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Resumo

OBJETIVO: andlisar alteragdes macroscépicas e histolégicas que ocorrem com o uso da sinvastatina em endometriose
experimental em ratas. METODOS: quarenta ratas da linhagem Wistar foram submetidas & técnica de autofransplante
uterino em mesentério. Apos trés semanas, 24 ratas desenvolveram endometriose experimental grau il e foram divididas
em dois grupos: Sinvastatina (dado 20 mg,/kg/dia via oral) e Controle (dado clorefo de sodio a 0,9% na quantidade de
1 mL/100 g de peso corpéreo via oral), que receberam gavagem durante 14 dias seguido de morte. Os volumes dos
implantes foram calculados [4r (comprimento/2) x (largura/ 2) x (altura/2) /3] nas intervengdes cirlrgicas e apds a morte
dos animais. Os autotransplantes foram refirados, corados com a hematoxilina-eosina e analisados & microscopia de luz.
Foram usados o teste de MannVWhitney para amostras independentes e o feste de Wilcoxon para amostras relacionadas.
Para avaliagdo hisfolégica, foi usado o tesfe exato de Fisher, adotando-se nivel de significancia de 5%. RESULTADOS:
a diferenga entre os volumes médios iniciais dos aufotransplantes nos dois grupos foi insignificante [p=1,00), e, entre
os volumes médios finais, significante [p=0,04). Houve aumento significativo (p=0,01) entre os volumes médios iniciais
e finais do Grupo Confrole e reducdo insignificante no Grupo Sinvastatina (p=0,95). Histologicamente [p=0,64), o
Grupo Sinvastatina [n=9) mostrou a parede epitelial moderadamente preservada em sete casos 77,80%) e dois casos
com camada epitelial bem preservada (22,2%), e o Grupo Confrole (n=12) com sete casos (58,30%) moderadamente
preservados e cinco casos (41,70%) bem preservados. CONCLUSOES: a sinvastatina impediu o crescimento dos focos
de endometriose experimental. S&o promissores os estudos com uso da sinvastatina por perfodo mais prolongado.

Abstract

PURPOSE: fo analyze the macroscopic and hisfological changes that occur with the use of sinvastatin in experimental
endometriosis in female rats. METHODS: forty Wistar female rats were submitted to the technique of uterine self+ransplant
in mesenterium. After three weeks, 24 of them developed experimental endometriosis grade Ill, and were divided in two
groups: one group received sinvastatin orally (20 mg,/kg/day) and the other (control group) received 0.9% of sodium
chloride orally (1 mL/100 g of body weight/day). Both groups received gavage for 14 days, followed by death. The
implant volume was calculated [4x (lenght/2) x (width/2) x (height/2]/3] at the surgical intervention and affer the
animal’s death. The selfransplants were removed, dyed with hematoxylin-eosin and analyzed by light microscopy. The
Mann-Whitney's test was used in the independent samples and the Wilcoxon's test for the related samples. The Fisher's
exact fest was used for the histological evaluation, with a significance level of 5%. RESULTS: the difference between
groups of the initial average volumes of the selfransplants was not significant (p=1.00), but became significant for the
final average volumes (p=0.04). There was a significant increase [p=0.01) between the initial and final average volumes
in the confrol group, and a no significant decrease in the sinvastatin group [p=0.95). Histologically, the sinvastatin group
[n=9) presented seven cases (7/7.8%) of moderately preserved and two cases (22.2%) of well preserved epithelial wall,
while the control group (n=12) presented seven cases (58.3%) of moderately preserved and five cases (41.7%) of well
preserved epithelial wall. CONCLUSIONS: sinvastatin prevented the growth of experimental endometriosis. Studies with
sinvastatin for longer periods are promising.
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Introducao

A endometriose é uma doenga caracterizada pela
presencga de tecido estrutural e funcionalmente seme-
lhante ao tecido endometrial fora da cavidade uterina.
O tratamento pode ser clinico e/ou cirtrgico, sendo que
as terapéuticas medicamentosas sdo preferencialmente
aquelas que interferem no ciclo menstrual, induzindo
pseudogravidez, pseudomenopausa ou anovulagio
cronica, proporcionando melhora clinica, porém seus
efeitos ndo sdo curativos, o que justifica a busca de
novos tratamentos'.

