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Modelo Experimental para Endometriose em Coelhas com
Seguimento Evolutivo das Lesoes

Experimental Endometriosis Model in Rabbits with Follow-up of the Lesions

Julio César Rosa e Silva!, Ana Carolina Japur de Sa Rosa e Silval, Pedro Soler Coltro?,
Sérgio Britto Garcia?, Francisco Candido dos Reis?, Anténio Alberto Nogueira!

RESUMO

Obijetivos: desenvolvimento de modelo experimental de endometriose em coelhas avaliando
a evolucao temporal da doenca macro e microscopicamente.

Métodos: foram utilizadas 30 coelhas nas quais induziu-se lesdo de endometriose por fixagdo
de fragmento do corno uterino no peritbnio da parede pélvica. Apos 4 ou 8 semanas
verificou-se a viabilidade da lesdo por laparoscopia. Foi documentado o aspecto visual
endoscépico e feita avaliacdo anatomopatoldgica. Os grupos foram comparados quanto a
presenca de lesdo visual a laparoscopia, seu maior diametro, presenca de aderéncias e
histologia da mesma. Na analise estatistica foram utilizados os testes t de Student e de Mann-
Whitney, com significancia estatistica de 5%.

Resultados: em todos os casos foi identificada a presenca de lesado visual a laparoscopia
apoés 4 semanas, sendo 64% cisticas, e em 80% dos casos apos 8 semanas, 66% cisticas. As
aderéncias estavam presentes em 71% das coelhas apos 4 semanas (sendo ausentes nos
implantes) e em 80% das coelhas apds 8 semanas (13% nos implantes). O diametro das lesbes
apoés 8 semanas de implante foi maior que apds 4 semanas (p<0,0001). A analise histoldgica
mostrou 100% de tecido endometrial (glandula e estroma) em atividade nos 2 grupos.
Concluséo: a utilizacdo desse modelo experimental de endometriose em coelhas mostrou
ser possivel reproduzir a doenga nesse animal, sendo viavel e de facil execucdo. Permitiu
documentar as caracteristicas e a progressao dos implantes, o crescimento e o desenvolvimento
histopatoldgico. Embora com mesmo aspecto histoldgico, as lesGes apds oito semanas foram
maiores que apoés 4 semanas da implantacéo.
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Introducéo

A endometriose é, atualmente, uma das doen-
¢as ginecoldgicas mais estudadas. Sua incidén-
cia é variavel de acordo com a populacédo analisa-
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da, desde 2 a 7,5% em pacientes assintomaticas
submetidas a laqueadura tubarial? até 50% nas
pacientes com dor pélvica associada a infertilida-
de®. Caracteriza-se pela presenca de tecido
endometrial, seja ele glandular ou estromal, fora
da cavidade uterina*. As lesdes de endometriose
podem ter aspectos variaveis, podendo ser classi-
ficadas em tipicas e atipicas. As lesdes tipicas sao
as negras e as atipicas as vesiculares, brancas,
vermelhas e marrons. Alguns autores defendem
a teoria de que estas seriam manifestacdes
evolutivas de doenca progressiva®®.

A etiopatogenia da endometriose continua
controversa e varias sdo as teorias atuais para
explica-la, embora nenhuma delas o faga comple-
tamente quando isolada. A mais aceita é a teoria
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de Sampson“, que aponta a presenca de células
endometriais viaveis no fluxo menstrual retrégra-
do como causador das lesfes. No entanto, pratica-
mente 90% das mulheres tém trompas pérvias e
apresentam fluxo menstrual retrégrado’ e a maio-
ria ndo apresentara endometriose. H4 também a
teoria da metaplasia celdmica® e, mais recente-
mente, a teoria imunoldgica®!!. Hoje se acredita
na confluéncia destas teorias para a explicacdo da
etiopatogenia da endometriose. Haveria realmen-
te fluxo menstrual retrégrado associado a predispo-
sicdo imunoldgica no microambiente peritoneal
que facilitaria o implante de células endometriais
viaveis e com potencial para implantagéo.

