERITONEAIS DE ENDOMETRIO EM RATAS E SUAS
REPERCUSSOES SOBRE A DOR E A FERTILIDADE.

BLOCO 4. ENvOLVIMENTO DO TNF-0. SOBRE O DESENVOLVIMENTO DE

IMPLANTES ECTOPICOS PERITONEAIS DE ENDOMETRIO EM RATAS E SUAS
REPERCUSSOES SOBRE A DOR E A FERTILIDADE.
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BLoco 1. REVALIDACAO DO MODELO DE
ENDOMETRIOSE POR  TRANSPLANTES
AUTOLOGOS DE ENDOMETRIO AO
PERITONIO.
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1. BLOCO 1. REVALIDACAO DO MODELO DE ENDOMETRIOSE POR
TRANSPLANTES AUTOLOGOS DE ENDOMETRIO AO PERITONIO.

1. 1. Evolucdo dos implantes peritoneais de endométrio

(endometriomas), macroscopia e microscopia.

Os procedimentos cirlrgicos para indugdo da endometriose com o transplante peritoneal de endométrio foram bem
tolerados em todos os animais e o transplante de tecido endometrial foi quase sempre um sucesso. No exame
macroscoépico (Figura 9), os implantes endometridticos apareceram bem vascularizados, com contetdo
hemorragico, massas sélidas ou cistos multiloculados cheios de material fluido seroso, consistente com
endometriose.

T

FIGURA 9. MACROSCOPIA DE LESAO INDUZIDA POR TRANSPLANTE PERITONEAL DE

ENDOMETRIO. Cisto de conteudo citrino limpido, vascularizado e aderido ao periténio.

Amostras histologicas realizadas aleatoriamente demonstraram glandulas e estroma endometriais tipicas de lesdes
endometrioticas (Figura 10). Esses resultados s&o validos para todos os outros blocos a seguir e validam o modelo
macroscopico e histologicamente.
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FIGURA 10. BLOCOS HISTOLOGICOS CORADOS EM HEMATOXILINA E EOSINA.
Demonstram-se glandulas e estroma endometriais, cistificados. Visualiza-se

desgarramento de epitélio em bloco e células soltas isoladas. 40X.

1. 2. Evolucao dos transplantes peritoneais de endométrio tempo-

dependente

Os implantes endometriais para o peritbnio desenvolveram-se com
crescimento dependente do tempo cujos pesos relativos foram
significativamente diferentes nos dias examinados (1%, 10° e 15°),
respectivamente 0,075 + 0,001g%; 0,250 + 0,150g% e 0,550 + 0,210g% (Figura
11).
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FIGURA 11. CRESCIMENTO TEMPO-DEPENDENTE DE AUTOTRANSPLANTES DE
ENDOMETRIO NO PERITONIO DE RATAS COMO MODELO DE ENDOMETRIOSE.

Os resultados mostram média de pesos umidos (g%) dos implantes peritoneais de
12 animais para cada tempo (1°, 10° e 15° dias). Letras diferentes significam
meédias significativamente diferentes. ANOVA (analise de variancia) seguido do
teste de Tukey, P < 0,05.

1. 3. Efeito do desenvolvimento dos transplantes peritoneais de

endométrio sobre a fertilidade

O GRUPO DE ANIMAIS QUE RECEBEU O IMPLANTE PERITONEAL DE ENDOMETRIO
E FOI TRATADO COM SALINA A 0,9% DEMONSTROU UMA REDUCAO DRAMATICA NA
PERCENTAGEM DE RATAS GRAVIDAS E NA MEDIA DO NUMERO DOS EMBRIOES
IMPLANTADOS QUANDO COMPARADOS AO CONTROLE CIRURGICO (FALSO-OPERADO) E
AOS ANIMAIS INTACTOS. RATAS INTACTAS SUBMETIDAS AO TESTE DA IMPLANTACAO
EMBRIONARIA RESULTARAM EM 100% DE GRAVIDEZ COM MEDIA DE 4,37 + 0,18

EMBRIOES POR CORNO UTERINO. O GRUPO DE ANIMAIS FALSO-OPERADOS FICOU
IXxvi



TAMBEM SEM DIFERENCA SIGNIFICATIVA, COM 100% DE GRAVIDEZ E MEDIA DE 4,33 +
0,86 EMBRIOES POR CORNO UTERINO. HOUVE UMA QUEDA DRASTICA E SIGNIFICANTE
NOS ANIMAIS COM IMPLANTES PERITONEAIS DE ENDOMETRIO COM APENAS 20% DE

RATAS GRAVIDAS E 1,83 + 0,86 EMBRIOES POR CORNO UTERINO (FIGURAS 12 E 13).

1. 4. Efeito do desenvolvimento dos transplantes peritoneais de

endométrio sobre a nocicepgao

Todos os grupos tratados tiveram as dores avaliadas pelo teste de
contorgbes abdominais induzidas com acido acético. No grupo intacto,
contabilizamos 16 + 3,27 contorgdes abdominais em 20 minutos; no grupo
falso-operado (FO) contou-se 18,7 = 3,24 contor¢ées em 20 minutos e no
grupo com transplante peritoneal de endométrio ndo tratado obtivemos 30,5 +

3,57 contor¢gdes em 20 minutos (Figura 14).
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FIGURA 12. EFEITO DO DESENVOLVIMENTO DOS TRANSPLANTES PERITONEAIS DE
ENDOMETRIO SOBRE A FERTILIDADE (NUMERO DE IMPLANTAGCOES OVULARES POR
CORNO UTERINO).

INTACTO representa animais normais, integros, sem qualquer manipulagéo
cirurgica. * significa média significativamente diferente. ANOVA (andlise de

variancia) seguido do teste de Tukey, P < 0,05.
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Figura 13. Efeito do desenvolvimento dos transplantes peritoneais de endométrio

sobre a fertilidade (percentagem de ratas gravidas).

INTACTO representa animais normais, integros, sem qualquer manipulagao

cirargica. (*) Resultado significativamente diferente. Qui-quadrado.

Ixxix



35 #

T

15 7

Numero de contor¢des abdominais/20 min

NTAcTo  FALSO-  IMPLANTE
OPERADO ~PERITONEAL
DE ENDOMETRIO

Figura 14. Efeito do desenvolvimento dos transplantes peritoneais de endométrio

sobre a nocicepgao (contor¢gdes abdominais induzidas por acido acético a 0,6%).

INTACTO REPRESENTA ANIMAIS NORMAIS, INTEGROS, SEM QUALQUER MANIPULACAO

CIRURGICA.

(#) Significa média estatisticamente diferente. ANOVA (analise de variancia)
seguido do teste de Tukey, P < 0,05.

Os resultados acima mostram um modelo factivel como ja previamente
demonstrado em nossa dissertacdo de Mestrado com o estabelecimento de
lesdo macroscopica e histolégica demonstravel e de evolugdo gradativa no
tempo com repercussdes sobre a fertilidade e nocicepcdo a semelhanca da

endometriose Humana (MEDEIROS, 1992).
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BLoco 2. PAPEL DE METABOLITOS DAS
CICLOOXIGENASES 1 E 2 (COX-1 E COX-2)
NO DESENVOLVIMENTO DE  IMPLANTES
ECTOPICOS (PERITONEAIS) DE ENDOMETRIO EM
RATAS E SUAS REPERCUSSOES SOBRE A DORE
A FERTILIDADE.

IXxxi



2. BLOCO 2. PAPEL DE METABOLITOS DAS CICLOOXIGENASES
1 E 2 (COX-1 E COX-2) NO DESENVOLVIMENTO DE IMPLANTES
ECTOPICOS PERITONEAIS DE ENDOMETRIO EM RATAS E SUAS
REPERCUSSOES SOBRE A DOR E A FERTILIDADE.

2.1. DROGAS E TRATAMENTOS

Os animais foram divididos em varios grupos (12 a 20 por grupos) e
tratados com aspirina (AAS; 30mg/kg), piroxicam (PIRO; 1,0 mg/kg) e
indometacina (INDO; 2,0 mg/kg), considerados inibidores seletivos
preferenciais de COX-1, e com dois inibidores preferenciais de COX-2 (PAIRET
ET AL, 1996), meloxicam (MELOX; 0,4 mg/kg) e nabumetona (NAB; 5,0 e 15
mg/kg). Todas as drogas foram dadas por via oral e o tratamento feito por 10
dias, do 5° ao 14° dia do implante peritoneal de endométrio. Todas as drogas

foram diluidas em salina estéril a 0,9% (w/v).

2. 2. PAPEL DE METABOLITOS DAS CICLOOXIGENASES 1 E 2 (COX-1 E
COX-2) NO DESENVOLVIMENTO DE IMPLANTES ECTOPICOS PERITONEAIS
DE ENDOMETRIO (ENDOMETRIOMAS) EM RATAS.

Os implantes ectépicos apds excisados foram pesados e seus pesos
umidos relativos (g%) foram significativamente reduzidos pelo tratamento com
aspirina (30mg/kg) e Nabumetona (15mg/kg) [Figura 15]. Indometacina e
Piroxicam n&o reduziram o desenvolvimento dos endometriomas, ao contrario a
Indometacina aumentou significativamente a lesdo. Com relagdo aos
endometriomas, a média dos pesos dos grupos foi de 0,595 + 0,085 (g%) para
0 grupo controle enquanto que para o tratado com AAS foi de 0,122 + 0,019
g%; para o Meloxicam, foi de 0,387 + 0,04 g%; para a Indometacina, 2,058 +
0,96 g%; para o Nabumetona (5mg/Kg), 0,252 + 0,032 g% e para Nabumetona
(15mg/Kg), 0,135 + 0,03 g%.
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Apesar de nao significativa a diminuicdo ou aumento que houve com
outras drogas inibidoras da COX, resolvemos re-demonstrar esses resultados
de forma diferente, pois talvez houvesse relevancia clinica na sele¢gado dessas

drogas como analgésicas em individuos endometridticos (Figura 16).
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FIGURA 15. EFEITO DO TRATAMENTO COM DROGAS INIBIDORAS RELATIVAS DE COX-1
E COX-2 SOBRE O CRESCIMENTO (DESENVOLVIMENTO) DE TRANSPLANTES
PERITONEAIS DE ENDOMETRIO EM RATAS.

Os dados sdo de médias de pesos umidos relativos mg% apos 10 dias de
tratamento. Endo significa grupo controle com implante endometrial peritoneal
tratada com salina 0,9%. Indo, grupo tratado com Indometacina 2mg/kg e Pirox,
grupo tratado 1mg/kg. Melox, representa meloxicam nas doses de 0,4 e 0,8
mg/kg, AAS, acido acetil salicilico nas doses de 10 e 30 mg/Kg. NAB para
nabumetona nas doses de 5 e 15 mg/Kg.

Letras diferentes significam médias significativamente diferentes. ANOVA (analise
de variancia) seguido do teste de Bonferroni. As diferengas entre os grupos eram
consideradas significativas se P < 0,05. Endo representa transplante peritoneal de

endométrio.
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FIGURA 16. EFEITO DO TRATAMENTO COM DROGAS INIBIDORAS RELATIVAS DE COX-1
E COX-2 SOBRE O CRESCIMENTO (DESENVOLVIMENTO) DE TRANSPLANTES
PERITONEAIS DE ENDOMETRIO EM RATAS.

Os dados sdo de médias de pesos umidos relativos mg% apds 10 dias de
tratamento. Endo significa grupo controle com implante endometrial peritoneal
tratada com salina 0,9%. Indo, grupo tratado com Indometacina 2mg/kg e Pirox,
grupo tratado 1mg/kg. Melox, representa meloxicam nas doses de 0,4 e 0,8
mg/Kg. AAS, acido acetil salicilico nas doses de 10 e 30 mg/Kg. NAB para
nabumetona nas doses de 5 e 15 mg/Kg.

Letras diferentes significam médias significativamente diferentes. ANOVA (analise
de variancia) seguido do teste de Bonferroni. As diferengas entre os grupos eram
consideradas significativas se P < 0,05. Endo representa transplante peritoneal de

endométrio.
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2. 3. Efeito do tratamento com inibidores seletivos relativos de COX-
1 e COX-2 sobre os eventos reprodutivos em ratas intactas e ratas

com transplante peritoneal de endométrio

2. 3. 1. EFEITO DO TRATAMENTO COM INIBIDORES SELETIVOS RELATIVOS DE

COX-1 E COX-2 SOBRE OS EVENTOS REPRODUTIVOS EM RATAS INTACTAS

O numero de implantes ovulares por ratas intactas (10,0 + 0,2) teve
queda significativa com o uso de Indometacina (4,0 £ 1,0) e Piroxicam (4,0 +
0,5) e nao foram alterados pelo uso de Aspirina, Nabumetona ou Meloxicam
(Figura 17). Por outro lado quando se avaliou a percentagem de ratas gravidas,
interferiram  significativamente negativas, alem do Piroxicam (50%) e
Indometacina (50%), o Meloxicam pareceu ter efeito dose-dependente (0,4 e
0,8 mg/Kg), com diminui¢ao significativa de respectivamente 60 e 40% (Figura
18).
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FIGURA 17. EFEITO DO TRATAMENTO COM DROGAS INIBIDORAS RELATIVAS DE COX-1 E
COX-2 SOBRE A FERTILIDADE DE RATAS INTACTAS (NUMERO DE IMPLANTES OVULARES
POR RATA).

NORMAL significa ratas intactas sem quaisquer procedimentos cirurgicos, tratados
com salina 0,9%. Os dados s&o de médias do numero de implantes ovulares por
ratas. Indometacina, grupo tratado com Indometacina 2mg/kg e Piroxicam, grupo
tratado 1mg/kg. Melox representa meloxicam nas doses de 0,4 e 0,8 mg/Kg. AAS,
acido acetil salicilico na dose de 30 mg/Kg. NAB para nabumetona nas doses de 5
e 15 mg/Kg. As drogas eram administradas no 42, 5° e 6° dias da gravidez.

(*) Significativamente diferente. ANOVA (analise de variancia) seguido do teste de

Tukey. As diferencgas entre os grupos eram consideradas significativas se P < 0,05.
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FIGURA 18. EFEITO DO TRATAMENTO COM DROGAS INIBIDORAS RELATIVAS DE COX-1 E
COX-2 SOBRE A FERTILIDADE DE RATAS INTACTAS (PERCENTAGEM DE RATAS
GRAVIDAS)

CONTROLE significa ratas intactas (sem qualquer procedimento cirurgico) tratadas
com salina 0,9%. Os dados sdo de percentagem de ratas gravidas no grupo.
Indometacina, grupo tratado com Indometacina 2mg/kg e Piroxicam, grupo tratado
1mg/kg. Meloxicam representa meloxicam nas doses de 0,4 e 0,8 mg/Kg, AAS,
acido acetil salicilico na dose de 30 mg/Kg. NAB para nabumetona nas doses de 5
e 15 mg/Kg. As drogas eram administradas no 4°, 5° e 6° dias da gravidez.