As pesquisas experimentais sobre endometriose
ganharam grande impulso apéds estudos experimentais
que descreveram a técnica cirargica do autotransplante
de tecido uterino em ratas para desenvolver endome-
triose experimental peritoneal’. Desde entdo, virias
drogas objetivando o tratamento da endometriose foram
testadas naquele modelo®*.

Em estudo sobre o efeito individual e combinado
da triptorelina e gestrinona em endometriose experi-
mental em ratas, os autores apresentaram classificacdo
macroscépica dos autotransplantes, baseada fundamen-
talmente na formagao cistica do autotransplante. Essa
classificagdo macroscépica tornou-se parimetro para
avaliar o sucesso ou ndo de tratamentos com medica-
mentos experimentais’.

A classificagdo histoldgica da endometriose expe-
rimental mais usada, apesar de subjetiva, visa avaliar
de forma semiquantitativa a persisténcia de células
epiteliais dos autotransplantes pds-tratamento expe-
rimental, em que as camadas podem estar ausentes,
pobres, moderadas ou bem preservadas®.

As estatinas representam classe de drogas que
efetivamente podem baixar os niveis séricos de co-
lesterol, sendo largamente usadas no tratamento de
hipercolesterolemia, por meio da inibi¢do competitiva
da 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A redutase, en-
zima da via de sintese do colesterol no figado e outros
tecidos’. Estudos experimentais mostram que essas
drogas diminuem efetivamente processos inflamaté-
rios®?, tém efeito inibitério na multiplicagdo celular'
e modulam negativamente a proliferacio endometrial
eaangiogénese''. A presenca de fatores de angiogénese
é observada em maior quantidade na pelve de mulheres
com endometriose'’.

O estresse oxidativo contribui na etiopatogenia da
endometriose'’, uma vez que as mulheres com endo-
metriose apresentam niveis elevados de autoanticorpos
marcadores do estresse oxidativo'. As estatinas possuem
atividade antioxidante intrinseca, sendo a sinvastatina
citada como a mais efetiva®.

Diante desses aspectos, objetivou-se analisar,
sob aspectos macroscépicos e histolégicos, a reper-
cussio do emprego da sinvastatina via oral sobre
endometriose experimental induzida por meio de
autotransplante em ratas.

Métodos

Este estudo foi experimental, realizado durante o
periodo compreendido entre junho e setembro de 2006,
com amostra de 40 ratas da linhagem Wistar (Rattus
norvegicus albinus), adultas, fémeas, virgens, pesando
entre 180 e 250 g, com 60 dias de vida, cedidas pela
central do Biotério da Universidade Federal do Mara-
nhdo (UFMA).

A pesquisa foi desenvolvida no Laboratério de Cirur-
gia Experimental do Hospital Universitario da UFMA.
Foram respeitadas a legislagdo brasileira para o uso de
animais de experimentacdo (Lei Federal n° 6.638/1979)
e as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacdo
Animal (COBEA), instituic¢do filiada ao International
Council for Laboratory Animal Science. O estudo foi
aprovado pelo Comité de Etica e Experimentacdo Ani-
mal (CEEA-UEMA), protocolo 05/2006.

Os animais foram agrupados em ndmero de cinco
por gaiola de polipropileno com tampa de grade me-
tdlica inoxiddvel, medindo 46 cm x 31 cm x 16 cm,
com fundo forrado com papel, que era trocado a cada
48 horas. Os animais foram divididos em oito grupos
mantidos em condigbes ambientais constantes, recebendo
racdo para ratos (Purina®, Sio Paulo, Brasil) e dgua ad
libitum durante sete dias de adapta¢do, com controle de
ruidos, temperatura de 22+2°C, umidade relativa 40 a
60% e ciclos claro/escuro de 12/12 horas. Paralelamente,
foram realizadas coleta e andlise de esfregaco vaginal
diariamente. Somente aquelas ratas que apresentaram
quatro ou mais ciclos estrais a cada cinco dias foram
incluidas no estudo'®.