A complexidade na sua fisiopatologia e a
heterogeneidade da doenca em humanos faz da
endometriose uma das doencas mais estudadas
da atualidade. Para facilitar estes estudos alguns
modelos experimentais vém sendo propostos. O
achado de endometriose espontanea em 25% de
animais primatas ndo humanos®? com histologia
e localizacdo semelhantes as encontradas em
humanos®*3*15 |evou a utilizacdo destes animais
como modelo experimental, porém sua utilizagédo
vem sendo progressivamente reduzida devido as
dificuldades éticas e pela heterogeneidade das le-
sbes. As ratas seriam modelos experimentais bem
mais acessiveis com lesfes homogéneas e mane-
jo facil'®, mas o pequeno porte do animal dificulta
a abordagem cirurgica com material laparoscopi-
co. Assim, a utilizacdo de coelhas passa a ser boa
opcdo de modelo experimental, pois apresenta bai-
x0 indice de infeccdo, sem necessidade, portanto,
de utilizagdo de antibiéticos!’. O porte do animal
facilita o acesso por video-laparoscopia se compa-
rado com ratas, e a auséncia de ciclo estral dis-
pensa a necessidade de programacao dos procedi-
mentos de acordo com a fase do ciclo do animal.
Além disso, apresentam lesdes homogéneas, ge-
ralmente massas solidas hemorrégicas, facilmen-
te obtidas por meio de autotransplante de fragmen-
tos endometriais ou abertura e exposicdo da cavi-
dade endometrial*®. A opcéo pela técnica cirargi-
ca de colocacédo do implante na parede abdominal
foi feita pela necessidade de visualizacdo facil da
leséo a laparoscopia.

A padronizacéo e validacdo de técnica facil-
mente reprodutivel tornam-se extremamente im-
portantes para o desenvolvimento deste tipo de
pesquisa, permitindo simular novas propostas
diagnésticas e terapéuticas para a abordagem des-
ta doenca. Nao encontramos na literatura nenhu-
ma descricdo de modelo experimental para endo-
metriose em coelhas com seguimento evolutivo
das lesbes utilizando-se da técnica laparoscdépica
e acreditamos ser este um modelo pratico, que
permitiria caracterizar e documentar as lesbes
induzidas com baixas taxas de aderéncias pélvicas
por ser método pouco invasivo. A proposta deste
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estudo é de produzir lesGes endometridticas com
o0 emprego de laparotomia e realizar o seguimento
evolutivo da les&o por videolaparoscopia e estudo
histolégico comparativo das lesées com quatro e
oito semanas apos o implante.

Materiais e Métodos

Trata-se de estudo experimental realizado
no setor de cirurgia experimental do Hospital das
Clinicas do Departamento de Cirurgia e Anatomia
e no Departamento de Patologia da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sdo
Paulo. Foram utilizadas 30 coelhas adultas Nova
Zelandia, fémeas, virgens, com peso aproximado
de 2,5 kg. As coelhas foram mantidas em gaiolas
apropriadas sob controle de temperatura, umida-
de e luminosidade do ambiente por trés dias an-
tes da inducéo cirdrgica das lesfes, alimentadas
com agua e racao ad libitum. As coelhas eram pe-
sadas no dia do procedimento inicial.

Todas foram submetidas a laparotomia para
inducao da lesdo de endometriose, apds anestesia
geral endovenosa com 3 mL de tionembutal as-
sociado a 1 mL de xilestasina. Procedeu-se a
tricotomia da parede abdominal dos animais, se-
guida dos cuidados de anti-sepsia. As luvas de
latex foram lavadas com soro fisiolégico 0,9%
exaustivamente para reducdo da formacao de
aderéncias e o0 mesmo pesquisador realizou to-
dos os procedimentos.