(*) Significativamente deferentes. Qui-quadrado. As diferencas entre os grupos

eram consideradas significativas se P < 0,05.
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2. 3. 2. EFEITO DO TRATAMENTO COM INIBIDORES SELETIVOS RELATIVOS DE
COX-1 E COX-2 SOBRE 0OS EVENTOS REPRODUTIVOS EM RATAS COM

TRANSPLANTE PERITONEAL DE ENDOMETRIO

A percentagem de ratas gravidas (fertilidade) foi de 40% para o grupo
com transplante peritoneal de endométrio (endometriose) nao tratado, 100%
para o grupo controle intacto, 100% para o falso-operado. Os grupos tratados
com Indometacina e Meloxicam nao obtiveram uma gravidez, sequer. O grupo
tratado com Aspirina e os grupos tratados com Nabumetona (5 e 15 mg/Kg)

obtiveram respectivamente 60%, 50 e 58% de ratas gravidas (Figuras 19 e 20).
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FIGURA 19. EFEITO DO TRATAMENTO COM DROGAS INIBIDORAS RELATIVAS DE COX-1 E
COX-2 SOBRE A FERTILIDADE DE RATAS COM TRANSPLANTES PERITONEAIS DE
ENDOMETRIO (PERCENTAGEM DE RATAS GRAVIDAS).

Os dados sao de percentagem de ratas gravidas no grupo.

INTACTA significa ratas intactas (sem qualquer procedimento cirurgico)
CONTROLE significa ratas com transplante peritoneal de endométrio tratadas com
salina 0,9%. INDO, grupo tratado com Indometacina 2mg/kg e Piroxicam, grupo
tratado 1mg/kg. Meloxicam, representa meloxicam nas doses de 0,4 mg/kg, AAS,
acido acetil salicilico na dose de 30 mg/Kg. NAB para nabumetona nas doses de 5
e 15 mg/Kg. As drogas eram administradas do 5° ao 14° dia de implante
endometridtico. Dai em diante as ratas eram acasaladas com machos férteis e
avaliadas diariamente para gravidez por 20 dias que se positiva, eram sacrificadas
no 10° dia para verificar o nimero de ratas gravidas. As que ndo engravidavam em
20 dias eram computadas como nao gravidas.

Letras distintas significam médias estatisticamente diferentes quando comparado
ao grupo controle com transplante peritoneal de endométrio. Qui-quadrado. As

diferencas entre os grupos eram consideradas significativas se P < 0,05.
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FIGURA 20. EFEITO DO TRATAMENTO COM DROGAS INIBIDORAS RELATIVAS DE COX-1 E
COX-2 SOBRE A FERTILIDADE DE RATAS COM TRANSPLANTES PERITONEAIS DE
ENDOMETRIO (NUMERO DE IMPLANTES OVULARES POR CORNO UTERINO).

Os dados sdo médias do numero de embrides por corno uterino por grupo.
INTACTA significa ratas intactas (sem qualquer procedimento cirurgico).
FALSO-OPERADO: animais abertos e fechados depois de retirado um corno
uterino sem entretanto realizar-se o implante peritoneal de endométrio.
CONTROLE, grupo de ratas com transplante peritoneal de endométrio tratado com
salina 0,9%. INDOMETACINA, grupo tratado com Indometacina 2mg/kg e
PIROXICAM, grupo tratado 1mg/kg. MELOXICAM representa meloxicam na dose
de 0,4 mg/kg, AAS, acido acetil salicilico na dose de 30 mg/Kg. NABUMETONA
nas doses de 5 e 15 mg/Kg. As drogas eram administradas do 5° ao 14° dia de
implante endometridtico. Dai em diante as ratas eram acasaladas com machos
férteis e avaliadas diariamente para gravidez por 20 dias que se positiva, eram
sacrificadas no 10° dia para verificar o nimero de ratas gravidas. As que ndo
engravidavam em 20 dias eram computadas como nao gravidas. Letras distintas
significam médias estatisticamente diferentes. ANOVA (analise de variancia)
seguido do teste de Bonferroni. As diferengas entre os grupos eram consideradas

significativas se P < 0,05.
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2. 3. 3. EFEITO DO TRATAMENTO COM DROGAS INIBIDORAS RELATIVAS DE
COX-1 E COX-2 SOBRE O EDEMA UTERINO INDUZIDO POR ESTRADIOL EM
RATAS IMATURAS

As drogas utilizadas foram o AAS (10 e 30mg/Kg, v.0. - um inibidor de
seletividade intermédia entre as COXs); Indometacina (INDO, 2mg/Kg, v.0.)
Piroxicam (1mg/Kg, v.0.), inibidor relativo especifico para COX-1, Nabumetona
(NAB, 5 e 15mg/Kg, v.o0.) e Meloxicam (MEL, 0,4 e 0,8 mg/Kg, v.0.), ambos
inibidores especificos relativos da COX-2. Nenhuma das drogas nas doses
acima, isoladamente modificou significativamente o edema uterino de ratas
imaturas (resultados omitidos). Os resultados mostraram para controle (0,181 +
0,054); para o grupo tratado com salina (1,181 + 0,056); para o grupo com
Indometacina (2,136 + 0,250); para o com Piroxicam (1,950 + 0,145); para o
AAS 10 e 30 mg respectivamente (2,045 + 0,227 e 1,040 + 0,043); Para
Nabumetona 5 e 15 mg respectivamente (1,009 + 0,136 e 1,136 + 0,131) e
finalmente para o Meloxicam 0,4 e 0,8 mg/Kg respectivamente (1,178 + 0,068 e
2,181 + 0,159). Observou-se que a Indometacina aumentou o edema uterino
em 80,1 e piroxicam em 65,11%; o AAS 10mg/Kg aumentou em 73,15%, o
AAS 30mg/Kg diminuiu em 11,51% (ns), o Nabumetona diminuiu em 11,51 e
14,56% respectivamente para 5 e 15 mg/Kg. Ja o Meloxicam nao interferiu
diminuindo com a dose de 0,4 mg/Kg mas aumentou em 84,67% com 0,8

mg/Kg (Figura 21).

2. 3. 4. EFEITO DO TRATAMENTO COM DROGAS INIBIDORAS RELATIVAS DE
COX-1 E COX-2 SOBRE A PROLIFERACAO CELULAR UTERINA INDUZIDA
POR ESTRADIOL EM RATAS IMATURAS

Foram os seguintes os resultados para a proliferagdo celular uterina. Os
animais intactos tiveram seus pesos uterinos secos em 0,280 + 0,057 mg/g. Os
animais tratados com salina tiveram a média do peso uterino seco de 0,971 +

0,142 mg/g; o tratado com Indometacina, 0,942 + 0,057 mg/g; o tratado com
XCi



Piroxicam 0,970 + 0,059 mg/g; os grupos tratados com AAS 10 e 30 mg/Kg
foram respectivamente de 0,885 + 0,085 e 0,828 + 0,042 mg/g; para os grupos
tratados com Meloxicam 0,4 e 0,8 mg/Kg respectivamente 1,085 + 0,100 e
0,657 + 0,071 mg/g; para os grupos tratados com Nabumetona 5 e 15 mg/Kg
foram de 0,600 + 0,041 e 0,685 + 0,052 mg/g. A Nabumetona, na dose de 5 mg
diminuiu significativamente a proliferacdo celular em 38,20% (Figura 22).
Nenhuma das drogas nas doses acima, isoladamente modificou

significativamente a proliferagao celular uterina de ratas imaturas.
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FIGURA 21. EFEITO DO TRATAMENTO COM DROGAS INIBIDORAS RELATIVAS DE COX-1 E
COX-2 SOBRE O EDEMA UTERINO INDUZIDO POR ESTRADIOL EM RATAS IMATURAS.

CONTROLE: ratas nao estrogenizadas tratadas com salina 0,9%. SALINA: animais
estrogenizados tratados com salina 0,9%. As drogas utilizadas foram o AAS (10 e
30mg/Kg, v.o. - um inibidor de seletividade intermédia entre as COXs); Indometacina
(INDO, 2 mg/Kg, v.o.) Piroxicam (PIRO, 1mg/Kg, v.0.), inibidor relativo especifico para
COX-1, Nabumetona (NAB, 5 e 15mg/Kg, v.0.) e Meloxicam (MELOX, 0,4 e 0,8 mg/Kg,
v.0.), Para a avaliacdo do edema, os animais receberam dose Unica s. c. de 10 ug de
Estradiol; apos 6h foram sacrificados e os pesos uterinos umidos (PU) obtidos. As
drogas testadas foram administradas 30 minutos antes da estrogenizagao. Grupos de
12 animais. Letras dissimilares representam grupos estatisticamente diferentes. As
drogas eram administradas s. c. meia hora antes do Estradiol. ANOVA (analise de
variancia) seguido do teste de Bonferroni. As diferengas entre os grupos eram

consideradas significativas se P < 0,05.
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FIGURA 22. EFEITO DO TRATAMENTO COM DROGAS INIBIDORAS RELATIVAS DE COX-1
E COX-2 SOBRE A PROLIFERAGAO CELULAR UTERINA INDUZIDO POR ESTRADIOL EM
RATAS IMATURAS.

CONTROLE: ratas nao estrogenizadas tratadas com salina 0,9%. SALINA:
animais estrogenizados tratados com salina 0,9%. As drogas utilizadas foram o
AAS (10 e 30mg/Kg, v. o. - um inibidor de seletividade intermediaria entre as
COXs); Indometacina (INDO, 2 mg/Kg, v. o.) Piroxicam (PIRO, 1mg/Kg, v. 0.),
inibidor relativo especifico para COX-1, Nabumetona (NAB, 5 e 15mg/Kg, v. 0.) e
Meloxicam (MELOX, 0,4 e 0,8 mg/kg, v.0.), Para a avaliagdo da proliferacdo
celular, os animais receberam doses diarias por 3 dias consecutivas de 3ug s. c.
de etinil-estradiol; No 4° dia foram sacrificados e os pesos uterinos secos (PS)
obtidos. As drogas testadas foram administradas 30 minutos antes de cada dose
de estrogénio. Grupos de 12 animais. Letras dissimilares representam grupos
estatisticamente diferentes. ANOVA (analise de variancia) seguido do teste de
Bonferroni. As diferengas entre os grupos eram consideradas significativas se P <
0,05.

XCiv



2. 4. EFEITO DA IMPANTACAO PERITONEAL DE ENDOMETRIO EM RATAS
SOBRE A RESPOSTA NOCICEPTIVA INDUZIDA POR ACIDO ACETICO
INTRAPERITONEAL EM ANIMAIS CONTROLE E TRATATOS COM INIBIDORES
SELETIVOS RELATIVOS DE COX-1 E COX -2

Todos os grupos tratados tiveram atenuadas significativamente (p < 0,05)
as dores avaliadas pelo teste de contor¢gées. No grupo falso-operado (FO)
contaram-se 18,7 + 3,24 contorgcdes em 20 minutos; No grupo com
endometriose nao tratado obtivemos 30,5 + 3,57 contor¢cbées em 20 minutos;
no grupo tratado com Indometacina encontramos 20,3 * 2,24; no tratado com
Meloxicam, 16 = 3,6; O grupo que usou AAS, 16,5 £ 1,24; e aqueles que
usaram Nabumetona (5mg/Kg), 20,3 + 2,57 e Nabumetona 15mg/(Kg), 16 *
3,27 (Figura 23).
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FIGURA 23. EFEITO DO TRATAMENTO COM DROGAS INIBIDORAS RELATIVAS DE COX-1 E
COX-2 SOBRE A DOR (NOCICEPGCAO, CONTORGOES ABDOMINAIS) DE RATAS COM
TRANSPLANTES PERITONEAIS DE ENDOMETRIO.

As contorgdes abdominais foram avaliadas no 15° dia de implante endometridtico e
entre 30 e 45 minutos apds a dose das drogas testadas. FALSO-OPERADO:
animais abertos e fechados depois de retirado um corno uterino sem, entretanto
realizar-se o implante peritoneal de endométrio. CONTROLE: ratas com
transplantes peritoneais de endométrio tratadas com salina a 0,9%. As drogas
utilizadas foram o AAS (30mg/Kg, v. o. - um inibidor de seletividade intermédia
entre as COXs); INDOMETACINA (2 mg/Kg, v. 0.) PIROXICAM (1mg/Kg, v. 0.),
inibidor relativo especifico para COX-1, NABUMETONA (5 e 15mg/Kg, v. 0.) e
MELOXICAM (0,4 mg/Kg, v. 0.), (*) Significativamente diferente do controle com
transplante peritoneal de endométrio; (#) significativamente diferente do falso-
operado. ANOVA (analise de variancia) seguido do teste de Tukey. As diferengas

entre os grupos eram consideradas significativas se P < 0,05.
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BLOCO 3. IMPLICACAO DO OXIDO NITRICO
SOBRE O DESENVOLVIMENTO DE
IMPLANTES ECTOPICOS PERITONEAIS DE
ENDOMETRIO EM RATAS E  SUAS
REPERCUSSOES SOBRE A DOR E A

FERTILIDADE.

XCVil



BLoco 3. IMPLICACAO DO OXIDO NITRICO SOBRE O DESENVOLVIMENTO DE
IMPLANTES ECTOPICOS PERITONEAIS DE ENDOMETRIO EM RATAS E SUAS

REPERCUSSOES SOBRE A DOR E A FERTILIDADE.

3. 1. EFEITOS DA MODULAGCAO DA OXIDO NIiTRICO-SINTASE (L-NAME E L-
ARGININA) SOBRE A EVOLUGAO (DESENVOLVIMENTO) DO TRANSPLANTE
PERITONEAL DE ENDOMETRIO EM RATAS

Cada grupo era formado por 10 ratas. Os animais foram tratados com L-
Nitroarginina metiléster [L-Name] (LN, 10 e 20mg/Kg, s. c. divididas em duas
tomadas por dia), L-arginina (LA, 600mg/Kg, v. 0.) e com a associag¢ao dos dois
(LN-LA), um grupo funcionou como controle e foi tratado com salina s. c. O
tratamento perdurou do 5° ao 142 dia. No 15° dia. Os resultados sdo mostrados
na tabela 1. Os animais tratados com L-NAME (20mg/Kg) tiveram significativa
diminuicdo no peso dos endometriomas quando comparados ao controle: 0,595
+ 0,82 versus 0,96 £ 0,013 g% (média dos pesos relativos *_erro padrdo da
média). Essa diminuicdo pareceu ser dose dependente, desde que o
tratamento com L-NAME (10 mg/Kg) diminuiu o peso dos endometriomas
igualmente, mas nao significativamente. O tratamento com L-Arginina
isoladamente tendeu ao aumento no peso dos endometriomas e a associagao

L-Arginina com L-NAME reverteu parcialmente o processo.
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PESO RELATIVO DOS IMPLANTES
GRUPOS PERITONEAIS DE ENDOMETRIO

(ENDOMETRIOMAS)

(G%+E.P.M.))

IMPLANTE PERITONEAL DE ENDOMETRIO
0,595 + 0,085 ®

(Tratada com salina)

L-NAME (10 mg/kg) 0,295 + 0,024 @
L-NAME (20 mg/kg) 0,096 + 0,013 °
L-NAME (20 mg/kg) + L-Arginina 0,350 + 0,0612
L-Arginina (600 mg/kg) 0,270 £ 0,059 @

TABELA 1. EFEITOS DA MODULAGCAO DA OXIDO NITRICO-SINTASE COM L-NITROARGININA
METILESTER (L-NAME) E L-ARGININA SOBRE A EVOLUCAO (DESENVOLVIMENTO) DO
TRANSPLANTE PERITONEAL DE ENDOMETRIO EM RATAS.

O numero de animais foi de 10 por grupo. Letras dispares significam médias
estatisticamente diferentes. ANOVA (analise de variancia) seguido do teste de
Bonferroni. As diferencas entre os grupos eram consideradas significativas se P <
0,05.

