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Analises histoquimica e morfométrica de lesoes Ny
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endometrioticas induzidas em ratas e tratadas 200419
com dexametasona

Histochemical and morphometric analysis of endometriotic lesions induced in female rats and treated with
dexamethasone

Ana Paula Castor Batista'; Paloma Lys de Medeiros? Alvaro Aguiar Coelho Teixeira’; Valéria Wanderley Teixeira*

T resumo

Histoguimica Introdugdo: A literatura relata que os implantes endometriais possuem receptores para hormonios
esteroides, sendo estimulados principalmente pelo estrégeno, e que algumas estratégicas de tratamento
tém sido propostas em modelos experimentais, tais como a utilizacdo de glicocorticoides sintéticos, como
a dexametasona. Objetivo: analisar histoquimica e morfometricamente lesdes endometri6ticas induzidas
Ratas Wistar em ratas e tratadas com 0,8 mg/kg/dia de dexametasona. Material e métodos: Quarenta ratas albinas
(linhagem Wistar) com 90 dias de vida, pesando aproximadamente 150 g, foram induzidas a endometriose
e divididas em grupos: 1. ratas com endometriose e avaliadas apds 34 dias (G1); 2. ratas com endometriose
e avaliadas apds 47 dias (G2); 3. ratas com endometriose e, apds 21 dias do pds-operatério, tratadas com
dexametasona por 13 dias (G3) e 4. ratas com endometriose e, apds 21 dias do pds-operatério, tratadas
com dexametasona por 13 dias e eutanasiadas apés um periodo de 13 dias, contados a partir do término
do tratamento com dexametasona (G4). Os fragmentos dos implantes endometriais foram fixados em
Bouin, incluidos em paraplast e corados por hematoxilina-eosina e tricrémico de Mallory. As médias do
ndmero de gldndulas foram submetidas ao teste ndo-paramétrico de Tukey-Kramer (p < 0,05). Resultados:
A dexametasona reduziu a inflamacdo nos implantes endometriais, o teor de coldgeno no estroma e
significativamente a area ocupada pelas glandulas (G1= 123,25 + 6,44% G2= 113 + 6,27 G3= 81,66
3,05° e G4= 94 £ 6,24°). Conclusdo: A dexametasona, na dosagem utilizada, reduz os efeitos estrogénicos
em implantes endometriais em ratas.
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abstract IS

Introduction: The literature reports that endometrial implants have receptors for steroid hormones primarily | Histochemistry analysis
stimulated by estrogen and that some treatment strategies have been proposed in experimental models such
as the use of synthetic glucocorticoids, for example, dexamethasone. Objective: to analyze histochemically and
morphometrically endometriotic lesions induced in rats and treated with dexamethasone (0.8 mg/kg/day).
Material and Methods: Forty albino female rats (Wistar strain), with 90 days of age, weighing approximately | Wistar rats
150 g, were induced with endometriosis and divided into groups: | — rats with endometriosis and evaluated
after 34 days, Il — rats with endometriosis and evaluated after 47 days, Ill - rats with endometriosis and 21
days post-surgery treated with dexamethasone for 13 days and IV - rats with endometriosis and 21 days
post-surgery treated with dexamethasone for 13 days and euthanized after a period of 13 days starting from
the end of treatment. The fragments of endometrial implants were fixed in Bouin, embedded in Paraplast
and stained with hematoxylin-eosin and Mallory trichrome. The mean number of glands was compared
through nonparametric Tukey-Kramer test (p < 0,05). Results: Dexamethasone reduced inflammation in the
endometrial implants, the collagen content in the stroma and decreased significantly the area occupied by
glands (Gl - 123.25 + 6.44% |Gl - 113 £ 6.27% Glll - 81.66 £ 3.05° and GIV - 94 + 6.24"). Conclusion:
The applied dexamethasone dosage reduces estrogenic effects in endometrial implants in rats.