A abertura da cavidade pélvica foi realizada
com incisdo longitudinal mediana de aproxima-
damente 2 cm, iniciando 2 cm cranialmente ao
pubis do animal. Posteriormente foi ressecado
segmento de cerca de 4 cm do corno uterino direi-
to, seguido de seu fechamento. A porgédo uterina
ressecada foi imersa em soro fisiolégico 0,9% a
4°C por cerca de 2 minutos e entdo incisada lon-
gitudinalmente, sendo retirado fragmento de 5 por
5 mm. Este fragmento de tecido endometrial foi
suturado ao peritdnio préximo ao trato reprodutivo
da coelha, utilizando-se fio Vicryl 6.0, com a face
endometrial livre voltada para a cavidade abdomi-
nal, com posterior fechamento da incisao cirurgi-
ca abdominal. Nenhuma suplementacdo hormonal
foi administrada antes ou apoés a laparotomia.

As coelhas foram divididas em dois grupos,
sendo o primeiro denominado grupo 8 semanas,
constituido de 15 animais, que foram submetidos
a laparoscopia diagnéstica para pesquisa de lesdes
de endometriose, documentacédo da lesdo por meio
de video e medida da lesdo apés oito semanas de
sua inducéo. O outro grupo, chamado grupo 4 se-
manas, também composto de 15 animais, foi sub-
metido aos mesmos procedimentos porém somen-
te apo6s quatro semanas de seguimento. A
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laparoscopia foi realizada utilizando-se 6ptica de
6 mm e 30° e trocarte de 7 mm. Apos incisdo lon-
gitudinal na pele e tecido subcutaneo de 7,0 mm,
sobre a linha mediana e 6,0 cm abaixo do esterno,
foi introduzido de maneira direta um trocarte de 7
mm. Procedeu-se a insuflagéo de gas CO, com flu-
X0 constante de um litro por minuto e pressao
maxima de aproximadamente 3 mmHg e realiza-
da a inspecédo da cavidade abddmino-pélvica, com
registro das imagens por meio de video super VHS.
ApOs a inspecao pélvica, identificagcdo e documen-
tacdo da lesédo, as coelhas foram sacrificadas e a
lesdo foi excisada para analise histoldgica. Os te-
cidos retirados foram fixados em formol 10%, pro-
cessados para inclusdo em parafina e corados por
hematoxilina e eosina (HE).

Os grupos foram analisados quanto ao peso
médio das coelhas, ganho de peso total ao longo do
seguimento e tempo cirdrgico da laparotomia du-
rante inducédo da lesdo endometridtica para
homogeneizacdo das amostras e padronizacao para
posterior comparacgéo. A analise estatistica utili-
zou o programa GraphPad Prism°® 2.01 32 Bit
Executable (GraphPad Software Inc., San Diego,
CA, EUA), utilizando-se o teste estatistico t de
Student para as variaveis peso e tempo de cirur-
gia, que seguiram padréo de distribuicdo normal
sem diferenca a analise de variancia. O teste de
Mann-Whitney foi empregado para a comparacao
do ganho de peso ao longo de seguimento, pois esta
variavel ndo apresentou distribuicdo gaussiana.
Os grupos foram entdo comparados quanto ao as-
pecto visual da lesdo e tamanho da mesma; para
esta comparacéo foi utilizado o teste de Mann-
Whitney, apesar da distribuicdo normal, ja que os
grupos apresentavam variancias diferentes. Con-
siderou-se o nivel de significancia de 5%.

Este estudo foi aprovado pela Comisséo de
Etica em Experimentac&o Animal da Faculdade de
Medicina de Ribeir&o Preto - Universidade de Sao
Paulo.

Resultados

Os grupos apresentaram-se homogéneos
quanto ao peso no inicio do experimento e ganho
de peso ao longo do seguimento. O peso inicial foi
de 2493,0+231,4 g no grupo 8 semanas e de
2453,0£269,6 g no grupo 4 semanas, com p=0,66, e
0 ganho de peso foi de 440,0+284,9 g e de
293,3+301,1 g para os grupos 8 e 4 semanas, res-
pectivamente (p=0,18). O tempo cirdrgico médio da
realizacdo da laparotomia para inducédo da endo-
metriose, no grupo 8 semanas, foi de 18,6 minutos
e no grupo 4 semanas, de 16,0 minutos (p=0,02).