Ap6s jejum de 12 horas, os animais foram pesados
com balanca eletronica (Marte®, modelo A500, 110-200,
industria brasileira) e anestesiados com mistura de xi-
lazina 2% e ketamina 5% na proporg¢ao de 1:1, na dose
de 0,2 mL para cada 100 g de peso, via intramuscular,
com agulha hipodérmica de 13 mm x 4,5 mm (Becton
Dickinson, Parand, Brasil), na borda posterior da coxa
esquerda'’. Os animais foram considerados anestesia-
dos na auséncia de reflexos corneanos e interdigitais.
Foi realizada a epilagdo manual da regido abdominal
caudal do animal com drea de 5 cm x 4 ¢m, anti-sepsia
com polivinil-pirrolidona-iodo (Povidine Tépico®, Sao
Paulo, SP) e colocagdo de campo fenestrado. Nesta fase,
ndo foi avaliado o ciclo estral.
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Uma incisdo mediana de 3 c¢cm foi realizada com
bisturi de 1dmina n.® 15, acometendo pele, plano mus-
culo-aponeurdtico e peritdneo, seguido de identificacio
dos 6rgdos intracavitdrios e exposi¢do do Gtero, anexos
e mesentério. O procedimento cirdrgico seguiu com
identificag@o, apreensdo, ligadura e sec¢do do terco
médio do corno uterino esquerdo usando fio de ndilon
6-0 (Mononylon®, Ethicon, Sdo Paulo, Brasil) com trés
pontos simples e hemostasia. Concomitantemente, foi
realizado fatiamento da peca extraida do Gtero em cortes
longitudinais, seguido de cortes transversais, formando
retalhos com medidas de 4 mm x 4 mm, em meio li-
quido com Ringer lactato®, sendo transpassado ponto

Figura 1 - Fofomicrografia mostrando retalho com medidas de 4 mm x
4 mm do como uterino esquerdo com fio de ndilon 6-0 na superficie
serosa apods autotransplante no mesentério de rata Wistar, deixando a
superficie mucosa do refalho voliada para a luz da cavidade peritoneal.

Figura 2 - Fotomicrografia mostrando aufotransplante com diémetro maior
que 4,5 mm e classificado como grau Il de Quereda et al’.
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com fio de ndilon 6-0 na regido central da superficie
serosa do retalho e mantido reparado.

O retalho foi autotransplantado para o mesentério,
préximo ao vaso que irriga o cecum, mantendo-se
a superficie serosa em contato com o mesentério
e a superficie endometrial voltada para a luz da
cavidade peritoneal. A fixa¢do foi confeccionada
com um ponto simples do retalho reparado acima.
A cavidade peritoneal ficou coberta com gaze em-
bebida com cloreto de sédio a 9% durante todo o
procedimento (Figura 1).

A sintese da parede abdominal foi realizada em
dois planos de sutura continua acometendo o plano
musculo-aponeurdético e a pele com fio de ndilon 5-0. Os
animais permaneceram no laboratério por um perfodo
de 21 dias. Apds esse periodo, as ratas foram reoperadas;
realizou-se o inventdrio da cavidade peritoneal com
identificagdo e medida do foco de autotransplante com
paquimetro digital, seguido do cdlculo do volume {47
(comprimento/2) x (largura/2) x (altura/2)/31'®. Foi
usado o Sistema de Classificagio dos Implantes em
Grau de Crescimento de acordo com Quereda et al.’,
e somente aquelas que desenvolveram grau de cresci-
mento III, ou seja, com didmetro 24,5 mm, seguiram
no estudo (Figura 2).

Ap6s o procedimento cirdrgico, as ratas classifi-
cadas em grau III foram identificadas e divididas em
dois grupos de 12 ratas, distribuidas aleatoriamente.
O Grupo Controle recebeu gavagem com solucio de
cloreto de s6dio a 0,9% na quantidade de 1 mL/100 g
de peso corpéreo do animal, e o Grupo Sinvastatina
recebeu gavagem com 20 mg/kg de peso corpéreo de
sinvastatina (Galena, Sdo Paulo, Brasil). Os dois gru-
pos receberam gavagem uma vez ao dia em torno das
19 horas, com pesagem didria das ratas para corre¢do
da dose, por um periodo de 14 dias.