3. 2. EFEITOS DA MODULAGCAO DA OXIDO NITRICO-SINTASE (L-NAME E L-
ARGININA) SOBRE A FERTILIDADE DE RATAS COM TRANSPLANTES
PERITONEAIS DE ENDOMETRIO

Os animais foram acasalados no 15° dia do tratamento e a gravidez foi
verificada pelo encontro de espermatozdides na vagina. Os animais foram
sacrificados no 10° dia de gravidez e contados o nimero de implantes ovulares
e a percentagem de ratas gravidas. Os resultados ndo mostraram alteragdes
significativas no numero de implantes ovulares por corno uterino quando
comparado ao grupo controle (com implante peritoneal de endométrio tratado
com salina 0,9%), entretanto houve aumento significativo na percentagem de

ratas gravidas no grupo tratado com L-Name 20 mg/Kg.
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GRUPOS #

PERCENTAGEM DE MEDIA DAS IMPLANTACOES

RATAS GRAVIDAS
(%)

OVULARES NO 10° DIA DE
GRAVIDEZ.

ENDOMETRIOSE - CONTROLE
L-Name

(10mg/Kg, s.c.)

L-Name
(20mg/Kg, s.c.)

L-Arginina
(600mg/Kg, s.c.)
L-Name + L-Arginina *
CONTROLE INTACTO

FALSO-OPERADO

40°

60°

80P

502
502
100°

100°

1,83+0,86°

2,50+1,30°

3,33+1,33°

233+1,11°2
2,50 +1,14 2
437 +0,59°

433+0,86°

TABELA 2. EFEITO DA MODULACAO DO OXIDO NIiTRICO SOBRE A IMPLANTAGCAO

OVULAR EM RATAS COM IMPLANTES PERITONEAIS DE ENDOMETRIO (ENDOMETRIOSE).

# Cada grupo constou de 10 animais. * Grupo tratado com L-Arginina (600

mg/Kg) e L-NAME (20 mg/Kg). Os animais foram tratados do 5° ao 14° dia do

implante peritoneal de endométrio. Letras dessemelhantes significam médias de

grupos estatisticamente significantes.

Qui-quadrado para a analise das

percentagens de ratas gravidas. ANOVA (analise de variancia) seguido do teste

de Bonferroni para o numero de implantes por corno uterino. As diferencas entre

0s grupos eram consideradas significativas se P < 0,05.



3. 3. EFEITOS DA MODULAGCAO DA OXIDO NITRICO-SINTASE (L-NAME)
SOBRE A NOCICEPGAO (CONTORGOES ABDOMINAIS INDUZIDAS COM ACIDO
ACETICO) DE RATAS INTACTAS E SOBRE RATAS COM TRANSPLANTES
PERITONEAIS DE ENDOMETRIO

Ratas intactas que foram submetidas a injec&o intra-peritoneal de acido
acético a 0,6% (0,01 ml/g) mostraram 20 + 1,42 contor¢des abdominais em 20
minutos. Os animais intactos tratados com L-Name nas doses de 20 e 20
mg/Kg apresentaram respectivamente 18,57 + 1,28 e 15 + 0,71 contorgcbes
abdominais, sem significancia estatistica. Por outro lado mostra-se que no
modelo de implantes peritoneais de endométrio, o L-Name 20 mg/Kg diminuiu
significativamente o numero de contor¢des abdominais de 35,57 + 2,50 do
grupo tratado com salina para 24 £ 0,87 contor¢cdes abdominais em 20 minutos
(Figura 24).
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FIGURA 24. EFEITOS DA MODULAGAO DA OXIDO NITRICO-SINTASE (L-NAME) SOBRE A
NOCICEPCAO (CONTORCOES ABDOMINAIS INDUZIDAS COM ACIDO ACETICO) DE RATAS
INTACTAS E SOBRE RATAS COM TRANSPLANTES PERITONEAIS DE ENDOMETRIO.

O numero de animais foi de 10 por grupo. O simbolo (*) significa estatisticamente
diferente do CONTROLE INTACTO e o (¥ significa estatisticamente diferente do
CONTROLE COM IMPLANTE PERITONEAL DE ENDOMETRIO. ANOVA (analise
de variancia) seguido do teste de Bonferroni. As diferencas entre os grupos eram

consideradas significativas se P < 0,05.

3.4. EXPRESSAO DA NO-SINTASE EM IMPLANTES PERITONEAIS DE
ENDOMETRIO (ENDOMETRIOMAS) EM RATAS.

Os animais (em grupos de 6), foram sacrificados nos dias 5, 10 e 15 do
implante peritoneal de endométrio, os endometriomas foram excisados e
congelados em nitrogénio liquido para observar a atividade da NO-sintase
mensurada pela *H-citrulina e arginina marcadas (*H-labelled citrulline from
labelled L-arginine). A NO-sintase foi expressa em pmol de citrulina/mg
proteina/minuto. A NO-sintase induzida (iNOS) foi expressa nos
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endometriomas com valores de: 1,94 £ 0,5; 246 + 0,2 e 1,17 £ 0,3 pmol de
citrulina/mg proteina/minuto, respectivamente nos dias 5, 10 e 15 assim como a
NO-sintase constitutiva (cNOS) que decrescia de forma tempo-dependente (5°
dia: 2,48 £ 0,7; 10° dia: 1,8 £ 0,19; e dia 15%: 0,78 + 0,3). Os resultados séo

mostrados na Figura 25.

4 A~ —— NSO-constitutiva
g —O0— NOS-indutivel
SE 8- (") p<0,05
- *
= a
-0 C
ST 2 1
© 5
S 5
5  1-

0 T T ) !

0 5 10 15 20

Dias
FIGURA 25. EXPRESSAO DA NO-SINTASE INDUZIDA E CONSTITUTIVA EM IMPLANTES
PERITONEAIS DE ENDOMETRIO (ENDOMETRIOMAS) EM RATAS.
* Significativamente diferente comparado ao do 5° dia;
ANOVA (andlise de variancia) seguido do teste de Bonferroni. As diferencas entre

0s grupos (n=6) eram consideradas significativas se P < 0,05.
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BLOCO 4. ENVOLVIMENTO DO TNF-ALFA SOBRE O DESENVOLVIMENTO DE
IMPLANTES ECTOPICOS PERITONEAIS DE ENDOMETRIO EM RATAS E SUAS

REPERCUSSOES SOBRE A DOR E A FERTILIDADE.

4.1. DROGAS UTILIZADAS

Utilizou-se inicialmente a Talidomida, Pentoxifiina e Dexametasona
como inibidoras de TNF e Indometacina como liberadora ou promotora. As
doses iniciais e vias de administracdo foram respectivamente 5 mg/Kg por via
oral; 30 mg/Kg por via subcutanea; 0,2mg/Kg s. c. e a Indometacina teve a

dose de 2 mg/Kg via oral.

4. 2. EFEITOS DE DROGAS MODULADORAS DO FATOR DE NECROSE
TUMORAL SOBRE O CRESCIMENTO (DESENVOLVIMENTO) DO
TRANSPLANTRE PERITONEAL DE ENDOMETRIO EM RATAS.

A Talidomida na dose de 5 mg/Kg por via oral, a Pentoxifilina na dose de
30 mg/Kg por via subcutdnea e a Dexametasona na dose de 0,2mg/Kg s. c.
diminuiram significativamente o peso umido dos implantes peritoneais de
endométrio de 0,595 + 0,085g% do controle para 0,206 + 0,0499% com
tratamento com Talidomida; para 0,06 + 0,008g% com uso da Pentoxifilina e
0,145 + 0,029% com injegdes de Dexametasona. O grupo tratado com
Indometacina que aumenta a liberagdo de TNF mostrou um aumento dramatico

no peso dos implantes para 2,05 + 0,969% (Figura 26).
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FIGURA 26. EFEITOS DE DROGAS MODULADORAS DO FATOR DE NECROSE TUMORAL
SOBRE O CRESCIMENTO (DESENVOLVIMENTO) DO TRANSPLANTRE PERITONEAL DE
ENDOMETRIO EM RATAS.

CONTROLE, tratado com salina a 0,9%, TALIDO, tratado com talidomida (5mg/Kg,
v. 0.), DEXA, grupo tratado com dexametasona (0,2mg/Kg, s. c.).

N = 10 animais por grupo. O simbolo (*) Equivale a estatisticamente diminuido

comparado ao controle. O simbolo *

significa estatisticamente aumentado
comparado ao controle. ANOVA (anadlise de varidncia) seguido do teste de
Bonferroni. As diferengas entre os grupos eram consideradas significativas se P <

0,05.
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4. 3. EFEITO DOSE-DEPENDENTE DA PENTOXIFILINA (PTX; 2,5; 10 E
30MG/KG) SOBRE O CRESCIMENTO (DESENVOLVIMENTO) DO IMPLANTE

PERITONEAL DE ENDOMETRIO EM RATAS.

Os implantes ectopicos apods excisados foram pesados e seus pesos
umidos relativos (g%) foram significativamente reduzidos pelo tratamento com
Pentoxifilina (2,5; 10 e 30 mg/Kg) de forma dependente da dose (Figura 27). A
Pentoxifilina nas doses de 2,5; 10 e 30 mg/Kg s. ¢. mostrou respectivamente os
pesos umidos de 0,363 + 0,122 g%; 0,219 + 0,044 g% e 0,060 = 0,008 g%

quando comparado ao controle, 0,595 + 0,085 g%.

0,7 - I Endometrioma controle
H PTX, 2,5mg/Kg
[l PTX, 10mg/Kg

[l PTX, 30mg/Kg
* P < 0,05 vs controle

0,6

0,5

0,4
0,3
0,2

0,1 4

Peso de endometriomas (g/100g)

0,0 -

FIGURA 27. EFEITO DEPENDENTE DA DOSE DE PENTOXIFILINA (PTX; 2,5; 10 E
30MG/KG) SOBRE O CRESCIMENTO (DESENVOLVIMENTO) DO IMPLANTE PERITONEAL DE
ENDOMETRIO (ENDOMETRIOMA) EM RATAS.

A Pentoxifilina foi administrada por via subcutanea do 5° ao 14° dia do implante
peritoneal de endométrio. Os resultados em médias de pesos umidos em g%. (*)
Significativamente diferente do controle. ANOVA (analise de variancia) seguido do
teste de Bonferroni. As diferencas entre os grupos (n=10) eram consideradas
significativas se P < 0,05. Endometriomas significa implantes peritoneais de

endométrio.
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4. 4. EFEITO DA TALIDOMIDA (1,0; 2,5; E 5,0 MG/KG) SOBRE O
CRESCIMENTO (DESENVOLVIMENTO) DO IMPLANTE PERITONEAL DE
ENDOMETRIO EM RATAS.

Os implantes ectépicos apds excisados foram pesados e seus pesos
umidos relativos (g%) foram significativamente reduzidos pelo tratamento com
Talidomida (1,0; 2,5; e 5,0 mg/Kg) de forma independente da dose (Figura 28).
A Talidomida nas doses acima, por via oral mostrou respectivamente os pesos
umidos de 0,344 + 0,066 g%; 0,355 + 0,088 g% e 0,206 + 0,049 g% quando
comparado ao controle, 0,595 + 0,085 g%. Daqui a diante usaremos a dose de

5,0 mg/Kg de peso.

4. 5. EFEITOS DE DROGAS MODULADORAS DO FATOR DE NECROSE
TUMORAL (TALIDOMIDA E PENTOXIFILINA) SOBRE A FERTILIDADE DE RATAS
INTACTAS.

Nem a Pentoxifilina nem a Talidomida interferiu significativamente na
fertilidade de ratas intactas quando avaliadas pela percentagem de ratas
gravidas ou pelo numero de implantagdes embrionarias por rata. A média das
implantagbes embrionarias foram de 8,3 + 0,3 para o controle intacto contra
8,5 + 0,8 para a Talidomida e 6,0 + 1,0 para a Pentoxifilina (Figura 29). Quanto
a percentagem de ratas gravidas, estas ocorreram em 100%, 100% e 80% para
0s animais intactos, que usaram Talidomida e Pentoxifilina respectivamente
(Figura 30).
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FIGURA 28. EFEITO DA TALIDOMINA (UM INIBIDOR DA PRODUGAO DE TNF) SOBRE O
DESENVOLVIMENTO DE ENDOMETRIOMAS (TRANSPLANTES PERITONEAIS DE
ENDOMETRIO) EM RATAS.

A Talidomida foi administrada por via oral do 5° ao 14° dia do implante peritoneal
de endométrio. Os resultados em médias de pesos Umidos em g%. (*)
Significativamente diferente do controle. ANOVA (analise de variancia) seguido do
teste de Bonferroni. As diferencas entre os grupos (n=10) eram consideradas

significativas se P < 0,05.
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FIGURA 29. EFEITO DE INIBIDORES DO TNF-o. (TALIDOMIDA E PENTOXIFILINA) SOBRE A
FERTILIDADE DE RATAS INTACTAS (NUMERO DE IMPLANTAGOES OVULARES POR ANIMAL)
CONTROLE significa ratas intactas (sem qualquer procedimento cirurgico) tratadas
com salina 0,9%. Os dados sdo de numero de implantagdes por rata gravida.
TALIDO, grupo tratado com 5 mg/Kg de Talidomida por via oral do 4° ao 6° dia de
gravidez. PTX representa pentoxifilina, administrada por via subcutdnea nos
mesmos dias da talidomida. No 10° dia as ratas eram sacrificadas e contadas o
numero de implantes ovulares.

N= 12 animais por grupo. Nao houve significancia entre as médias, ANOVA (analise

de variancia), teste de Bonferroni com P = 0,05.
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FIGURA 30. EFEITO DE INIBIDORES DO TNF-a (TALIDOMIDA, 5 MG/KG V. O. E
PENTOXIFILINA 30 MG/KG S. C.) SOBRE A FERTILIDADE DE RATAS INTACTAS
(PERCENTAGEM DE RATAS GRAVIDAS).

CONTROLE significa ratas intactas (sem qualquer procedimento cirurgico) tratadas
com salina 0,9%. Os dados sdo de numero de percentagem de ratas gravidas.
TALIDO, grupo tratado com 5 mg/Kg de Talidomida por via oral do 4° ao 6° dia de
gravidez. PTX representa pentoxifilina, administrada por via subcutinea nos
mesmos dias da talidomida. No 10° dia as ratas eram sacrificadas e contadas o
numero de implantes ovulares.

N=12 animais por grupo. Ndo houve significancia entre os resultados, Qui-quadrado
com P < 0,05.

4. 6. EFEITO DA PENTOXIFILINA (2,5; 10 E 30MG/KG) SOBRE OS EVENTOS

REPRODUTIVOS EM RATAS COM IMPLANTE PERITONEAL DE ENDOMETRIO.