Endometriose

Na comparacéo entre os achados cirdrgicos
da videolaparoscopia verificamos que a lesdo foi
visualizada em 80% das coelhas do grupo 8 sema-
nas e em 100% do grupo 4 semanas, embora apoés
o sacrificio do animal e exploragéo do periténio via
aberta tenham sido encontradas les6es em todos
0s animais, de ambos os grupos. Das lesdes visi-
veis na laparoscopia, 66% foram caracterizadas
como de aspecto cistico no grupo 8 semanas, se-
melhante ao achado do grupo 4 semanas, em que
este aspecto foi descrito em 64% das lesfes.

As aderéncias estavam presentes em 71%
das coelhas apés 4 semanas, porém em locais dis-
tintos dos implantes endometriais, e em 80% das
coelhas ap6s 8 semanas, sendo 13% no local dos
implantes.

Na avaliacdo da medida das lesdes encon-
tramos diferenca significante entre os dois gru-
pos, sendo maiores as lesfes apds 8 semanas de
seguimento. A média do maior didmetro das le-
sBes do grupo 8 semanas foi de 1,82+0,73 cm (va-
riando de 0,7 a 3,5 cm) e do grupo 4 semanas, de
0,96+0,17 cm (variando de 0,7 a 1,3 cm) (p<0,0001)
(Figura 1).

w
2 p < 0,0001 = 4 semanas
2 8 semanas
w 3_
o3
=
EE
222
<
=] .
'(':‘ 14 _.l.l.:.:l_
a II.III
=

0

4 semanas 8 semanas

Figura 1 - Distribuicdo dos didmetros das lesdes das coelhas de acordo com o periodo
de avaliagéo.

A analise histolégica mostrou que todas as
amostras eram compostas de tecido endometrial
(glandula e estroma) em atividade nos dois gru-
pos, com caracteristicas morfoldgicas similares
entre eles. As lesBGes caracterizaram-se por cistos
de paredes finas localizados sobre a musculatura
estriada da parede abdominal, projetando-se para
a cavidade abdominal. A parede destes cistos era
formada por camada delgada de tecido conjuntivo,
rica em células e revestida por epitélio pavimen-
toso simples. O estroma era rico em fibroblastos e
apresentava alguns macréfagos e eosindfilos, além
de grande quantidade de glandulas endometriais
tipicas. Portanto, o tecido da lesdo de endometrio-
se nao sofreu alteracdes em sua composicao e
arquitetura ao longo do tempo, porém apresentou
aumento de suas dimensdes.
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Discussao

O desenvolvimento das lesdes apés o implan-
te do tecido endometrial ocorreu em todos os ani-
mais, com presenca de estroma e glandulas a
histologia, fato também relatado em outros estu-
dos experimentais. Schor et al.’” e Schenken e
Asch?® descrevem inclusive os implantes como
bem vascularizados e bem delimitados, com in-
cremento substancial de tamanho apds sete se-
manas da fixacao ao periténio. Esta facilidade de
implantacédo do tecido endometrial ectopico traduz
a alta eficacia deste modelo experimental para
desenvolvimento da endometriose, o que talvez
permitisse realizacdo do estudo com menor nd-
mero de animais, apesar de que a demonstracao
da evolucdo significativa no diametro da lesdo néo
teria sido possivel com casuistica menor.

A avaliacdo videolaparoscépica da leséo, por
ser menos invasiva que a laparotomia, possibilita
a avaliacdo e documentacdo seriada do aspecto
macroscopico das lesbes e a demonstracao de sua
evolucdo temporal. Esta evolucdo é bastante evi-
dente em nosso estudo, no qual houve incremen-
to significativo no maior didmetro da lesdo entre
a 4% e a 82 semana apds o implante do tecido
endometrial. A progressao do tecido endometrial
ectopico sugere viabilidade do implante e prova-
vel evolucéo da doenca, e a predominancia do as-
pecto cistico das lesdes caracteriza atividade
secretora destes focos. Ndo houve, porém, mudan-
¢a nas caracteristicas histolégicas do tecido
endometrial ectépico quando analisado 4 e 8 se-
manas apos o implante, sem mudanca na cor ou
aspecto visual das leses a macroscopia e sem
alteracfes no padréo de distribuicdo glandular ou
estromal a microscopia. Esses dados sao concor-
dantes com os da literatura, que ndo fazem men-
¢do a nenhuma mudanca na histologia dos im-
plantes e, sim, crescimento das lesdes medidas
pelo maior diametro ou pelo volume.