Morphometric analysis

Endometriosis

Dexamethasone.
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Introducao

Estima-se que a endometriose esteja presente em apro-
ximadamente 10% a 15% das mulheres em idade fértil e
em cerca de 30% das mulheres com dor pélvica crénica
e infertilidade, com aumento desses valores para até 50%
quando esses grupos sdo avaliados em propedéutica espe-
cifica desses agravos- 719,

Os mecanismos que levam ao implante do tecido en-
dometrial ectépico permanecem obscuros. Varias hip6teses
foram formuladas para explicar a fisiopatologia das lesGes,
e a mais aceita é a teoria do fluxo retrégrado menstrual
quando, durante a menstruacao e pelas tubas uterinas, o
endométrio atingiria o seu sitio ectdpico. Outras hipdteses,
como a da disseminacdo linfatica/hematogénica e a da
metaplasia celémica, também sdo aceitas, fazendo parte
das varias concepgdes que tentam explicar a etiopatogenia
da endometriose®. Dmowski et al.®) sugeriram ainda que
a imunidade celular deficiente ou a falta de habilidade do
organismo em reconhecer o tecido endometrial ectépico
poderiam explicar o desenvolvimento da doenca.

Uma das principais razdes que limitam os avangos no
estudo da endometriose em humanos é a dificuldade de se
diagnosticar as lesdes, pois é dificil monitorar sua prevalén-
cia e progressao sem a utilizacdo de procedimentos invasi-
vos, como a videolaparoscopia. Sendo assim, os modelos
animais sdo extremamente importantes na elucidacéo dos
aspectos da fisiopatologia dessa doenca®”. Segundo Rossi
et al.'®, o modelo de endometriose em ratas é considerado
simples e vélido pela maioria dos investigadores.

Durante o ciclo estral de ratas, bem como de outros
animais, sdo observadas fases de atuacdo do estrégeno
(proestro e estro) e da progesterona (metaestro e diestro).
Desse modo, véarios modelos experimentais de endome-
triose em ratas (endometriose induzida), que reproduzem
histologicamente e endocrinamente essa patologia, tém
sido elaborados, proporcionando um melhor entendimento
sobre os aspectos fisiolégico e bioquimico? 1,

Embora a endometriose seja parte da prética clinica
durante quase um século, as opgdes terapéuticas incluem
desde nenhum tratamento a terapia médica (dietibestrol, an-
drégenos, contraceptivo oral ou danazol), cirurgia (resseccao
e fulguracdo, cistectomia parcial) ou terapia de combinacg@o.
Medicamentos, como acetato de leuprolide, acetato de
goserelina e acetato de nafarelina, sdo todos agentes passi-
veis de utilizacdo. Terapia cirdrgica é também apropriada,
especialmente para fases avancadas da doenca(* 2%,

Outras técnicas tém sido propostas em modelos ex-
perimentais, pois hd muitos mecanismos reguladores que
mediam ou regulam a acdo do estrégeno nos tecidos. Entre
esses fatores estdo os glicocorticoides sintéticos, como por
exemplo a dexametasona® '®). Os glicocorticoides sintéticos
desenvolvidos pela industria farmacéutica séo muito seme-
Ihantes aos naturalmente sintetizados no cértex da glandula
adrenal se considerada a sua estrutura quimica. Porém, a
diferenca basica deve-se ao fato de que todos os glicocor-
ticoides sintéticos apresentam duas ligaces duplas no anel
“A" do ciclopentanoperhidrofenantreno, niicleo bésico dos
horménios glicocorticoides!®.

Estudos tém demonstrado que a dexametasona inibe o
desenvolvimento do processo inflamatério de uma forma
geral, e seus efeitos podem também ser observados nas fun-
¢Oes reprodutivas, ao bloquear vérias respostas induzidas por
hormonios estrogénicos no Utero de ratas, tais como epitélio
hipertréfico, estroma fibroso e glandulas hiperplasicas® 22.

Andlises histoldgicas de implantes endometriais na parede
pélvica de animais experimentais revelaram a presenca de
glandulas bem desenvolvidas, e que algumas dessas caracte-
rizaram-se por apresentarem a forma cistica. Batista et al.¢?,
administrando dexametasona na dosagem de 0,8 mg/kg/dia
em ratas, observaram que o processo inflamatério crénico
da endometriose ndo diminuiu apds 10 dias de tratamento,
enquanto o tratamento por 15 dias consecutivos reverteu o
processo inflamatdrio, embora com persisténcia de glandulas
endometriais. Devemos mencionar ainda que esses autores
relataram alta mortalidade nesse Gltimo tratamento, além de
realizarem as andlises logo ap6s o término da administracdo
da dexametasona, sugerindo que ha uma tendéncia de re-
gressao dos implantes com o prolongamento do tratamento.
Assim, esse trabalho objetivou avaliar histoquimicamente o
estroma dos implantes endometriais, além de quantificar
morfometricamente o nimero de glandulas presentes no
processo de reversdo da endometriose em ratas tratadas
com dexametasona.