O efeito do implante peritoneal de endométrio sobre a performance reprodutiva foi significativa. O grupo de ratas
que recebeu o implante endometrial e foi tratado com salina demonstrou uma redugao dramatica na percentagem
de ratas gravidas e no numero médio dos embrides implantados quando comparados ao controle cirdrgico (falso-
operado) e aos animais intactos. Ao contrario, com o tratamento de ratas com implantes peritoneais de endométrio
usando-se Pentoxifilina (30mg/kg), houve melhora da fertilidade de modo dose-dependente, mostrando um
aumento no numero de embrides implantados e na percentagem de ratas gravidas. Ratas intactas submetidas ao
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teste da implantagdo embrionaria resultaram em 100% de gravidez com média de 4,37 + 0,18 embrides por corno
uterino. Sem diferenga significativa ficou também o grupo de animais falso-operados com 100% de gravidez e
média de 4,33 + 0,86 embrides por corno uterino. Houve uma queda drastica e significante nos animais
endometridticos (com implantes peritoneais de endométrio) com apenas 20% de ratas gravidas e 1,83 + 0,86
embrides por corno uterino. O tratamento com Pentoxifilina nas doses de 10 e 30 mg/Kg s. c. aumentou a taxa de
ratas gravidas e o numero médio de implantagdes embrionarias para respectivamente (50%) 2,6 + 0,67 e (70%)
5,1+ 0,7 embrides por corno uterino. Este ultimo com significancia estatistica (Tabela 3).

4. 7. EFEITO DA PENTOXIFILINA SOBRE O EDEMA E PROLIFERACAO
CELULAR UTERINOS EM RATAS IMATURAS

A pentoxifilina na dose de 30 mg/Kg de peso dada isoladamente ou em
associagao com o estradiol nao interferiu no peso uterino umido (no edema
uterino). A Média dos pesos dos uteros de animais controles foi de 0,500 +
0,062 mg/g, assemelhando-se a média do grupo que usou Pentoxifilina (0,317 +
0,037 mg/g). Da mesma forma, os grupos pré-tratados com Salina e
Pentoxifilina (meia hora antes da administracdo de Estradiol) demonstraram
médias similares, respectivamente 1,300 + 0,075 e 1,350 + 0,125 mg/g (Figura
31). Com relagdo ao peso seco (proliferagao celular uterina), a Pentoxifilina na
dose de 30 mg/Kg diminuiu significativamente o peso seco em 48% comparado
ao controle positivo (em uso do Estradiol). As médias dos pesos secos foram
as seguintes para os respectivos grupos: 0,315 + 0,052 para controle negativo
(tratado com Salina); 1,184 + 0,180 para o grupo controle positivo (tratado com
Estradiol); 0,150 + 0,026 mg/g para o grupo tratado com Pentoxifilina
isoladamente na dose de 30 mg/Kg; e 1,105 + 0,144; 1,026 + 0,157 e 0,605 +
0,047 para a Pentoxifilina nas doses de 2,5, 10 e 30 mg/Kg de peso associado

ao Estradiol (Figura 32).
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GRUPOS

PERCENTAGEM DE

RATAS GRAVIDAS (%)

NUMERO DE IMPLANTES

EMBRIONARIOS (MEDIA + EPM)

ANIMAIS INTACTOS
FALSO-OPERADOS

TRATADO COM SALINA
(CONTROLE)
PTX (2,5 MG/KG)

PTX (10 MG/KG)

PTX (30 MG/KG)

100

100

20

40

50

70*

4,37 +0,18°
4,33+0,86°

1,83+0,86°

1,33+0,71°
26+0,67°

51+0,7°

TABELA 3. EFEITO DA PENTOXIFILINA (PTX) SOBRE A PERCENTAGEM DE RATAS GRAVIDAS

E SOBRE O NUMERO MEDIO DE IMPLANTES EMBRIONARIOS EM RATAS COM IMPLANTES

PERITONEAIS DE ENDOMETRIO.

Os animais foram tratados por via subcutanea, do 5° ao 14° dia do implante peritoneal

de endométrio e foram entdo acasalados com machos de fertiidade comprovada.

Letras diferentes representam grupos estatisticamente diferentes com P < 0,05.
ANOVA, teste de Bonferroni. (*) Significativamente diferente do CONTROLE, Qui-

quadrado. N=12 animais por grupos.
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FIGURA 31. EFEITO DA PENTOXIFILINA SOBRE O EDEMA UTERINO (PESO UMIDO
RELATIVO) EM RATAS IMATURAS.

CONTROLE, ratas imaturas tratadas com salina 0,9% s. c.; E,, tratadas com
estradiol na dose de 10 pg s. c.; PTX, tratadas com pentoxifilina na dose de 30
mg/Kg, s. c.; PTX + E,, tratadas com a associacéo de Pentoxifilina e Estradiol nas
mesmas doses acima descritas.

Letras diferentes significam grupos estatisticamente distintos. ANOVA, teste de

Bonferroni. P< 0,05. N =12 animais por grupos.
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FIGURA 32. EFEITO DA PENTOXIFILINA SOBRE A PROLIFERAGAO CELULAR UTERINA

(PESO SECO RELATIVO) EM RATAS IMATURAS.

CONTROLE, ratas imaturas tratadas com salina s. c.; E,, tratadas com estradiol na
dose de 3 g s. c. por trés dias seguidos; PTX, tratadas com pentoxifilina na dose
de 30 mg/Kg, s. c.; PTX + E,, tratadas com a associacdo de Pentoxifilina nas
doses de 2,5, 10 e 30 mg/Kg de Pentoxifilina e Estradiol 3 ug s. c. por trés dias
seguidos.

O simbolo *#

significa estatisticamente diferente do controle. O simbolo *
significativamente diferente do E,. ANOVA, teste de Bonferroni. P< 0,05. N=12

animais por grupos.
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4. 8. EFEITO DA TALIDOMIDA SOBRE O EDEMA E PROLIFERACAO CELULAR
UTERINOS EM RATAS IMATURAS

A Talidomida na dose de 5,0 mg/Kg de peso dada isoladamente
demonstrou atividade estrogénica no edema uterino. A Média dos pesos dos
uteros de animais controles foi de 0,525 + 0,060 mg/g, diferindo-se da média do
grupo que usou Talidomida (1,125 + 0,150 mg/g). De outra forma, os grupos
pré-tratados com Salina e Talidomida meia hora antes da administracdo de
estradiol demonstraram médias similares, inclusive a Talidomida,
respectivamente 1,350 + 0,077 e 1,525 + 0,075 mg/g (Figura 33). Com relagao
ao peso seco (proliferagao celular uterina), a Talidomida na dose de 5,0 mg/Kg
diminuiu significativamente o peso seco em 40% comparado ao controle
positivo (em uso do Estradiol). As médias dos pesos secos foram as seguintes
para os respectivos grupos: 0,315 + 0,052 mg/g para controle negativo (tratado
com Salina); 1,184 + 0,180 mg/g para o grupo controle positivo (tratado com
Estradiol); 0,236 + 0,050 mg/g para o grupo tratado com Talidomida
isoladamente na dose de 5,0 mg/Kg; e 0,894 + 0,105 e 0,552 + 0,026 mg/g para
a Talidomida nas doses de 2,5 e 5,0 mg/Kg de peso associado ao Estradiol
(Figura 34).
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FIGURA 33. EFEITO DA TALIDOMIDA SOBRE O EDEMA UTERINO (PESO UMIDO RELATIVO)
EM RATAS IMATURAS.

CONTROLE, ratas imaturas tratadas com salina s. c.; E,, tratadas com estradiol na
dose de 10 pg s. c.; TAL, tratadas com Talidomida na dose de 5,0 mg/Kg, s. c.;
TAL + E,, tratadas com a associagcdo de Talidomida e Estradiol nas mesmas
doses acima descritas.

O simbolo * significativamente diferente do controle. ANOVA, teste de Bonferroni.

P< 0,05. N =12 animais por grupos.
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FIGURA 34. EFEITO DA TALIDOMIDA SOBRE O EDEMA E PROLIFERACAO CELULAR

UTERINA EM RATAS IMATURAS.
CONTROLE, ratas imaturas tratadas com salina s. c.; E,, tratadas com estradiol na
dose de 10 ug s. c.; TAL, tratadas com Talidomida nas doses de 2,5 e 5,0 mg/Kg, s.
c.; E,, tratadas com Estradiol na dose de 3ug.

O simbolo # significativamente diferente do controle, * significativamente diferente

de E,. ANOVA, teste de Bonferroni. P< 0,05. N=12 animais por grupos.
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4. 9. NiVEIS TEMPO-DEPENDENTE DO TNF-o. NO LiQUIDO PERITONEAL
(OBTIDO POR LAVAGEM) DE RATAS INTACTAS, RATAS COM IMPLANTES
PERITONEAIS DE ENDOMETRIO NAO TRATADAS E TRATADAS COM DROGAS
INIBIDORAS DO TNF-a, (TALIDOMIDA E PENTOXIFILINA).

O nivel de TNF-a avaliado no liquido peritoneal de ratas intactas
(controle intacta) revelou-se de 28,950 + 1,189 ng de TNF-a/ml. Os niveis de
TNF-a no liquido peritoneal aumentaram de forma tempo-dependente apos a
implantacdo peritoneal de endométrio. O TNF-a. aumentou de 18,88 + 2,77
ng/ml no 5° dia de implante endometrial para 27,77 + 4,44 ng/ml no 10° dia e

finalmente para 36,4 + 2,99 ng/ml no 15° dia (Tabela 4).

O tratamento com Pentoxifilina (30 mg/Kg s. c.) do 5% ao 14° dia do
implante peritoneal de endométrio diminuiu significativamente os niveis de TNF
quando comparado ao nivel do TNF do controle com implante peritoneal de
endométrio ndo tratado no 15°%dia, 21,97 + 1,84 para pentoxifilina contra 36,4 +
2,99 ng/ml no controle do 15° dia (Tabela 4).

Os animais tratados com Talidomida resultaram em 7,630 + 2,570 e
4,895 + 3,055 ng de TNF-a/ml, respectivamente com 5 e 10 dias de tratamento,
ou seja, no 10° e 15° dia da implantagdo endometridtica. Os resultados
mostram claramente o papel do TNF na endometriose experimental no nosso
modelo e que a Pentoxifilina assim como a Talidomida exercem atividade anti-
TNF.
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GRUPOS MEDIA + E.P.M.

(NG DE TNF-a/ML)

CONTROLE INTACTO 28,950 + 1,189

ANIMAIS COM IMPLANTES PERITONEAIS DE ENDOMETRIO

(CONTROLE POSITIVO)

52 DIA 18,785 + 2,985
10°DIA 27,860 + 4,360
15°DIA 36,400 + 2,992%

TRATADOS COM PENTOXIFILINA 30MG/KG

10°DIA 25,380 + 1,635™
152 pIA 22175 + 1,365*
TRATADOS COM TALIDOMIDA 5,0 MG/KG

10°DIA 7,630 + 2,570**
15°DIA 4,895 + 3,055*

TABELA 4. NIVEIS TEMPO-DEPENDENTE DO TNF-a. NO LiQUIDO PERITONEAL (OBTIDO POR
LAVAGEM) DE RATAS INTACTAS, RATAS COM IMPLANTES ENDOMETRIOTICOS
PERITONEAIS NAO TRATADAS (CONTROLE) E TRATADAS COM DROGAS INIBIDORAS DO
TNF-a (TALIDOMIDA E PENTOXIFILINA).

Os valores sd@o dados como média + E. P. M. O simbolo * indica significancia
estatistica (P < 0,05) entre o grupo com implantes peritoneais de endométrio no 15°
dia comparado ao controle intacto. O simbolo * demonstra médias estatisticamente
diferentes comparadas ao grupo com implante peritoneal de endométrio no 15° dia.
" significa sem significancia estatistica comparado ao controle positivo no 102 dia.
** indica médias estatisticamente diferentes do controle positivo no 10° dia. ANOVA

seguido do teste de Bonferroni.
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4. 10. EFEITO DA IMPANTACAO PERITONEAL DE ENDOMETRIO SOBRE A
RESPOSTA NOCICEPTIVA INDUZIDA POR ACIDO ACETICO INTRAPERITONEAL
EM ANIMAIS CONTROLE E TRATATOS COM PENTOXIFILINA.

No 152 dia do transplante peritoneal de endométrio, os animais eram
testados para atividade nociceptiva usando-se o modelo das contorgdes
abdominais (COLLIER E coLS, 1968). A injecdo de acido acético nos animais
endometrioticos tratados com salina 0,9% (Controle positivo, C2) demonstraram
uma maior resposta nociceptiva (35,29 + 1,76 contorgbes abdominais em 20
minutos) quando comparadas as respostas elicitadas nos animais falsos-
operados (C4) [15,88 + 0,11 contorgdes abdominais em 20 minutos]. O
tratamento com Pentoxifilina (30 mg/kg) reduziu significativamente o numero de
contorgdes observadas nas ratas com endometriose cirurgicamente induzidas

(20,58 + 0,59 contorgdes abdominais em 20 minutos) [Figura 35].
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FIGURA 35. EFEITO DA IMPANTACAO PERITONEAL DE ENDOMETRIO SOBRE A RESPOSTA
NOCICEPTIVA INDUZIDA POR ACIDO ACETICO INTRAPERITONEAL EM ANIMAIS CONTROLE E
TRATATOS COM PENTOXIFILINA.

Os valores sdo mostrados como médias + EPM (erro padrdo da meédia) do numero
total de contor¢gbes abdominais que ocorreram entre 10 e 30 minutos apods a injecéo
de acido acético a 0,6%. N=10 animais por grupo. O simbolo * indica significancia
estatistica (P < 0,05) entre os grupos tratados com pentoxifilina e o grupo de
implante peritoneal de endométrio n&o tratado (salina, C,). O simbolo # indica
significancia estatistica (P < 0,05) entre os grupos com implantes endometriais (C,)

e falso-operado (C4). ANOVA seguido do teste de Bonferroni.
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4.11. ATIVIDADE DA SINTASE DE OXIDO NIiTRICO NO TECIDO ENDOMETRIAL
ECTOPICO TRATADO COM PENTOXIFILINA

Os endometriomas expressaram a enzima sintase de O6xido nitrico
indutivel e constitutiva. A sintase de Oxido nitrico indutivel mostrou sua
atividade nos dias 5, 10 e 15 respectivamente: 1,94 £0,5; 246+ 0,2e 1,17
0,3 pmol de °H-citrulina/mg proteina/minuto. A sintase de 6xido nitrico
constitutiva foi expressa nos seguintes tempos: dia 5=2,48 +0,7; dia 10=
1,8 + 0,19 e dia 15= 0,78 = 0,3 pmol de 3H-citrulina/mg de proteina/minuto
(dados mostrados no capitulo de 6xido nitrico). O tratamento com PTX 30
mg/Kg do 52 ao 142 dia do implante endometrial diminuiu significativamente

tanto a enzima constitutiva como a induzida (Figura 36).
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FIGURA 36. ATIVIDADE DA SINTASE DE OXIDO NiTRICO NO TECIDO ENDOMETRIAL
ECTOPICO CONTROLE E TRATADO COM PENTOXIFILINA.

O tratamento com PTX 30 mg/Kg do 5° ao 14° dia do implante endometrial
diminuiu significativamente tanto a enzima constitutiva como a induzida. Os
resultados sdo mostrados como média de 6 animais no 15° dia de indugéo

endometridtica (controle) ou no 10° dia de tratamento com PTX 30mg/Kg.
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DISCUSSAO

O procedimento cirurgico para indugao da endometriose com o transplante
peritoneal de endométrio foi bem tolerado em todos os animais e o transplante
de tecido endometrial foi quase sempre um sucesso. No exame macroscopico
(Figura 9), os implantes endometriéticos apareceram bem vascularizados, com
conteudo hemorragico, massas solidas ou cisticas multiloculadas cheias de
materiais fluidos serosos, consistentes com endometriose. Amostras
histologicas realizadas aleatoriamente demonstraram gléndulas e estroma
endometriais tipicas de lesbes endometridticas (Figura 10). Os achados se
assemelham a endometriose humana. O modelo ora apresentado foge do alvo
da discussdo em virtude da validade demonstrada em nossa monografia de
Mestrado (MEDEIROS, 1992).