Um quinto das lesGes endometridticas en-
contradas apds a abertura da cavidade abdominal
das coelhas do grupo 8 semanas nao haviam sido
vistas durante a laparoscopia, pois encontravam-
se aderidas a estruturas adjacentes. A visualizacéo
a céu aberto e a lise destas aderéncias permiti-
ram identificacdo de todas as lesGes.

O peso das coelhas né&o diferiu entre os gru-
pos, mostrando, provavelmente, que foram
mantidas sob mesmas condi¢c8es de alimentacéo,
luz e temperatura, ndo havendo, portanto, inter-
feréncias das condi¢des ambientais no tamanho
das lesBes entre eles.

As primeiras coelhas submetidas a inducéao
de lesdo de endometriose foram as do grupo 8 se-
manas, o0 que talvez justifique o maior tempo ci-
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rargico encontrado nos procedimentos deste gru-
po em relacdo ao grupo 4 semanas; nao acredita-
mos, porém, que isto possa ter influenciado na
evolucao dos implantes.

A utilizacao dos modelos experimentais para
testes terapéuticos com drogas ja existentes no
mercado, como o danazol, os agonistas do GnRH e
inibidores da aromatase, e com novas substancias
ainda em fase de experimentacao ja vem sendo
empregada por alguns autores, com sucesso02%-25,
A verdadeira equivaléncia destes focos de tecido
endometrial implantado na parede de ratas e
coelhas com a endometriose humana néo é co-
nhecida, por isso estudos comparativos sdo neces-
sarios para que os resultados destes experimen-
tos possam ser extrapolados para humanos.

Com base nos achados deste estudo conclui-
mos que este modelo experimental mostrou-se
eficaz no desenvolvimento de focos de endométrio
ectépico na parede abdominal de coelhas, man-
tendo caracteristicas evolutivas que sugerem pro-
gressado da lesdo ao longo do tempo e viabilidade
do tecido implantado. A possibilidade de realiza-
¢ao de laparoscopias ou microlaparoscopias seria-
das permite a avaliagdo macroscépica do aspecto
evolutivo da lesdo, registro das imagens e coleta
de material para exame histologico quando neces-
sario, de maneira minimamente invasiva.

Abstract

Purpose: development of a new experimental model of
endometriosis induction in rabbits evaluating its temporal
evolution both macro-and microscopically.

Methods: thirty female rabbits were submitted to
endometriosis induction through the fixation of a piece of
the left uterine horn to the abdominal peritoneum. After four
or eight weeks the viability of the lesions was verified by
laparoscopy. The lesions were observed endoscopically. The
implants were measured and histological analyses were
made. The groups were compared for the presence of
endometriotic lesion on laparoscopy, presence of adhesions,
implant sizeand histological aspects. For statistical analyses
we utilized Student’s t and Mann-Whitney's tests, with a
statistical significance of 5%.

Results: endometriotic lesions were identified in all cases
submitted to laparoscopy after 4 weeks of induction, 64% of
them cystic, and in 80% of the rabbits after eight weeks, 66%
of which cystic. The adhesions were present in 71% of the
rabbits after 4 weeks (none in the implants) and in 80% of
the rabbits after 8 weeks (13% in the implants). The lesions
were significantly larger after 8 weeks (p<0,0001). The
histological analyses showed 100% of endometrial tissue in
both groups.

Conclusion: thisexperimental model showed that itispossible
to simulate endometriosisin rabbitswith a viable and simple
technique, also allowing to record the characteristics and
development of the implants macro-and microscopically.
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Although the histological aspects were similar, the lesions
after eight weeks were larger than after four, making their
manipulation easier.

KEYWORDS: Endometriosis. Endometriosis: experimental
model. Laparoscopy.
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