Os animais de cada grupo (Grupos Controle e
Sinvastatina) foram mortos no 14° dia apés o inicio
das gavagens. Os animais foram pesados e colocados
em vaporizador de éter até a morte, caracterizada por
parada respiratéria e auséncia completa de reflexos”. A
seguir, toda a drea ventral abdominal foi epilada, seguido
da realiza¢@o de duas incisGes transversais: acima, mar-
geando o rebordo costal, e abaixo, margeando os 0ssos
pélvicos, seguindo com uma terceira incisdo longitu-
dinal lateral esquerda, unindo as incisGes transversais,
expondo completamente a cavidade peritoneal.

Realizou-se o inventdrio da cavidade peritoneal
e anotaram-se as medidas do volume do autotrans-
plante, seguido de sua excisdo. A pega retirada foi
limpa com cloreto de s6dio a 0,9% e acondicionada
em recipiente contendo formol tamponado a 10%,




recebendo identificagdo. A avalia¢do histolégica foi
realizada no Servi¢o de Anatomia Patolégica do
Hospital Universitdrio da UFMA. As ldminas foram
coradas pela hematoxilina-eosina. A andlise histolégica
foi realizada por uma Gnica patologista, que levou em
consideracdo a persisténcia de células epiteliais dos
autotransplantes semiquantitativamente e classificou
em grau III a parede bem-preservada; grau II, a parede
epitelial moderadamente preservada, com infiltragdo
de leucécitos; grau I, a parede epitelial pobremente
preservada, com uma célula epitelial ocasional e grau
zero, sem camada epitelial®.

A andlise estatistica utilizou o programa Biostat
3.0 em Windows XP, em que o nivel de significAncia
(o) utilizado para se rejeitar a hipétese de nulidade foi
de 5% (p<0,05). Aplicado o teste de normalidade de
Shapiro-Wilk, os dados ndo apresentaram distribui¢do
normal; sendo assim, foi usado o teste de Mann-Whitney
para amostras independentes e o teste de Wilcoxon para
amostras relacionadas. Para comparagdo dos achados
histoldgicos, foi usado o teste exato de Fisher.

Resultados

Houve trés 6bitos de ratas no Grupo Sinvastatina
por bronco-aspira¢do, restando uma amostra experi-
mental de nove ratas. As médias dos volumes iniciais
em mm? do Grupo Controle e do Grupo Sinvastatina
foram, respectivamente, 38,1 mm3 e 48,9 mm?3 (p=1,0).
Ap6s o perfodo de duas semanas, com administragdo da
sinvastatina e cloreto de sédio, as médias volumétricas
finais foram, respectivamente, 75,7 mm?3 e 45,3 mm?,
com diferenca significante (p=0,04) (Tabela 1).

A comparagdo das médias volumétricas em mm? do
Grupo Controle inicial e apds duas semanas de gavagem
com solugio fisiolégica mostrou 38,1 mm?3e 75,7 mm?3,
respectivamente (p=0,01). No Grupo Sinvastatina, a
média volumétrica inicial foi de 48,9 mm?3 e final de
45,3 mm3, mostrando média volumétrica semelhante
(p=0,95); portanto, no grupo tratado, o volume dos
implantes ficou estdvel, enquanto no Grupo Controle
houve aumento significante (Tabela 1).

Na avaliagdo histolégica, quanto a preservagdo da
camada epitelial (p=0,64), em todas as amostras houve
preservacdo da camada epitelial; no total de nove ratas
do Grupo Sinvastatina (n=9) houve sete casos (77,80%)
com a camada moderadamente preservada e dois casos
(22,20%) com a camada epitelial bem preservada. O
Grupo Controle (n=12) apresentou sete casos (58,30%)
com a camada moderadamente preservada e cinco casos
(41,70%) com a camada epitelial bem preservada. As
camadas bem preservadas (Figura 3) apresentaram a

célula epitelial com citoplasma bem desenvolvido e as
camadas moderadamente preservadas mostraram uma
célula com citoplasma bastante reduzido (Figura 4).