Material e métodos

Manutencao dos animais e formacéio dos
grupos experimentais

Os experimentos foram realizados no Laboratério de
Histologia, do Departamento de Morfologia e Fisiologia
Animal da Universidade Federal Rural de Pernambuco
(UFRPE). Foram utilizadas 40 ratas albinas (rattus norvegicus
albinus) da linhagem Wistar, com 90 dias de idade, pesando
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aproximadamente 150 ng, procedentes do biotério do
Departamento de Biofisica da UFPE. Esses animais foram
mantidos com alimentacéo e dgua ad libitum, em local com
temperatura de 22°C e iluminacdo artificial com lampadas
fluorescentes (marca Philips) modelo luz do dia, 40 W,
para um fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas escuro,
considerando-se o periodo de luz das 6 as 18 horas.

Ap6s adaptacdo ao novo ambiente, foram realizados
esfregacos vaginais das ratas para a determinacéo do ciclo
estral. As fémeas que apresentaram trés ciclos estrais regu-
lares foram divididas, ao acaso, em quatro grupos, cada um
constituido por 10 animais:

. grupo I: ratas com endometriose induzida, sem trata-
mento e avaliadas apds 34 dias (controle I);

. grupo lI: ratas com endometriose induzida, sem tra-
tamento e avaliadas apds 47 dias (controle II);

. grupo lll: ratas com endometriose induzida, tratadas
apos 21 dias do pds-operatério (PO), com dexametasona
por 13 dias e eutanasiadas no dia seguinte ao término do
tratamento;

. grupo IV: ratas com endometriose induzida, tratadas
apds 21 dias do PO, com dexametasona por 13 dias e eu-
tanasiadas depois de 13 dias apds o tratamento.

Procedimento cirtirgico para inducao da
endometriose

Para a inducdo da endometriose, foi utilizada a técnica
preconizada por Vernon e Wilson®. Os animais foram anes-
tesiados com sulfato de atropina (Allergan), 1 ml diluido em
1 ml de 4gua destilada, sendo administrado 0,2 ml da solucéo
via intraperitoneal (IP). Em seguida, foi administrado 0,1 ml de
xilazina (Rompum® 20 mg/ml, Bayer S.A.) e 0,1 ml de quetami-
na (Ketamin® 50 mg/m, Cristalia) por via intramuscular (IM).
Posteriormente, realizou-se a tricotomia da regido abdominal.
Apos esses procedimentos, realizou-se a abertura da cavidade
abdominal por inciséo longitudinal na linha alba de mais ou
menos 2 cm para a identificacdo dos cornos uterinos. Uma
vez individualizados, foi ressecado aproximadamente 1 cm do
terco médio do corno uterino direito, e realizada a ligadura dos
vasos. O segmento uterino retirado foi imediatamente imerso
em soro fisioldgico, aberto longitudinalmente e, em sequida,
fragmentado em dois retangulos medindo aproximadamente
de 4 a 5 mm de arestas. Esses fragmentos foram fixados com
fio de sutura de nylon 6.0 na regidgo externa da musculatura da
parede anterior da cavidade abdominal, um de cada lado da
linha alba, sempre sobre vasos sanguineos, tomando-se o cui-
dado para que a por¢do do endométrio mantivesse o contato

com a musculatura. Apés esses procedimentos, foi realizada a
sutura da cavidade abdominal e, em seguida, da pele.

Tratamento com dexametasona

Apbs 21 dias de PO, periodo necessario para o desenvol-
vimento dos implantes endometriais e a plena recuperacdo
dos animais do processo cirtrgico® 2%, foi iniciado o trata-
mento com a dexametasona. O fosfato disédico de dexa-
metasona (Decadron®, Aché) foi ultilizado na concentracao
de 4 mg/ml, sendo administrado por meio de inje¢des IP na
dosagem de 0,8 mg/kg/dia, durante treze dias, de acordo
com metodologia descrita por Batista et al.?.

Analises histolégica e histoquimica

Ao final dos experimentos, os animais foram eutana-
siados. Para tanto, utilizou-se o0 mesmo procedimento de
anestesia para a inducdo da endometriose. Posteriormente
foi realizada uma incisdo na pele de aproximadamente 4
cm para perfeita visualizacdo e retirada dos implantes, que
foram clivados longitudinalmente e mergulhados em liqui-
do de Bouin, permanecendo nesse fixador por 48 horas.
No procedimento de eutanasia dos animais, foi utilizado o
aprofundamento da anestesia.