A discussdo se dara em torno dos trés modulos estudados. Inicialmente
os animais foram testados para os inibidores preferenciais especificos de COX-
1 ou COX-2. Os animais foram tratados com Aspirina (AAS; 30mg/kg),
Piroxicam (PIRO: 1,0 mg/kg) e Indometacina (INDO: 2,0 mg/kg), considerados
inibidores seletivos preferenciais de COX-1, e com dois inibidores preferenciais
de COX-2 (PAIRET ET AL. 1996), o Meloxicam (MELOX: 0,4 mg/kg) e a
Nabumetona (NAB: 5,0 e 15 mg/kg).

Os implantes ectdpicos apds excisados foram pesados e seus pesos umidos relativos
(g%) foram significativamente reduzidos pelo tratamento com Aspirina (10 e 30mg/kg) e
Nabumetona (5 e 15mg/kg) de forma dose dependente [Figura 15]. A Indometacina e o
Piroxicam nao reduziram o desenvolvimento dos endometriomas, ao contrario a Indometacina

aumentou significativamente a les&o.

O numero de implantes ovulares por ratas intactas teve queda significativa com o uso
de Indometacina e Piroxicam e nao foram alterados pelo uso de Aspirina, Nabumetona ou
Meloxicam nas doses utilizadas (Figura 17). Por outro lado quando se avaliou a percentagem
de ratas gravidas, interferiram significativamente negativas, alem do Piroxicam e Indometacina,
0 Meloxicam que pareceu ter efeito dependente da dose (0,4 e 0,8 mg/Kg), com diminuigédo

significativa de respectivamente 60 e 40% (Figura 18). Todos os grupos tratados tiveram as
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dores diminuidas significativamente (p < 0,05) quando avaliadas pelo teste das contorgbes
abdominais (Figura 23).

Esses achados ndo demonstraram muito claramente resultados distintos entre as
diferentes classes de drogas nas doses utilizadas. Todos os inibidores da ciclo-oxigenase-1 e
2 aliviaram a dor de animais com implantes endometridticos, independentes da sua
seletividade, mas muito mais importante, nossos resultados mostraram que o inibidor
preferencial da COX-2, a Nabumetona e um inibidor seletivo preferencial da COX-1, a Aspirina
foram efetivos em alem do efeito analgésico exercerem um efeito aparentemente
antiproliferativo, levando a uma significativa diminuigdo do peso dos implantes endometriéticos
ectépicos (peritoneais) e melhorando a performance reprodutiva desses animais. Se o
aumento dos prostandides no liquido peritoneal forem responsaveis por alguns dos sintomas
ou efeitos da endometriose tais como infertilidade e dor pélvica, sua reducao deve ser capaz

de aliviar tais sintomas dolorosos igualmente pelo bloqueio das duas COXs.

A recente descoberta de que a resposta das prostaglandinas para a dor e outros
sintomas em focos inflamatdrios é sintetizada por uma forma de enzima induzida de ciclo-
oxigenase, oferece um novo alvo a nossa terapéutica, pelo menos como analgésicas. O papel
das PGs no processo inflamatério indica que ela pode contribuir para a dor de origem
peritoneal e de tecidos profundos na endometriose. O possivel envolvimento de leucotrienos é
desconhecido. Sem duavida, numerosas interagdes entre moléculas estdo envolvidas na
patogénese da endometriose e isso pode ser particularmente complexo com respeito ao
mecanismo da infertilidade, por exemplo. Até o momento, todos esses mecanismos sdo
especulativos e muito provavelmente as PGs fazem parte dessa cascata de interagdes,
certamente como intermediarios ou moduladores mais do que efetores primarios (FRASER,
1992).

Testamos os efeitos benéficos oferecidos por essa nova classe de
drogas sobre a endometriose. Os metabdlitos derivados da COX-2 tém papel
importante na resposta inflamatdria aguda e na acéo proliferativa desregulada,
além disso, cronicamente, eles tém acao angiogénica (CROFFORD, 1996). Em
adicao, ORLICKY ET AL. (1987) demonstraram a necessidade de PGFy4t, como
co-fator na estimulacdo da sintese de 17-beta-estradiol e na proliferacéo
endometrial em coelhos. Podemos entdo especular que a inibicdo desses
eventos poderia estar associada aos resultados dos implantes endometridticos
ectopicos e em consequéncia, a diminuicdo da dor. A endometriose tem sido
reportada como uma doenga com um componente imunologico importante,
muitas vezes classificada como auto-imune. Uma das teorias imunopatolégicas
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da endometriose tem envolvido as prostaglandinas e células T. Nestas células,
a COX-1 esta constitutivamente expressa e a COX-2 é induzida durante sua
ativagdo. Tanto a imuno-ativagdo quanto a imuno-inibigdo tem sido atribuias a
inibidores de ciclo-oxigenases. RIVERO ET AL. (2002) mostraram que nem o0s
inibidores seletivos ou os nao seletivos da COX-2 modificaram a ativagao,
proliferacdo ou suscetibilidade a apoptose das células T. Aqueles autores
concluiram que as ciclo-oxigenases parecem nao ter papel relevante sobre os
linfocitos T e discutem que as agdes do uso de AINEs em pacientes com

doencas auto-imunes/inflamatérias nao teriam efeitos imunomoduladores.

Multiplas teorias tém sido propostas em um esforco para explicar a
infertilidade associada a endometriose. O aumento das prostaglandinas no
liquido peritoneal pode ter um efeito deletério sobre a foliculogénese, a
captacdo e transporte ovular, ou ainda pode causar luteolise, disfuncéo
ovulatdria e também alterar a implantagdo embrionaria. Apesar do efeito mais
plausivel do excesso de prostaglandinas no liquido peritoneal afetar
diretamente a fungao tubaria e, portanto a captacgéao folicular (COUTINHO & MAIA,
1971). Os resultados da nabumetona sao principalmente considerados devido
a COX-1, O AAS, por exemplo, inibiu todos os eventos avaliados em nosso
estudo. De fato, essas acbes do AAS podem ter sido devidas a outros
mecanismos nao relacionados a COX-1 e sim com a inibicdo da expressao da
sintase de oOxido nitrico induzida, por exemplo, (KWON ET AL. 1997) e a
transcricdo do fator NfkappaB, que ¢é importante na resposta imune e
inflamatdria (CAl ET AL. 1996). Isso poderia explicar em parte os beneficios do

AAS mostrado por nés.

Acredita-se que a sensacdo de dor esteja associada a liberagdo ou
génese de substancias endbgenas, tais como as prostaglandinas em resposta
a outros compostos enddégenos como a Bradicinina. A Aspirina e os demais
antiinflamatorios ndo esteroidais utilizados por nés inibem a atividade das ciclo-
oxigenases e, portanto suprimem a sintese de prostaglandinas e, como

resultados previnem a sensibilizacido dos nociceptores. A seletividade por ciclo-
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oxigenases tipo | ou Il diferencia os antiinflamatérios pelos efeitos colaterais. As
prostaglandinas, por si s6, ndo causam dor, mas tem um papel importante na
sua modulagdo. Sao geradas de precursores da membrana plasmatica e
liberadas em resposta a estimulos nocivos. A liberagédo das prostaglandinas por
seu turno sensibiliza os nociceptores as substancias algésicas (LEVINE ET AL.
1986).

A aspirina € um acido organico fraco que é unica entre os AINEs no que
diz respeito a irreversibilidade da acetilagdo da COX. A Aspirina age também
deprimindo o estimulo da dor em sitios subcorticais como talamo e hipotalamo.
A aspirina em pequenas doses e em longo prazo tem sido usada como muitos
outros usos terapéuticos inclusive como profilatico do cancer do cdlon,
possivelmente relacionada a seu efeito inibidor da COX. A aspirina pode
suprimir a incidéncia de tumores via salicilato pelo aumento da apoptose nas

células iniciadas com carcindogenos (BARNES ET AL. 1998).

Apesar do desenvolvimento de novos agentes antiinflamatérios, a
Aspirina permanece a droga antiinflamatéria mais comumente utilizada. Por
muito tempo o mecanismo de acdo da aspirina tinha sido atribuido
predominantemente a inibicdo da atividade da ciclooxigenase e consequente
sintese de prostaglandinas. Entretanto, outros mecanismos, entre eles a
inibicdo da indugao do mRNA especifico ou ativagao do fator nuclear do fator
de transcrigao kB (NF-kB) elicitado em respostas a agentes inflamatérios como
a IL-1. Devido o NF-kB estar envolvido na inducdo da expressao da iNOS, a

aspirina inibe a produgao de NO (KEPKA-LENHART ET AL. 1996).

LI ET AL. (2001) demonstraram que drogas antiinflamatérias n&o
esteroidais como a aspirina, por exemplo, reduzem o risco de tumores
(canceres) devido a sua atividade antiproliferativa e a seus efeitos indutores de
apoptose. O caminho critico para apoptose envolve a liberagdo do citocromo c
da mitocéndria que entdo interage com Apaf-1 para ativar as proteases
caspases que orquestram a morte celular programada. Demonstrou-se que a

aspirina e o0 meloxicam em altas doses diminuiram os niveis de TNF-alfa em
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retinopatia diabética, da mesma forma suprimiram a expressdao de eNOS. A
atividade anti-TNF-alfa da aspirina pode nao ser devida a sub-regulacado da

atividade da ciclooxigenase.

Estudos recentes como o de RODRIGUEZ-BURFORD ET AL. (2002) tém
demonstrado o uso de antiinflamatérios nédo esteroidais como agentes
quimiopreventivos de cancer de ovario. Entre essas drogas estdo a aspirina, o
acetaminofen e inibidores seletivos de COX-2. Essas drogas levaram a um
indice mitético diminuido, diminuigdo significativo do Ki-67 e incremento na

apoptose com inibidores da COX-2.

A expressao de COX-2 acontece em numerosos tumores. NAKANISHI ET
AL. (2001), investigando os efeitos de inibigdo da COX-2 sobre a apoptose de
células de colangiocarcinoma mostraram que COX-2 quer induzidas por
citocinas ou por transfecgao transitoria, significativamente inibia a apoptose
mediada pelo Fas (um receptor da morte celular), provavelmente pela super-
regulacdo da expressao de Mcl-1 e que a inibicado farmacolégica da COX-2

pode ser util no aumento da apoptose mediada por Fas.

Utilizamos um modelo de proliferagdo celular uterina induzida por estradiol em ratas
imaturas para demonstrar que nenhuma das drogas utilizadas como inibidoras seletivas
relativas de COX-1 ou 2 foi efetiva como antiproiliferativas no uUtero e provavelmente, em
consequéncia, no implante endometrial ectdpico. Assinala-se que esses efeitos poderiam ser
mediados via sistema imunolégico, atingindo primariamente os macréfagos visto que estes nao
estariam presentes naqueles animais imaturos nas mesmas proporgdes e condi¢des que nos

endometrioticos.

Antiinflamatérios ndo esterodides inibem a ciclo-oxigenase (COX), que é sintetizada a
partir do acido aracdbnico na membrana celular. A variante constitutiva, a COX-1 é expressa
em muitas células, o tempo todo, providenciando as fungbes basicas da vida. Em contraste, a
COX-2, induzivel, ndo é produzida no epitélio normal, mas causa inflamagdo e promove a
formagao de tumores em resposta a fatores de crescimento, citocinas ou sinas oncogénicos. A
COX exerce essas fungdes pela produgédo de prostaglandina E, (PGE,), que por sua vez a
ativa o receptor epitelial especifico que por seu turno ativa a produgdo de AMP ciclico. O AMPc
estimula a sintese de fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) que engatilha a

angiogénese que promove o crescimento e espraiamento do tumor (LEwIS, 2000).

CXXX



NAKANISHI ET AL. (2001) demonstraram que alem de outros AINEs, a nabumetona
suprimia a proliferacdo celular (linhagens de células de leucemia) induzindo a uma parada no
ciclo celular entre GO/G1 e que esta parada induzida por estes inibidores da COX nao estava
associada a supra-regulacao de inibidores de kinase dependente de ciclinas mas inibidores de
COX-2 também inibiam a diferenciagao celular dessas células induzidas por interferon gama,
TNF-alfa e acido retindico. Esses achados sugeriam que a inibicdo da proliferagdo e
diferenciacdo celular se devia por fatores ou mecanismos dependentes e independentes da
COX.

A COX tem papel importante na nidagdo, ou seja, na a preparagao do utero para a
adesédo e implantagdo do blastocisto. O utero e o blastocisto, ambos devem estar adequados
para a implantacéo. Isso acontece através das agdes dos hormonios ovarianos progesterona e
estrogénio. O preparo do utero ocorre pelas agdes de ambos os horménios. A progesterona
transforma o endométrio em um estado “pré-receptivo” que € responsivo ao estrogénio. No
utero, o estrogénio (estradiol) se liga a seu receptor e inicia o estado “receptivo” do endomeétrio.
Nesse estado o utero produz fatores de crescimento tais como o fator de crescimento
epidérmico, EGF ligado a heparina e fator inibitério da leucemia. Essas proteinas, na presenga
de Hoxa-10 levam a expressao das enzimas ciclo-oxigenases (COX). Essas enzimas parecem
ser criticas nesse processo desde que o endométrio de camundongos deficientes em COX nao
sado capazes de receber embrides (LM ET AL. 1997; PARIA ET AL. 2000). As prostaglandinas,
especialmente as prostaciclinas séo criticas na receptividade endometrial do blastocisto por

mecanismos ainda ndo completamente desvendados.

Estudos tém demonstrado em varias espécies animais que a inibicdo da sintese de
prostaglandinas inibe a ovulagédo. Apds a fertilizagdo, o desenvolvimento do embrido durante o
estagio de blastécito e a diferenciagdo sincronizada do utero depende da harmonia e
coordenacao dos efeitos entre estrogenos, progesterona e prostaglandinas. As prostaglandinas
estdo envolvidas em numerosos processos importantes na reprodugcao de mamiferos, inclusive
no inicio da parturicdo. As prostaglandinas sao sintetizadas a partir do acido aracddnico pelas
enzimas ciclo-oxigenases. Ha duas isoformas dessas enzimas: ciclo-oxigenase 1 (COX-1),
forma constitutiva e a COX-2, forma induzida. A COX-2 tem sido recentemente categorizada
como um gene imediato-precoce e esta associada ao crescimento e a diferenciagéo celular
(TJANDRAWINATA ET AL. 1997), necessarios tanto para o crescimento folicular e ovulagdo como

para a receptividade endometrial, nidacao e desenvolvimento embrionario.

CHARPIGNY ET AL. (1997) encontraram a expressdo das duas isoformas de ciclo-
oxigenases no utero de ovelhas e demonstraram que as duas isoformas exibiam diferentes
padrbes de expressdo: COX-1 em niveis constantes no endométrio durante o ciclo estral e
estagios comparaveis de gravidez; a COX-2, ao contrario, mostrava-se alta e transitoriamente
expressa entre os dias 12 e 15 do ciclo estral e declinava dai em diante a niveis indetectaveis.
Isso reforca a importancia da expressao de COX no endométrio para a recepcdo embrionaria
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(nidagédo). O endométrio na gravidez precoce mostrava expressdes similares da COX-2. O
tratamento de animais ovariectomizadas com esteréides indicava que a expressdo de COX-1
ndao se modificava, enquanto que a COX-2 era altamente induzida por tratamento com
progesterona. O estradiol também aumentava a expressao dessa enzima, mas s6 apds 0 uso
de progestagenos. Esses resultados sugerem que a sintese de PG no utero é devida a indugao

da COX-2 por aqueles horménios naquela ordem.

