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RESUMO

A endometriose é uma moléstia crénica caracterizada pela presenca de tecido
endometrial ectépico (fora do seu local de origem). Essa moléstia € frequente e
atinge de 5 a 15% das mulheres em idade reprodutiva e a sua forma profunda pode
acometer até 20% das suas portadoras. Entre suas principais manifestacdes clinicas
estdo a dismenorréia, a dispareunia e a infertiidade. Apesar da sua grande
morbidade, a patogenia da endometriose ainda ndo € de todo esclarecida.
Atualmente, grupos de pesquisa tentam achar uma ligacdo de células-tronco,
principalmente da linhagem mesenquimal, na origem da doenca. Ja se tem estudos
demonstrando a presenca de células-tronco nos endométrios humano e animal; da
mesma forma que linhas de pesquisa tentam evidenciar que a transicao epitélio-
mesenquimal, ocorrendo no endométrio humano, tenha participacdo na
fisiopatologia da endometriose. No presente trabalho, nos propusermos a observar o
efeito da aplicacdo de células mesenquimais em implantes de endometriose
retrocervical (forma profunda), criados a partir de um fragmento do préprio Gtero, em
coelhas. Para tal, foram utilizadas 27 coelhas Nova Zelandia as quais foram
divididas em trés grupos: o grupo Endometriose, em que foi realizado o implante
retrocervical de endométrio, o grupo Mesenquimal, em que além da criacdo da
doenca foram aplicadas células mesenquimais e o grupo Controle, criado para retirar
o viés de manipulacédo do Utero dos animais. Foram analisadas a taxa de fertilidade,
o tempo de inicio do periodo fértil, os resultados obstétricos, a diferenca no tamanho
dos implantes, a histologia dos mesmos e o inventario da pelve. Obtivemos como
taxa de fertilidade os seguintes valores: 77,78% tanto para o grupo Controle quanto
para o grupo Endometriose (p=1) e 11,20% para o grupo Mesenquimal (p= 0,015).
Com relacdo ao tempo para iniciar o periodo fértil, o grupo Mesenquimal foi o que
mais apresentou atraso, com meédia de 38,85 dias, sendo que o grupo Controle
teve média de 29+8,9 dias e o Endometriose de 20,4+12,7 dias (p= 0,005).
Analisando os desfechos obstétricos, obtivemos que o grupo Controle apresentou,
das sete gestacdes, dois Obitos fetais (28,57%), trés abortos (42,86%) e dois
nascidos vivos (28,57%); ja o grupo Endometriose teve dois Obitos fetais (28,57%) e
cinco nascidos vivos (71,43%). O grupo Mesenquimal teve uma baixa taxa de
fertilidade e careceu de maiores andlises. A diferenca dos tamanhos dos implantes
(final — inicial) foi analisada nos grupos em que os implantes foram criados:
Endometriose e Mesenquimal e ndo houve diferenca estatisticamente significativa
(p=0,83). Com relacéo ao aspecto macroscopico das lesdes, o grupo Mesenquimal
foi o que apresentou maiores aderéncias pélvicas. Para a andlise da histologia dos
implantes, foi utilizado a Classificacdo de Keenan. Os dois grupos (Endometriose e
Mesenquimal) tiveram uma mediana de 3 no escore e portanto nao foi observada
diferenca significativa (p=0,730). Concluimos que o uso de células mesenquimais
nos implantes de endometriose das coelhas contribuiu negativamente nas taxas de
fertilidade e atrasou o inicio do periodo fértii e aumentou o desenvolvimento de
aderéncias pélvicas.

Palavras-chaves: endometriose, coelhas, células mesenquimais.