Os fragmentos foram desidratados em élcool etilico
(concentragdes crescentes), diafanizados pelo xilol, impreg-
nados e incluidos em paraplast. Posteriormente, os blocos
foram cortados em micrétomo do tipo Minot (Leica RM
2035) ajustados para 5 um. Os cortes assim obtidos foram
colocados em laminas previamente untadas com albumina
de Mayer e mantidos em estufa regulada a 37°C durante
24 horas para secagem. Os cortes foram submetidos as
técnicas de coloragdo pela hematoxilina-eosina (HE) e tri-
crémico de Mallory, sendo posteriormente analisados em
microscépio de luz, marca Olympus BX-49, e fotografados
em fotomicroscépio Olympus BX-50.

Analise morfométrica

Para a realizacdo desse procedimento, foi utilizada uma
ocular de 10x contendo internamente um reticulo de Weibel
com 25 pontos@. Foram utilizadas dez laminas por grupo
pelas quais foram contados quatro campos, todos aleatérios
e em sentido horério, levando-se em consideracdo apenas
os pontos que incidiram sobre as glandulas. Esse procedi-
mento foi realizado utilizando a objetiva de 40x e obtendo
um aumento final de 400x. Foram contados 100 pontos
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Figura 1 - Fotomicrografias dos implantes endometriais nos grupos experimentais. Grupos I e I: (A) notar a presenga de numerosas gldndulas agrupadas (setas), H.E. + 428x;
(B) glandula formando cisto (*), H.E. 107x; (C) notar a presenca de numerosas fibras coldgenas (FC), tricémico de Malory, + 428x. Grupos Il e IV: (D) gldndulas agrupadas
em formato de cacho (setas) H.E. + 428x; (E) notar macréfagos (circulos), fibroblastos (seta longa), leucdcitos (seta curta), H.E. + 428x. (F) verificar a presenca de poucas FC,
tricrémico de Malory, £ 107x
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por animal (lamina), totalizando 1.000 pontos por grupo. A
observacdo foi realizada por meio da microscopia de luz da
marca Olympus BX-49.

Analise estatistica

A andlise do nimero de glandulas foi realizada mediante
teste ndo-paramétrico de Tukey-Kramer (p < 0,05), utilizan-
do o programa estatistico ASSIST (verséo 7.3).

Comité de ética

O referido estudo foi aprovado pelo Conselho Técnico
Administrativo (CTA/UFRPE, n°. 012872/2006), segundo re-
comendacao ética do Colégio Brasileiro de Experimentacéo
Animal (COBEA) e do National Institute of Health Guide for
Care and Use of Laboratory Animals.

Resultados

Analises histologica e histoquimica

Nos implantes endometriais dos animais dos grupos |
e Il foi possivel observar que as glandulas apresentaram-se
bastante numerosas e agrupadas (Figura 1A). No entanto,
algumas glandulas apresentaram acentuada hipertrofia,
terminando por formar cistos (Figura 1B).

A andlise histoquimica pelo tricrémico de Mallory foi
positiva na regido de adesdo dos implantes com a parede
abdominal, demonstrando presenca de fibras coldgenas,
além de um estroma bastante celular (Figura 1C).

Nos grupos Il e IV, observou-se também que os implantes
endometriais mostraram-se totalmente aderidos a muscula-
tura abdominal (Figura 1D). Notou-se ainda a presenca de
glandulas agrupadas em forma de cachos e separadas por
tecido adiposo, numerosos vasos sanguineos e um estroma
bastante celular com presenca de fibroblastos, macréfagos
e leucdcitos (Figuras 1E).

A reacdo pelo tricromico de Mallory também foi positiva,

embora menos intensa que nos grupos controles (I e Il), indican-
do redugéo no teor de coldgeno nos implantes (Figura 1F).

Analise morfométrica das glandulas nos
implantes endometriais

A andlise estatistica revelou que os implantes endome-
triais nos animais do grupo lll e IV apresentaram reducdo

significativa da area ocupada pelas glandulas quando
comparados aos grupos | e ll; no entanto, esses grupos nao
diferiram entre si (Tabela).