No roedor, um aumento da permeabilidade vascular uterina no sitio de aposicdo do
blastocisto € um dos eventos mais precoces requeridos para o processo da implantagcao. Esse
evento é precedido por um edema uterino generalizado que leva a um fechamento luminal e
coincide com a reagdo de “atracamento” entre o trofectoderma e o epitélio luminal. As
prostaglandinas vasoativas estdo implicadas nesse processo. CHAKRABORTY ET AL. (1996)
demonstraram que os genes das COXs sao diferentemente induzidos no utero de camundongo
no periodo peri-implantacdo. Durante o periodo pré-implantacéo (dias 1 a 4), o gene da COX-1
estava expresso no epitélio uterino principalmente no dia 4 até a iniciagdo da reacido de
“atracamento”; na noite seguinte, a expressao estava sub-regulada. Essa expressdo da COX-1
coincide com o edema uterino generalizado requerido para o fechamento luminal. Em
contraste, o gene da COX-2 estava expresso no epitélio luminal e células estromais sub-
epiteliais no pdélo anti-mesometrial exclusivamente ao redor do blastocisto no momento da
reagdo de atracamento, no dia 4, e persistiu até a manha do dia seguinte. Esse gene uterino
nao estava expresso no sitio de aposicdo do blastocisto durante a implantagdo retardada
tratada com progesterona (P,), mas foi prontamente verificada ao redor do blastocisto ativado
apos o término do retardo pelo 17 beta-estradiol (E,). Os resultados acima sugerem que a
sintese de PG catalisada por COX-2 é importante para o aumento da permeabilidade vascular
localizada e reagéo de atracamento. O gene da COX-1 “sub-regulado” (down-regulated) a partir
da reagao de atracamento (dia 4) estava entdo expresso novamente na decidua mesometrial e
anti-mesometrial, nos leitos deciduais secundarios nos dias 7 e 8. Esses resultados sugerem
que a geragdo de PGs por COX-1 esta envolvida na decidualizagdo e/ou permeabilidade
vascular endometrial localizada e continuada, observada durante esse periodo. Ao contrario, o
gene da COX-2, expressa no polo anti-mesometrial nos dias 4 e 5, troca de sitio de expresséo
para o pélo mesometrial dia 6 em diante. Resultados que sugerem que as PGs produzidas
nesse sitio pela COX-2 estdo envolvidos na angiogénese para o estabelecimento da placenta.
No camundongo ovariectomizado, o gene da COX-1 foi induzido no epitélio por um tratamento
combinado com P4 e E,. Entretanto, o tratamento com P4 e/ou E, ndo influencia o gene uterino
da COX-2. De uma maneira geral, esses autores concluiram que o gene uterino da COX-1 é
influenciado pelos esterdides ovarianos, enquanto os da COX-2 é regulado pelo blastocisto
durante a sua implantagdo e durante a gravidez precoce. Nossos resultados mostraram uma
piora da fertilidade em ratas com implantes peritoneais de endométrio com o uso de inibidores
de COX-1 (Piroxicam e Indometacina), com excegéo da Aspirina. E uma melhora quando do

uso de drogas inibidoras da COX-2 como Nabumetona e Meloxicam. Por outro lado, quando
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avaliados os efeitos dessas drogas sobre a fertilidade de ratas normais, intactas, o nimero de
implantes ovulares por ratas intactas teve queda significativa com o uso de Indometacina e
Piroxicam e n&o foram alterados pelo uso de Aspirina, Nabumetona ou Meloxicam (Figura 17).
Por outro lado quando se avaliou a percentagem de ratas gravidas, interferiram
significativamente negativas, alem do Piroxicam e Indometacina, o Meloxicam pareceu ter
efeito dependente da dose (0,4 e 0,8 mg/Kg), com diminui¢do significativa de respectivamente
60 e 40% (Figura 18). Isso sugere que sobre a fertilidade, os inibidores da COX-1 parecem ter
efeitos deletérios sobre a fertilidade de ratas normais (intactas) como de ratas endometrioticas.
Ja as inibidoras da COX-2 parecem ter efeitos benéficos sobre a fertilidade de ratas
endometridticas e nao interferir negativamente nas ratas intactas. A excegéo se faz com o uso

da Aspirina, talvez por mecanismos diversos da inibicdo da COX.

Acreditamos que, agentes que modulam os mecanismos inflamatérios e imunes
proverdao o melhor potencial no controle dos sintomas associados a endometriose e poderiam
ser usados como adjuvantes dos tratamentos especificos dessa desordem ou preferenciais
quando o objetivo for o alivio da dor. Nesse grupo, os inibidores da COX-2, alem de alivio da
dor, nao interferiiam na fertilidade e muito provavelmente evitariam o desenvolvimento de
endometriomas. Como segunda droga, a Aspirina poderia ter seu lugar, ja que
epidemiologicamente, a dose utilizada como profilatico de doengas cardiovasculares e de

tumores de colon sio baixas.

A discussao se dara agora em torno do segundo médulo estudado.

Desta vez, a expressdo da NO-sintase em implantes peritoneais de endométrio
(endometriomas) foi demonstrada em ratas. A NO-sintase induzida (iNOS) foi expressa nos
endometriomas com valores que crescia significativamente até o 10° dia do implante e entédo
decrescia para o 15° dia assim como a NO-sintase constitutiva (cNOS) que decrescia de forma

tempo-dependente do 5° para o 15° dia. Os resultados sdo mostrados na Figura 24.

Para verificar a modulacdo da NO-sintase, os animais foram tratados com L-
Nitroarginina metiléster (L-Name), L-arginina e com a associagdo dos dois (LN-LA), um grupo
funcionou como controle e foi tratado com salina. Os animais tratados com L-NAME (20mg/Kg)
tiveram significativa diminuicdo no peso dos endometriomas quando comparados ao controle.
Essa diminuigdo pareceu ser dose dependente. O tratamento com L-Arginina isoladamente
tendeu ao aumento no peso dos endometriomas e a associagédo de L-Arginina com L-NAME

reverteu parcialmente o processo.

Houve um aumento significativo na percentagem de ratas gravidas no grupo tratado

com L-Name (20 mg/Kg) e uma diminuigao significativa no numero de contor¢gdes abdominais.
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O oxido nitrico, derivado da L-arginina pela agéo da sintase de 6xido nitrico (NOS) tem
sido mostrado como mediador de varios processos fisiologicos e pode estar alterado em
algumas condic¢des patologicas. Estudos recentes tém identificado NOS em tecidos de 6rgaos
reprodutivos humanos incluindo as tubas de Faldpio, ovarios e utero (TELFER ET AL. 1995;
ROSSELLI ET AL. 1996; ANTEBY ET AL, 1996; TSENG ET AL. 1996; TELFER ET AL.1997; KHORRAM ET
AL. 1999). Além disso, WU ET AL. (1999) demonstraram um aumento na sintese de NO pelos
macrofagos peritoneais em mulheres com endometriose. No nosso experimento, mostramos
que o NO endoégeno esta envolvido na proliferagdo de implantes endometriais ectdpicos e na
sua associagdo com dor e infertilidade avaliadas no 15° dia de indugdo cirirgica como
demonstrada pelas seguintes observagdes: a) L-NAME, um inibidor da NOS, inibiu de forma
dependente da dose o peso Uumido dos implantes endometriais ectdpicos, essa inibicdo foi
parcialmente revertida pela L-arginina, o Unico doador fisiolégico de nitrogénio para as reacgdes
catalisadas pela NOS. b) O pré-tratamento com L-NAME também foi capaz de restabelecer
parcialmente a fertilidade em ratas com endometriose de forma dependente da dose, e também
parcialmente revertido pelo co-tratamento com L-arginina. c) O pré-tratamento com L-NAME
reduziu significativamente a resposta nociceptiva elicitada pelo acido acético em ratas com
endometriose experimental, como foi demonstrado pela diminuicdo do niumero de contorgcbes
abdominais. A expressdo das enzimas NOS constitutivas e induziveis reforca a hipotese do
envolvimento do 6xido nitrico na fisiopatologia da endometriose e incrementa a idéia da
importancia de sua modulagcdo através da inibigdo da enzima (como foi realizada pela
pentoxifilina, por exemplo) no tratamento da endometriose peritoneal, além do mais, avigora
nosso modelo de endometriose induzida com auto-transplante de utero (endométrio). A
atividade decrescente com o tempo de implante da endometriose da sintase de éxido nitrico
constitutiva, pode ter sido devida, provavelmente ao achatamento das células endometriais
intra-cisticas com perda parcial da sua fungdo ou ao desgarramento do endométrio (como
simulando uma menstruagao hipotética) que naturalmente ocorre no decorrer da doenca
humana ou ainda pela fibrose que rodeia ou toma totalmente o tecido endometrial, como se
uma resolugdo da doenga. O aumento relativo da sintase de 6xido nitrico induzida pode ser
devido ao processo inflamatério peritoneal e a reacdo tecidual que é freqlentemente

encontrada na endometriose.

A participagdo do NO nos eventos fisiopatologicos associados com a endometriose
(proliferagéo, dor e sub-fertilidade) é consistente com trabalhos que reportam a evidéncia do
envolvimento do sistema L-arginina/NO nos eventos troficos do Gtero induzidos pelo estradiol
em ratas imaturas (RAO ET AL. 1995). Reforgando esses dados, foi demonstrado que o efeito
proliferativo do estrogénio sobre o endométrio pode ser em parte associado com ou mediado
através do aumento da expressdo da NOS (KHORRAM ET AL. 1999). E provavel que esses
efeitos sejam dependentes de um aumento da permeabilidade vascular e do fluxo de sangue

no utero.
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As citocinas tem sido implicadas no controle da implantacdo e no crescimento de
células endometriais fora do utero (GIUDICE ET AL. 1994; OOSTERLYNCK ET AL. 1993; HALME,
1989). As citocinas pro inflamatérias interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral alfa (TNF-
o) tém sido detectadas em liquido peritoneal de pacientes com endometriose em altas
concentragdes comparadas a liquido peritoneais de mulheres sadias (HALME, 1989; FAKIH ET AL.
1987; OVERTON, 1996). Como essas citocinas sdo capazes de induzir NOS em células
inflamatérias (NATHAN, 1992; MONCADA ET AL. 1991), é provavel que elas também possam
contribuir para a indugao da produgcdo de NO em tecidos endometriais ectépicos. Podemos
especular, entdo, que a modulagédo da sintese de NO poderia resultar na “sub-regulagao” de
toda a cascata inflamatdria — provavelmente iniciada pelas citocinas e outros mediadores como
prostaglandinas — envolvidas na fisiopatologia da endometriose. Essa hipbtese poderia ser
reforcada pelas evidéncias obtidas em nosso laboratério que um inibidor preferencial de uma
isoforma induzida da ciclo-oxigenase (COX-2) (MEDEIROS ET AL. 1999) e inibidores da produgao
do TNF-a (talidomida e pentoxifilina) foram efetivos em inibir o crescimento/desenvolvimento de
implantes endometriais ectdpicos e seus efeitos relacionados a dor e sub-fertilidade. Ao mesmo
tempo, tem sido descrito um papel nociceptivo para o caminho L-arginina/Oxido
nitrico/Guanosina monofosfato ciclico {L-arg/NO/cGMP{ (HALEY ET AL. 1992; FERREIRA ET AL.

1999) indicando que o NO poderia estar implicado na dor relacionada a endometriose.

Demonstramos um efeito benéfico sobre a sub-fertilidade relacionada a endometriose
ainda ndo muito bem entendida. Tem-se reportado que o NO tem um papel importante na
regulacdo da esteroidogénese ovariana, ruptura folicular, no desenvolvimento embrionario
precoce e na implantagdo embrionaria (YAMAUCHI ET AL. 1997; BISWAS ET AL. 1998). E possivel
que esses dois Ultimos eventos possam ser mediados pelo NO na “supra-regulagdo” de
receptores para fatores de crescimento tais como o fator de crescimento epidérmico (EGF)
assim como para as proteinas e integrinas envolvidas na ancoragem embrionaria (HATTORI ET
AL.1996; DUBEY ET AL. 1997). O NO também regula a atividade contratil das trompas (EKERHOVD
ET AL. 1997). Em certas circunstancias patolégica, tais como infec¢do ou endometriose, um
aumento na geragdo de NO dentro do oviduto poderia influenciar o transporte embrionario, a
fertilizagdo e poderia conseqientemente resultar em abortamento (ROSSELLI ET AL. 1998) ou

gravidez ectdpica.

As concentragdes excessivas de Oxido nitrico podem levar a rejeigao
aguda de orgaos, devido a supra-regulacdao de NOS induzivel por citocinas,
nessas circunstancias, considerou-se que a inibicao da sintese de NO prolonga
a sobrevida do enxerto em animais experimentais. O o6xido nitrico também
desempenha um papel na inflamagao tanto aguda como crénica. Em modelos

experimentais de inflamacédo aguda, a inibicdo de NOS exercem um efeito
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protetor dose-dependente, sugerindo que o Oxido nitrico promove edema e

permeabilidade vascular (THOMAS ET AL. 1986).

Estudos recentes mostraram que o oxido nitrico estimula a sintese de
prostaglandinas inflamatérias ao ativar a iso-enzima Il da ciclo-oxigenase
(NOVARO ET AL. 1996). (FIGURA 37)

O éxido nitrico (NO) é produzido por varias células em diferentes 6rgaos,
entre elas, células musculares lisas, células mesangeais, neurdnios, plaquetas,
hepatdcitos, macréfagos, fibroblastos e células epiteliais. O NO regula o ténus
das ceélulas musculares lisas, agregacao e aderéncia plaquetaria, crescimento
celular, apoptose, neurotransmissdao e lesbes como as reacdes imunes
induzidas por infeccdo. Como esses eventos estdo também associados com a
biologia, a fisiologia e a fisiopatologia dos varios processos reprodutivos, vem-
se demonstrando o papel do NO na reprodugcdo (ROSSELLI ET AL. 1998).
Mostramos que a inibigdo da NOS por L-NAME reduziu significativamente o
tamanho dos implantes endometridticos. Varios mecanismos podem ser

propostos para esse evento.

! INFLAMACAO

INOS COX-2

v v

\ DOADORES DE NO

FIGURA 37. MODELO DE INTERAGAO ENTRE AS VIAS DA NO-SINTASE E DA CICLO-

OXIGENASE NA INFLAMAGAO.
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1. O papel do NO na regulagao da funcédo ovariana fica evidente pela
observagcado que a sintese de NO aumenta com o desenvolvimento folicular,
além disso, o papel dos horménios na regulagdo da sintese de NO durante o
desenvolvimento folicular e ovulagao ficou estabelecido pela observacdo de
que o aumento do NO se correlacionou com o aumento de estrogénio
(ROSSELLI ET AL. 1996). Por outro lado SHUKOVSKI & TSAFRIRI (1995)
demonstraram que inibidores de NOS levaram a anovulacdo em ratas, apesar
desse achado nao ter ficado claro se a anovulacdo se deve a mediagao pelo
NO de origem vascular ou neuronal, ovariana ou ainda se de origem de outras
células ovarianas. BONELO ET AL. (1996) investigando o papel do NO sobre a
ovulagdo mostraram que o uso de L-NAME levou a menor numero de
ovulagdes, reduzindo assim a producdo de estradiol enquanto que a producéao

de progesterona permanecia inalterada.