Discussao

A endometriose é uma doenca cuja terapia ideal
ainda estd por vir. As drogas mais usadas atualmente, que
sdo os progestagénios, danazol, anticoncepcionais orais e
andlogos de GnRH, tém resultados benéficos nos episédios
de dores, mas interferem na fertilidade e a interrupgdo do
uso € sucedida de recorréncia da endometriose®.

Virias drogas vém sendo pesquisadas em estudos
experimentais como opg¢do terapéutica da endome-
triose. As alternativas para supressdo estrogénica sdo
os inibidores de aromatase e os moduladores seletivos
de receptores estrogénicos. Outros sdo os imunomo-
duladores, agentes antiinflamatérios®! e a vacina de
BCG?, porém, o uso de estatinas é pouco citado na
literatura'!**?°. Paralelamente, a procura por drogas
que possuem efeitos contrdrios ao desenvolvimento
da endometriose nos permitiu chegar até as estatinas,
por possuirem efeitos antiinflamatérios, principal-
mente pela interferéncia na produgdo de citoquinas
pré-inflamatérias?, efeitos inibitérios na multiplicacdo
celular'® e modulag¢do negativa na proliferacio celular e
na angiogénese''. Estudo constatou que ativadores de
angiogénese sio mais comuns em fluido peritoneal de
mulheres com endometriose que em Grupo Controle'”
e, por fim, que o efeito antioxidante das estatinas, dando
destaque a sinvastatina, deu suporte para se acreditar
que poderiam ser pesquisadas como possiveis drogas
Gteis no combate a endometriose".

O autotransplante da endometriose experimental
permitiu o uso experimental de vdrias drogas no com-
bate 2 endometriose’. Exemplo marcante € o estudo'®
que analisou o efeito do inibidor de aromatase YM511
em endometriose experimental de ratas e observou,

Tabela 1 - Caracteristica e resultado de grupos de ratas tratadas com sinvastatina
(20 mg/kg/dia) e dloreto de sédio (1 mL/100 g de peso corpéreo) via oral durante
14 dias, mostrando que no grupo tratado o volume dos implantes ficou estdvel, enquanto
no Grupo Conirole houve aumento significante.

G Média do volume  Média do volume .
rupo - X p
inicial final
Sinvastatina 48,98 mm? 45,36 mm? 0,95
Controle p** 38,10 mm? 75,70 mm? 0,01
1,00 0,40

*Teste de Wilcoxon para amostras relacionadas, com p<0,05 para rejeitar a
hipétese de nulidade na comparagdo das médias dos volumes iniciais e finais
dentro dos Grupos Sinvastatina e Controle.

**Teste de Mann-Whitney para amostras indepedentes, com p<0,05 para rejeitar
a hipétese de nulidade na comparacdo dos volumes médios iniciais entre os
Grupos Sinvastatina e Controle, e volumes médios finais entre esses grupos.
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Figura 3 - Fotomicrografia de célula epitelial bem-preservada, com
citoplasma (seta) bem desenvolvido (40X) do grupo de rafas fratadas com
cloreto de sédio (1 mL/100 g de peso corpéreo) via oral durante 14 dias.

no Grupo Controle, um aumento do volume médio
de 33,0 mm?3 para 41,0 mm3. Comparando com nosso
estudo, observamos aumento do volume médio do
Grupo Controle inicial de 38,1 mm?3 para 75,7 mm?3
no final, mostrando um maior crescimento em nossa
amostra, além do menor tempo de observacio: 14 dias,
contra 21 daquele estudo. Os grupos experimentais
desse autor usaram YM511 nas doses de 0,04, 0,2
e 1 mg/kg e apresentaram redug¢do volumétrica dos
autotransplantes significante quando comparados
com o Grupo Controle e ao grupo que foi submetido
a ooforectomia bilateralmente do mesmo estudo. No
nosso estudo, ndo tivemos o grupo de ooforectomia,
nem vdrias doses, apenas uma dose de 20 mg/kg/dia
de sinvastatina no Grupo Experimental, o que, na
comparag¢io dos volumes finais entre os Grupos Con-
trole e Experimental, mostrou redugdo volumétrica
significante, e, na comparac¢io dos volumes inicial e
final do Grupo Experimental, ndo houve evolugdo da
endometriose experimental.