Média das areas ocupadas pelas glandulas
nos implantes endometriais dos diferentes
grupos de animais. Os valores numéricos

correspondem as médias do numero de
pontos do reticulo que incidiram sobre as

11 glandulas endometriais
Grupos Média“ + DP
I 123,25 + 6,442
Il 113 £ 6,27°
I 81,66 + 3,05
IV 94 + 6,24"

*Médias seguidas da mesma letra nao diferem estatisticamente entre si
pelo Tukey-Kramer.
DP: desvio padrao.

Discussao

O endométrio normal e os implantes endometriais
apresentam receptores para os hormonios esteroides:
estrégeno, progesterona e andrégeno. Assim, pode
ocorrer uma série de possiveis respostas ao endométrio,
destacando-se:

¢ estados hipoestrogénicos que resultam em atrofia;

¢ estados hiperandrogénicos que também produzem
atrofia;

e doses farmacoldgicas de progesterona que levam a
atrofia endometrial em meio hipoestrogénico!®.

A analise morfolégica revelou que os implantes endo-
metriais dos grupos | e Il apresentaram-se totalmente aderi-
dos a camada muscular, com grande quantidade de tecido
de granulagéo caracterizado pela infiltracdo leucocitaria e
presenca de glandulas, adquirindo formato de cistos. Sabe-
se que a presenca de tecido de granulagéo é um indicativo
do estabelecimento de um processo inflamatério crénico e,
segundo alguns autores, uma inflamacéo cronica caracte-
riza-se por dano tecidual persistente, em que os leucdcitos
polimorfonucleados sdo escassos ou podem estar ausentes,
predominando os mononucleados, como macréfagos e
linfécitos®. A presenca de glandulas formando cisto pode
estar relacionada com a agdo estrogénica, pois Schor et
al.@ relataram a presenca de estroma, glandulas e cistos
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em implantes endometriais de ratas ooforectomizadas e
tratadas com estrégeno.

Nos grupos tratados com dexametasona, foi evidente
a reducdo do processo inflamatério nos implantes en-
dometriais, sugerindo uma eficiéncia do tratamento em
comparagdo com os grupos controles. Segundo Bigsby e
Cunha®, a dexametasona bloqueia a atividade mitética no
epitélio uterino por uma agdo antagdnica com o receptor
de estrogénio (ER). Outros autores ainda relatam que o es-
trégeno é capaz de causar infiltracdo eosinofilica e edemas
no estroma e no miométrio, onde a dexametasona pode
agir bloqueando esses efeitos('" 17,

A analise histoquimica dos implantes revelou reducéo do
teor de colageno nos implantes dos grupos tratados. Esse
fato pode estar relacionado com a diminuicdo da atividade
estrogénica pela dexametasona, ja que os fibroblastos, res-
ponsaveis diretos pela sintese de coldgeno, aumentam sua
sintese em situacdes de elevados niveis estrogénicos, sendo,
portanto, células estrégeno-dependentes(? 22,

Com relacédo a presenca de glandulas nos implantes en-
dometriais dos grupos tratados, sugere-se que essa condi¢do
esteja relacionada com a acdo da progesterona. Segundo
Wang et al.?9, a aplicacéo de dexametasona até 12 dias au-
mentaria significativamente o nivel de progesterona e, apds

dezenove dias de tratamento, ocorreria uma reducao desse
horménio. Esse relato ndo condiz com os nossos resultados,
uma vez que a analise estatistica realizada revelou que os
implantes endometriais nos animais dos grupos tratados com
dexametasona (lll e IV) apresentaram reducao significativa
da area ocupada pelas glandulas quando comparados aos
controles (I e l). Isso provavelmente pode estar relacionado
com a acéo da dexametasona no hipotéalamo, diminuindo a
producéo do horménio gonadotréfico (GnRh) e, consequen-
temente, a do horménio luteotréfico (LH), essencial para a
ruptura dos foliculos ovarianos e formagéo dos corpos Itteos,
resultando em uma diminuicdo da progesterona®® 4.

Conclusao

A dexametasona foi capaz de promover redugao do pro-
cesso inflamatério em ratas com endometriose induzida.

A reducdo do teor de coldgeno estromal foi evidente
por meio da marcacdo com o tricromico de Mallory nos
animais tratados com dexametasona.

O tratamento com dexametasona propiciou dimi-
nuicdo das dreas ocupada pelas glandulas nos implantes
endometriais.
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