Esses fatos podem justificar a deficiéncia de estrogénio pelo uso do L-
NAME e uma consequente diminuicdo do endometrioma (implante peritoneal
de endométrio), de crescimento sabidamente estrogénio-dependente ou ainda
pela manutencdo das concentragbes de progesterona e diminuigdo de

estrogénio aumentaria o efeito hipoestrogénico relativo.

2. O NO derivado da NOSi age como uma molécula reguladora do
crescimento. Nesse sentido nota-se efeito duplo sobre o crescimento celular;
NO isoladamente inibe o crescimento de células musculares lisas, como
exemplo, mas, por outro lado, na presenca de fatores de crescimento, como o
fator de crescimento de fibroblasto, NO é um potente mitégeno e induz a
crescimento celular (DUBEY ET AL. 1997), da mesma forma a sintese de NO
mediada por IL-1beta na presenca do fator de crescimento fibroblasto beta
também induz a crescimento celular (DUBEY ET AL. 1997). Devido o fato de a IL-
1 e o Fator de crescimento fibroblastico, entre outros estarem envolvidos na
fisiopatologia da endometriose, é provavel que a inibicdo do NO tenha tido um
efeito anticrescimento endometriético.

3. A inibigdo da geragao do éxido nitrico no ovario pela administragao de

inibidores de NOS reduz a taxa de ovulacdo em ratos in vivo e in vitro. O
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controle do relaxamento dos vasos ovarianos para acomodar as mudancgas
necessarias no fluxo sanguineo, no volume de sangue e da exsudagao
plasmatica que acompanha a ruptura folicular aparentemente € o mais
importante papel do NO na ovulagédo (YAMAUCHI ET AL. 1997). Dessa forma é de
se esperar que tanto o controle da ovulagdo como o controle do fluxo vascular
de um tumor (endometrioma) proceda da mesma forma, dai com a
vasoconstricao pela inibicdo do NO pode levar a inibicdo do crescimento
tumoral.

4. Quando ambos os sistemas da NOS e ciclo-oxigenases estéo
presentes, existe um aumento na produgcdo de prostaglandinas que podem
exacerbar uma resposta inflamatoria e proliferativa (NOVARO, ET AL. 1996).
Ambos inflamagdo e proliferagdo poderiam levar a um aumento dos
endometriomas, ja que estes sdo compostos ndo s6 de células endometriais
(glandulas e estroma), mas de células inflamatérias, principalmente macréfagos

e geralmente envolvidas em fibrose (fibroblastos).

O oxido nitrico € uma molécula simples, mas quimicamente reativa que
age como um mensageiro biolégico e efetor imune. Como ultima molécula
efetora, o 6xido nitrico, que é principalmente liberado por macrofagos ativados,
mata ou inibe o crescimento de células tumorais, células transplantadas e
patdgenos diversos. Além disso, ou em consequéncia da ativagcdo macrofagica,
o NO pode lesar células do hospedeiro em doengas autoimunes nas quais o
NO é inapropriadamente induzido. O papel do NO em infertilidade foi
investigado por numerosos autores, entre eles DONG ET AL (1996) encontrou
uma concentracdo maior de Oxido nitrico no liquido peritoneal de mulheres

com endometriose ou com infertilidade quando comparadas com controles.

Encontramos uma diminuicdo da fertilidade de ratas com implantes
peritoneais de endométrio avaliadas pela percentagem de ratas gravidas e pelo
numero de implantes ovulares por corno uterino. A fertilidade foi
significativamente melhorada com o uso do L-NAME. A cavidade peritoneal é

um ambiente imunologicamente dinamico (HILL ET AL. 1988).
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Reporta-se que o numero aumentado de células imunes e suas
atividades, das quais 0s macrofagos sao o0s principais componentes,
aumentam a liberagdo de citocinas e outros mediadores inflamatorios (imunes)
e que sao responsaveis pela fisiopatologia da endometriose. Grande
quantidade de NO (nanomoles) podem ser liberados dessas células imunes
ativadas, principalmente macrofagos com a catalise da NOSi. Como efetor
inespecifico, 0 NO n&o so elimina antigenos, mas também mata ou lesa células
do hospedeiro, o que resultara em dano celular, tecidual, inflamacdo e
aderéncias como consequéncia. Devido a conexdo com o sistema reprodutivo,
a cavidade peritoneal, como ambiente imunologicamente dindmico, tem efeitos
importantes sobre a reprodugdo e pode estar associado a falha reprodutiva
(He ET AL, 1988). O sistema imunolégico e suas alteracdes
bioquimicas/metabdlicas alem do aumento de radicais livres no liquido
peritoneal deve estar associado de perto com a infertiidade através de
interferéncias nos varios niveis, incluindo a fungdo do gameta, fertilizagao,

implantagcéo e desenvolvimento embrionario (Figura 38).

Vérios processos reprodutivos regulados pelo 6xido nitrico

| ESPERMATOGENESE |
| MOTILIDADE ESPERMATICA | [ INFERTILIDADE |
| EREGAO PENIANA | 2 PROCESSO OVULATORIO
FOLICULOGENESE
PLACENTA <NO -
PRE-ECLAMPSIA ) | TRABALHO DE PARTO |
| REMODELAGAO TECIDUAL | GRAVIDEZ
| ESTEROIDOGENESE | | COMPORTAMENTO SEXUAL |

| FUNGAO DO OVIDUCTO |

Figura 38. Papel do Oxido Nitrico na regulacéo dos varios processos reprodutivos.

Modificado de: ROSSELLI, M.; KELLER, P. J. AND DUBEY, R. K. ROLE OF NITRIC OXIDE IN

THE BIOLOGY, PHYSIOLOGY AND PATHOPHYSIOLOGY OF REPRODUCTION. HUM REPROD

UPTAKE 1998, vOL 4 N° 1 PP. 3-24)
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Espécies reativas de oxigénio tém sido implicadas em muitas doencgas.
Em algumas condi¢des, os radicais livres tém um papel significante na
fisiopatologia, envolvendo o Ferro como facilitador da formagao de (O »7) e de
radicais hidroxilas (.OH) altamente téxico que lesam proteinas, carboidratos,
nucleotideos e lipidios. Como resultado, teriamos lesdo tecidual e novas
aderéncias ocorrem. Mulheres com endometriose apresentam menstruagao
retrograda e as lesdes peritoneais endometriéticos da mesma forma
“menstruam?”, dai sugerir-se que o ferro liberado da hemoglobina é responsavel
pelas reagdes aos radicais in vivo (HO ET AL. 1997). Isso leva a crer que o 0xido
nitrico tem papel importante na endometriose e é reforgado pelo fato de PORTz
ET AL. (1991) terem demonstrado que o uso de antioxidantes protegeria contra
a formacao de aderéncias em modelo de endometriose, um dos mecanismos

fisiopatoldgicos da infertilidade.

O fato de que a produgdo endogena de Oxido nitrico e agentes
liberadores de NO inibirem a esteroidogenese tanto na granulosa como nas
células luteais (JABLONKA-SHARIFF ET AL. 1999) pode ser significante na
infertilidade de causa ou perdas gravidicas relacionadas a insuficiéncia lutea. O
NO libera prostaglandinas que levam ou exacerbam o processo inflamatorio
(NOVARO, ET AL. 1996). Esse mecanismo poderia interferir na ovulagao, inibindo-
a ou alterando a fungdo tubaria ou nidatéria, desde que as prostaglandinas
estdo envolvidas nesse processo. O oOxido nitrico modula a contratilidade
uterina e tubaria durante a gravidez (YALIMPALLI ET AL. 1994) e relaxa o musculo
liso vascular aumentando assim o aporte sanguineo ao utero e embrido.
Paralelamente, o RNA da sintase de 6xido nitrico constitutiva foi detectado no
endométrio (TELFER ET AL. 1995). OTA ET AL. (1998) mostraram que existe uma
expressdo exagerada de NO sintase endotelial no endométrio durante todo o
ciclo menstrual de mulheres com endometriose, com adenomiose e com
infertilidade. Durante a fase secretora média do ciclo menstrual, o endométrio
mostra mudancas sobre a influéncia tanto do estrogénio como da

progesterona.
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Em particular, o estroma é abundante e edematoso. O edema estromal é
provavelmente dependente de um aumento da permeabilidade vascular e do
fluxo sanguineo. RAO ET AL. (1995) mostraram que a administracao de estradiol
a ratas imaturas induz ao edema uterino e que é reduzido pelo co-tratamento
com inibidor da NOS.

Portanto, € possivel que o NO tenha papel importante na fertilidade e em
especial, neste caso a nidagcdo que depende do “processo inflamatério
endometrial” (fisiolégico) para ocorrer. Dai as disfungbes pelo excesso de NO

na endometriose poderiam ter sido melhorado pelo uso do inibidor na NOS.

Outro mecanismo que deve ser levado em conta para entendermos
como o excesso de NO pode ser danoso a fertilidade foi demonstrado por que
se injetando doador de NO na cavidade amnidtica de ratas, resultou em

embrides malformados (LEE & JUNCHAU, 1994).

PURCELL ET AL. (1999) evidenciaram a importancia do 6xido nitrico na
implantacdo de camundongos quando quantificaram por técnicas de Western
blotting as isoformas da NOS no sitio de implantacdo entre os dias 4 a 8 da
gravidez. No dia 6 a iINOS estava significativamente elevada no sitio da
implantacédo quando comparadas nas regides inter-implantagdes e localizava-
se imunohistoquimicamente na decidua, ao redor dos vasos miometriais e
dentro do cone ecto-placentario. O mesmo aconteceu com a eNOS, mostrada
adjacente ao embrido, nos vasos da decidua primaria. A nNOS localizada no
miométrio, nao se modificou. Esses resultados podem demonstrar o papel de
remodelacao tecidual, imunossupressao e vasoregulacado. Qualquer alteragao
no balanco do NO, poderia interferi no processo de nidagao, especificamente e
a corregao dessa alteragdo pelo uso de inibidores da NOS poderiam regular
esse processo, como nas relagdes de sub-fertilidade e endometriose, por
exemplo. Cautela deve ser tomada quando da decisdo de extrapolar esses
achados para a area terapéutica clinica visto que o uso de L-NAME em ratas
gravidas, por via oral ou através de bombas de infusdo intra-peritoneal levou a

hipertensdo materna e diminuicdo da perfusdo utero-placentaria. Causou
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malformacao por reducdo dos membros e outras dismorfogeneses disruptivas
em casos de diminuigdo severa da perfusao utero-placentaria (NOVA ET AL.
1991).

O NO por si s6 parece nao interferir na dismenorréia, comumente
encontrada em mulheres com endometriose. Ao contrario, O NO parece
participar da iniciagdo e do controle do fluxo menstrual. Além disso, ele toma
parte na inibicdo da agregacgao plaquetaria no endométrio, onde a menostasia
parece ocorrer primariamente por vasoconstricdo mais que por formacao de
coagulos. O NO derivado do endométrio também pode suprimir a contratilidade
miometrial, relaxando-a, mesmo fora da gravidez. Entretanto em animais nao
gravidos, apesar do NO inibir as contragdes uterinas esponténea, a
administragcdo de nitroprussiato de sodio ao utero quiescente resultou em
aumento da contratilidade uterina que foi bloqueada por indometacina. OTA ET
AL. (1998) demonstrando uma maior quantidade de NOS no endométrio de
mulheres com endometriose em qualquer fase do ciclo menstrual, aventa a
possibilidade de que o NO em excesso poderia levar a um disturbio das
contragdes peristalticas uterina. De uma outra visdo, LEYENDECKER ET AL. (1996)
reportaram hiperperistalse e disperistalse uterina em pacientes com
endometriose, significativamente diferente de controles, o que provavelmente
poderia levar a dismenorréia além de alterar a funcéo de transporte tubario dos

espermatozoides ou ovo e reducéao da fertilidade.

O NO esta envolvido numa serie de mecanismos de dor. Parece estar
envolvido na dor neuropatica crénica (MAYER ET AL. 1999) e o L-NAME, um
inibidor NOS parece modelar a antinocicepg¢ao colinérgica (JAIN & KULKARNI,
1999).

O NO também esta envolvido na transmiss&o de dor em humanos. A dor
cronica parece aumentar os niveis de nitrito/nitrato no liquido cefalorraquidiano
ao contrario da dor aguda de uma apendicite, por exemplo, (KIMURA ET AL.
1999).
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Em conclusdo, nossos resultados sugerem que o NO enddgeno esteja envolvido na
fisiopatologia da endometriose e na sua sintomatologia e que a modulagéo dos processos
inflamatérios e/ou imunes, sob a agdo do NO possa municiar mais um método terapéutico para

essa condigao.

Neste “set” experimental e terceiro mdodulo, redemonstramos que os fragmentos de
tecido uterino transplantados ao peritbnio de ratas formavam consistentemente lesbes que
macroscopicamente e microscopicamente assemelhavam-se a implantes endometridticos. A
endometriose induzida cirurgicamente foi considerada como danosa a fertilidade, promovendo
a sub-fertilidade ou infertilidade, causando dor crbnica, portando causando uma resposta
nociceptiva significativamente diferente dos animais controles e que podem levar a um
aumento, entre outros, dos niveis peritoneais de TNF. Além disso, Utilizou-se inicialmente a
Talidomida, Pentoxifilina e Dexametasona como inibidoras de TNF e Indometacina como
liberadora ou promotora. As doses iniciais e vias de administragdo foram respectivamente 5
mg/Kg por via oral; 30 mg/Kg por via subcutanea; 0,2mg/Kg sc e a Indometacina teve a dose

de 2 mg/Kg via oral.

Mostramos que o tratamento com Pentoxifilina, um inibidor ndo seletivo do TNF, foi
efetivo em atenuar o desenvolvimento (crescimento) dos “endometriomas” assim como aliviar a
dor e melhorar a fertilidade demonstrada pelas seguintes observagées: a) a Pentoxifilina inibiu
o crescimento de tecido endometrial ectdépico de maneiro dependente da dose; b) a
Pentoxifilina restabeleceu parcialmente a sub-fertilidade encontrada em ratas com implantes
endometridticos e c¢) a Pentoxifiina (30mg/kg) exibiu efeito analgésico, reduzindo
significativamente a resposta nociceptiva elicitada pelo acido acético em ratas com

endometriose experimental e ainda diminuindo os niveis peritoneais de TNF nesses animais.

Da mesma forma o tratamento com Talidomida reduziu significativamente o peso dos
endometriomas (implantes ectépicos) de forma independente da dose (Figura 28). O mesmo

aconteceu com o uso de dexametasona.

Fatores angiogénicos tais como, TNF, IL-8 e fator de crescimento endotelial vascular
foram encontrados em titulagbes aumentadas no liquido peritoneal de mulheres com
endometriose (SERAFIN,1996; MCLAREN ET AL. 1995, 1996 e 1998; IWABE ET AL. 1998). Essa
observacgao é importante desde que ela pode sugerir/corroborar que a atividade inibidora do
crescimento do tecido ectdpico implantado possa ser indiretamente imputado a pentoxifilina
como tendo uma atividade anti-angiogenica. Os efeitos da pentoxifilina podem também ser
resultados da capacidade da droga de bloquear a enzima oxido nitrico sintase e a produgéo de
IL-1 (LOFTIS, MEALS & ENGLISH, 1997; VAN FURTH ET AL.1997). Essa hipotese é fortalecida pela
evidencia que sugere um papel do 6xido nitrico na progressdo da endometriose (WU ET AL.