A dose de 20 mg/kg/dia utilizada em nossa pes-
quisa foi baseada em estudo que constatou atenuac¢ao
de lesdes isquémicas cerebrais por hipdxia em ratos
recém-nascidos, por meio das reducbes de resposta
inflamatdria, ativa¢do de caspase-3 e da morte celular
por apoptose’. Esses autores fizeram uso da mesma
posologia de sinvastatina a 20 mg/kg por via subcu-
tdnea por periodo de duas semanas. A escolha da via
oral por gavagem em nossa pesquisa foi pelo fato de

Rev Bras Ginecol Obstet. 2007; 29(8):396-402

Figura 4 - Fotomicrografia de célula epitelial moderadamente preservada
com citoplasma (seta) pouco desenvolvido (40X do grupo de ratas
tratadas com sinvastatina (20 mg/kg/dia) via oral durante 14 dias.

ser essa via mais comumente utilizada para o uso das
estatinas na pratica didria.

O uso de estatina como potencial agente terapéutico
no tratamento da endometriose é sugerido em estudo
que avaliou o efeito dessa droga na interleucina-8 em
células e estroma endometrial de mulheres com patologia
benigna iz vitro, em que foram utilizadas mevastatina e
sinvastatina nas doses de 3, 10 e 30 pM, apés exposi¢do
de 24 horas. Ambas as drogas apresentaram redu¢do
significante da interleucina-8 na dosagem de 30 pM*!. O
efeito da inibic¢do do crescimento das células e estroma
endometrial exposto a mevastatina e sinvastatina seria
devido 2 inibicdo da sintese de DN A%,

O uso de atorvastatina em modelo experimental
de endometriose foi avaliado em quatro grupos: Gru-
po I (baixa dose de atorvastatina, oito ratas) recebeu
0,5 mg/kg/dia via oral; Grupo II (alta dose de ator-
vastatina, dez ratas) recebeu 2,5 mg/kg/dia via oral;
Grupo III (acetato de leuprolide, nove ratas), recebeu
1 mg/Kg/subcutidnea e Grupo IV (Grupo Controle
sem medicago), sendo avaliados o nivel peritoneal do
fator de crescimento endotelial vascular, a macroscopia
e a histologia ap6s o periodo de 21 dias. A regressao
do nivel do fator de crescimento endotelial vascular
e dos implantes foi significante nos Grupos II e I11%,
Em nosso estudo, usamos apenas uma dose (sinvasta-
tina, 20 mg/kg/dia, via oral) pelo periodo de 14 dias,
com reducio de 48,98 mm?3 para 45,98 mm3, contra
41,2 mm? para 13,1 mm?® do Grupo II e de 43,0 mm’




para 50,5 mm? no Grupo I, e no Grupo Controle, ndo
significante, contrastando com nosso estudo, que foi
significante. Apesar da forma de medi¢do do volume
diferente, essa comparagdo sugere a necessidade de
um periodo maior de exposi¢do, outras dosagens e
controle sem medicag@o.

Histologicamente, a atrofia da camada epitelial
poderia acontecer devido a maior pressdo intravesical,
porém, a menor média volumétrica do Grupo Experi-
mental e a menor quantidade proporcional de epitélio
bem preservado afastaram essa hipétese. O maior
comprometimento epitelial, apesar de insignificante,
e a maior redugdo volumétrica média do Grupo Ex-
perimental abrem caminho para a suposi¢io de que a
sinvastatina deva ser mais investigada como possivel
opgdo no tratamento da endometriose.

O uso dos imuno-moduladores loxoribina e leva-
misole foi analisado em endometriose experimental
de ratas, devido a evidéncias que comprovam o envol-
vimento de fatores imunolégicos na fisiopatologia e
etiologia da endometriose''. Esse estudo mostrou, na
avaliac@o histolégica quanto a preserva¢do da camada
epitelial, diferenca significante entre a loxoribina e
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