1999; OTA ET AL. 1998). Além do mais, a IL-1 estimula a proliferagdo dos fibroblastos, que
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poderiam contribuir tanto para a proliferacdo do implante assim como para a formacdo de
aderéncias e fibrose (MASS-SzaBowskl & FUSENIG 1996), muito freqlientemente encontradas

nos individuos que apresentam endometriose.

Hipotetizamos que a pentoxifilina tem uma influencia favoravel sobre a performance
reprodutiva como conseqiéncia de suas propriedades imunomoduladoras sobre o “milieu”
inflamatério (particularmente sobre os niveis de TNF-a e IL-1) encontrado na pélvis feminina
acometida de endometriose. Além dos fatos relevantes do aumento dos niveis de muitas
citocinas no liquido peritoneal (EISERMANN ET AL. 1988; HARADA ET AL., 1997; KHORRAM ET AL.
1993; HARADA ET AL. 1999; KONINCKX, 1998), alteragées hormonais no meio ambiente folicular e
na qualidade embrionaria podem também estar implicadas na sub-fertiidade associada a
endometriose (PELLICER ET AL. 2000).

Recentes evidéncias tém reforgado o possivel papel do TNF-a nesse processo. LEE ET
AL. (2000) mostraram que as concentragdes foliculares de TNF-a eram significativamente
maiores nos ovocitos de qualidade pobre. As células da granulosa de mulheres com
endometriose mostraram uma elevagao significativa na expressédo de TNF-o (CARLBERG ET AL.
2000). Além do mais, engatilha a producdo local de prostaglandinas derivadas de
ciclooxigease-2 (DAawoobD, 1997), que podem ter papel importante no desenvolvimento da
endometriose experimental (MEDEIROS ET AL. 1999) e tem um efeito potencial no
desenvolvimento da sub-fertilidade associada a endometriose pelas evidencias de interferirem
na captagao ovular, disfungao ovulatéria e implantagdo embrionaria (DAWOOD, 1997). Inibindo a
producdo nao-seletiva de TNF-o (NEUNER ET AL. 1994; VAN FURTH ET AL. 1997), a pentoxifilina
pode melhorar todos esses eventos reprodutivos. E também possivel que a efetividade da
pentoxifilina nos eventos reprodutivos sejam também devidas a sua capacidade de melhorar o
acoplamento do espermatozéide a zona pelucida e diretamente melhorar a mobilidade
espermatica (YOGEV ET AL. 1995; STONE ET AL. 1999).

A pentoxifilina melhorou a fertilidade no nosso modelo avaliada pelo numero de ratas
gravidas e pelo numero de implantes embrionarios por corno uterino e né&o interferiu na

fertilidade de ratas intactas sem endometriomas.

O efeito anti-nociceptivo significativo demonstrado com relagdo a
pentoxifilina & provavelmente devido a inibicdo da cascata de citocinas
inflamatorias que precedem a liberacdo de prostaglandinas e aminas
simpaticomiméticas (mediadores finais da hiperalgesia inflamatéria) por
macrofagos residentes (FERREIRA, LORENZETTI & CORREA, 1978; LEVINE ET AL.
1986; NAKAMURA & FERREIRA 1987). Evidéncias adicionais e indiretas favorecem

essa hipdtese, aquelas que a inibicdo seletiva do TNF-a, como com o uso de
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_talidomida é capaz de reduzir a resposta nociceptiva induzida pelo acido
aceético (a. RIBEIRO ET AL. 2000, b. RIBEIRO ET AL. 2000).

Os resultados desse experimento confirmam e expandem achados
previos demonstrando que a administragdo de drogas imunomoduladoras
poderiam ser efetivas na modulagao do crescimento ectépico do endométrio e
melhorar os eventos reprodutivos em modelos animais de endometriose

(STEINLEITNER ET AL. 1991; NOTHNICK, CURRY & VERNON, 1994).

A angiogénese tem sido reportada como uma nova teoria para a endometriose (HEALY
ET AL. 1998). A angiogénese endometrial excessiva €& importante na fisiopatologia da
endometriose. Evidéncias tém mostrado que o endométrio de mulheres com endometriose tem
uma maior capacidade de proliferar, implantar e crescer na cavidade peritoneal por uma maior
proliferagdo de células endoteliais e pela expressdo de moléculas de integrinas como a alfa-
beta3 mais evidente em vasos de mulheres com endometriose que em vasos de mulheres
controle. A endometriose assim como tumores solidos, artrite reumatéide, psoriase e
retinopatia diabética fazem parte de uma familia de doengas angiogénicas. Isso sugere que
novos agentes anti-angiogénese poderiam ser utilizados no tratamento da endometriose.

A talidomida é um agente sedativo que foi retirado do mercado em
virtude dos seus efeitos teratogénicos catastréficos quando administradas
durante a gravidez. Entretanto a talidomida apresenta um efeito
imunomodulador muito importante e esta sendo aceita devido seu amplo
espectro de usos clinicos como no eritema nodoso e lepra e nas manifestagdes
cutdneas do lupus eritematoso. Seu mecanismo de ag¢do permanece
desconhecido, mas pode estar relacionado a um desvio no padrao de
respostas de células T a antigenos e mitdgenos, favorecendo um tipo de
resposta TH2 (com supra-regulacédo de interleucina-4 e 5) em relagcdo a
resposta TH1. Foi ainda constatada que suprime a produgao de TNF-alfa e que
teria agao antiangiogénica. Essa ultima atividade esta levando a pesquisas de
uso da talidomida em cénceres de pulmao, ovario, prostata e mieloma multiplo

(DHARIA, STEINKAMPF & CATER, 2004).

O fator de necrose tumoral € um potente ativador do fator nuclear
KappaB (NF-kappaB), caminho que leva a uma super-regulagao de proteinas
anti-apoptdicas (SLEIJFER, KRUIT & STOTER. 2004).
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A angiogénese ¢ fator importante na embriogénese, cicatrizagao tecidual
e progressado de tumores como mieloma multiplo, por exemplo. A talidomida,
como droga imunomoduladora, pode inibir a angiogénese e induzir a apoptose
de modelos experimentais de neovascularizacdo estabelecida. Por estas
razdes, drogas inibidoras de angiogénese alem de uteis para o tratamento de
canceres poderiam também tratar a endometriose que também depende de
neovascularizagao (SINGHAL ET AL. 1999) Vascularizagao proeminente ocorre na
endometriose onde varias citocinas angiogénicas como fatores de crescimento
fibroblasticos e fatores de crescimento endotelial vascular sdo encontrados em

niveis elevados no periténio.

A talidomida é uma dessas drogas antiangiogénicas alem de ser
imunomoduladora e cujo nome quimico & alfa-(N-phthalimido)glutarimido de
forma empirica C43H10N2404. Entre seus mecanismos de ac&o descreve-se
uma diminuicdo do TNF-alfa pela aceleragdo da degradacéo da proteina que
codifica o0 seu RNAm. Esse mecanismo difere daquele proposto para a
pentoxifilina e corticoesterdides, que suprimem a transcricao e translagdo do
RNA do TNF-alfa induzidas pelo lipopolissacarideo (LPS). A Talidomida, por
seus efeitos sobre o Sistema Nervoso Central (propriedades sedativo-
hipndticas), possivelmente ativando o centro do sono, causa redugdo na
atividade motora, mas € desprovida de agao analgésica. A toxicidade mais
seria associada com a talidomida esta na teratogenicidade ja amplamente
documentada (SYSTEM FOR THALIDOMIDE EDUCATION AND PRESCRIBING SAFETY,
2003).

Nossos resultados mostraram que a talidomida teve uma substancial
atividade anti-endometriose em um modelo experimental de autotransplante de
utero em ratas. A Talidomida tem uma variedade de propriedades que
poderiam explicar sua atividade: ela pode alterar a expressdo de moléculas de
adesao (GEITZ ET AL. 1996), suprimir a produgédo do fator de necrose tumoral
alfa (SAMPAIO ET AL. 1991), aumento na produgéo de interleucina-10 (CORRAL ET

AL. 1996) e incrementar a imunidade mediada pela célula, estimulando
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diretamente as células T citotoxicas (HASLETT ET AL. 1998). Suas interagdes
com as células T helper tipo 1 e tipo 2 produzem efeitos complexos nos niveis
de citocinas como interleucina 4, IL-5 e interferon gama (MCHUGH ET AL. 1995).
A talidomida é potente inibidor da angiogénese induzida pelo fator de
crescimento fibroblastico e fator de crescimento endotelial vascular (D’AMATO
ET AL. 1994; KENYON ET AL. 1997). Tem-se demonstrado ainda que a talidomida
causa apoptose em tumores estabelecidos associados a angiogénese em
modelos experimentais (KENYON ET AL. 1997).

A Indometacina induz a liberacdo de TNF-alfa enquanto a pentoxifilina,
um derivado da metilxantina, previne aderéncias de leucdcitos ao endotélio
vascular e protege 6rgaos de choque reduzindo as concentragbes de TNF-alfa
(SANTUCCI ET AL. 1994).

Acredita-se que os glicocorticoides interfiram no ciclo celular de células
linféides ativadas. Eles interagem com uma série de receptores amplamente
distribuidos e membros da superfamilia de receptores esterdides, esterol
(vitamina D), hormonio tireoideano, acido retindico e muitos outros receptores
que interagem com os promotores dos genes-alvo, regulando a sua
transcricdo. Alem de sua ligacdo ao GRE (elemento de resposta ao
glicocorticéides), o receptor ligado a ligante também forma complexos com
outros fatores de transcrigao e influencia a sua fungdo, como AP1 e NF-kB, que
atuam sobre diferentes promotores,contribuindo para a regulacdo da
transcricdo dos seus genes responsivos. Esses fatores de transcricado possuem
amplas agdes sobre a regulacdo de fatores de crescimento, citocinas pro-
inflamatorias e que em grande parte medeiam os efeitos anticrescimento,

antiinflamatorios e imunossupressores dos antiinflamatorios.

Os corticoides reduzem radicalmente as manifestagbes da inflamacéo.
Essa propriedade resulta dos seus efeitos sobre as concentragcdes e
distribuicdo e funcao dos leucdcitos periféricos, assim como dos seus efeitos
supressores sobre as citocinas e quimiocinas inflamatérias e outros
mediadores lipidicos e glicolipidicos da inflamacé&o. Os glicocorticéides também
inibbem as fungbes dos macrofagos teciduais e de outras células

apresentadoras de antigenos. Ha limitagdo da capacidade de fagocitose bem
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como a de produzir o fator de necrose tumoral alfa, a interleucina-1, 12 e
interferon gama entre outros que sao importantes indutores da atividade das
células TH1 e da imunidade celular. Eles também reduzem a expressao da
COX-2. A eficacia dos glicocorticéides no controle da rejeicdo de transplantes é
aumentada pela sua capacidade de reduzir a expressao de antigenos do tecido
enxertado, de retardar a revascularizagao e de interferir na sensibilizacdo dos
linfécitos T citotoxicos e na génese de células formadoras de anticorpos
(HARDMAN & LIMBRID, 2003).

Até o momento, o uso de inibidores da angiogénese em endometriose
tem sido restrito a um modelo em camundongo, onde varios inibidores foram
utilizados tais como a endostatina, o TNP-470 e o rosaglitazone que foram
efetivos em reduzir o numero e tamanho das lesdes (LEVINE ET AL. 2002). Em
Humanos, o unico estudo foi com a talidomida no alivio da dor (SCARPELLINI ET
AL. 2002).

Em conclusdo, esses resultados fortalecem a necessidade de
investigagbes no possivel uso de imunomoduladores para o tratamento
alternativo da endometriose e seus sintomas associados assim como co-
adjuvantes no tratamento cirurgico e hormonal vigente. Entre os inibidores de
TNF, salientamos a efetividade e seguranga, ao contrario dos efeitos colaterais
dos corticosterdides e as repercussdoes da talidomida na fertiidade em

humanos.
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CONCLUSOES

1. Os METABOLITOS DAS CICLOOXIGENASES 1 E 2 (COX-1 E COX-2) TEM
PAPEL IMPORTANTE NA FISIOPATOLOGIA DO DESENVOLVIMENTO DE
IMPLANTES ECTOPICOS (PERITONEAIS) DE ENDOMETRIO EM RATAS E SUAS
REPERCUSSOES SOBRE A DOR E A FERTILIDADE.

1. 1. Todos os tratamentos instituidos (inibidores da COX-1 e 2)
aliviaram significativamente a dor quando consideradas pelo teste de
contor¢cdes abdominais.

1. 2. Os endometriomas (implantes peritoneais de endométrio) tiveram a
média dos seus pesos Umidos diminuidos pela aspirina, nabumetona e
meloxicam. Por outro lado, o piroxicam e a indometacina aumentaram a média
dos pesos desses tumores.

1. 3. Com relacédo a fertilidade, a percentagem de ratas gravidas foi
aumentada pelo uso de meloxicam, aspirina e nabumetona.

1. 4. Os tratamentos com aspirina e nabumetona diminuiram
significativamente o desenvolvimento dos endometriomas assim como
contribuiram para o alivio da dor e incrementaram a fertilidade. Logo, estes
resultados sugerem o papel da COX-1 e -2 na fisiopatologia da dor relacionada
a endometriose assim como na infertilidade e no crescimento dos
endometriomas por diferentes mecanismos.

2. O OXIDO NITRICO MOSTROU SEU PAPEL NA FISIOPATOLOGIA DA
ENDOMETRIOSE DESDE QUE:

2. 1. A atividade da sintase de o6xido nitrico (iINOS e cNOS) realizada
através da citrulina marcada é expressa nos endometriomas.

2. 2. A modulagdo da Oxido nitrico-sintase (por L-name e L-Arginina)
influiu sobre a evolugdo (desenvolvimento) do transplante peritoneal de
endométrio em ratas.

2.21. O uso do L-NAME fez diminuir os pesos umidos dos
endometriomas assim como melhorou a fertilidade e aliviou a dor
de forma dose-dependente.

2.2.2. A Pentoxifilina (30mg/Kg/day) administrada entre o 5° e o
14° dia da inducdo da endometriose foi efetiva na diminuicdo da
expressao da sintase de oOxido nitrico, ambas constitutiva como
induzida.

2. 3. Os resultados desse estudo sugerem o envolvimento do o6xido
nitrico no desenvolvimento da endometriose experimental assim como nas
suas repercussoes: dor e infertilidade.
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3. O ENVOLVIMENTO DO TNF SOBRE O DESENVOLVIMENTO DE IMPLANTES
ECTOPICOS PERITONEAIS DE ENDOMETRIO EM RATAS E SUAS REPERCUSSOES
SOBRE A DOR E A FERTILIDADE FORAM DEMONSTRADOS PELOS SEGUINTES
FATOS:

3. 1. Os niveis de TNF-a. aumentaram no liquido peritoneal de ratas
endometridticas de forma tempo dependente quando comparadas com ratas
intactas.

3. 2. Drogas que modulam o TNF (talidomida, pentoxifilina e
dexametasona) foram efetivas em reduzir o crescimento de endometriomas
experimentais.

3. 3. Essas drogas também aliviaram a dor e incrementaram a
fertilidade nesse modelo animal.
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