ABSTRACT

Endometriosis is a chronic disease characterized by the presence of ectopic
endometrial tissue (outside the uterine cavity). This disease is common and affects 5-
15% of women of reproductive age. Endometriosis in a deeply manner can affect up
to 20% of their carriers. Among its main clinical manifestations are dysmenorrhea,
dyspareunia, and infertility. The deeply disease is the most way related with infertility.
Despite its high morbidity, the pathogenesis of endometriosis is still not entirely clear.
Currently, research groups try to find a link of stem cells, especially mesenchymal
lineage at the origin of the disease. Studies have already demonstrated the presence
of stem cells in animal and human endometrium; the same way as lines of research
attempt to prove that the epithelial-mesenchymal transition, occurring in the human
endometrium ownership interest in the pathophysiology of endometriosis. In this
paper, we propose to observe the effect of mesenchymal cells in implants of
endometriosis retrocervical (deeply disease), created from a fragment of the uterus
itself, in rabbits. To this, 27 New Zealand rabbits which were divided in three groups
were used: the Endometriosis group, where the implant retrocervical of
endometriosis was performed, the Mesenchymal group, that in addition to the
creation of disease, mesenchymal cells were applied and the Control group, created
to remove the bias manipulation of the uterus of animals. Were analyzed the fertility
rate, the time taken to enter the fertile period, obstetric outcomes, the difference in
the size of implants, the histology of the same and the inventory and pelvis. We
obtained as fertility rate the following values: 77.78% for both the Control group and
for the Endometriosis group (p=1) and 11.20% for mesenchymal group (p = 0.015).
Regarding the time to start the fertile period, the Mesenchymal group was what else
was late, averaging 38.8 + 5 days, while the Control group had a mean of 29 + 8.9
days and the Endometriosis group 20, 4 + 12.7 days (p = 0.005). Analyzing the
obstetric outcomes, we found that the control group showed the seven pregnancies,
two fetal deaths (28.57%), three miscarriages (42.86%) and two live births (28.57%);
Endometriosis group already had two fetal deaths (28.57%) and five live births
(71.43%).The difference in the sizes of implants (final - initial) was analyzed in the
groups where the implants were created: Endometriosis and Mesenchymal and there
was no statistical difference (p = 0.83). About the macroscopic appearance of the
lesions, Mesenchymal group showed the greatest pelvic adhesions. To analyze the
histology of the implants, the index Keenan, analyzing semi-quantitatively the
presence of epithelial cells in implants created, was used (score 3: epithelium
preserved till score 0: absence of epithelial.) The two groups (Endometriosis and
Mesenchymal) had a median score of 3 and therefore no statistical difference (p =
0.730) was observed. We conclude that applying mesenchymal cells in
endometriosis implants of rabbits we harmed the fertility rate, we delay the entry in
the fertile period and create more pelvic adhesions.

Keywords: endometriosis, rabbits, mesenchymal cells.
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1 INTRODUCAO

A endometriose € uma doenca ginecoldgica benigna e cronica, caracterizada
pela presenca de glandulas e/ou estroma endometrial fora da cavidade uterina. A
distribuicdo deste endométrio ectépico é mais frequente no peritbneo pélvico, mas
pode ocorrer em qualquer viscera ou 6rgao sistémico (OLIVEIRA et al, 2010).

1.1 EPIDEMIOLOGIA

Esta moléstia tem uma prevaléncia entre as mulheres em idade fértil de 5 a 15 %
(BELLELIS et al, 2011) que prejudica fortemente a qualidade de vida de suas
portadoras, acarretando dor e/ou infertilidade (ANDRADE et al, 2010). E, apesar de
todos os avangos, ainda se apresentam imprecisas a sua etiologia, a sua
fisiopatologia e a sua histéria natural (KAMERGORODSKY at al, 2007).

1.2 DISTRIBUICAO ANATOMICA

A doenca pode ser dividida, em nivel macroscopico, em trés entidades
clinicamente distintas: endometriose peritoneal superficial, endometriose ovariana
cistica (endometrioma) e endometriose infiltrante profunda (NISOLLE e DONNEZ,
1997).

Considera-se doenca profunda quando sua infiltracdo ultrapassa 5 mm de
profundidade, diferenciando assim da doenca superficial, sendo composta
essencialmente por células musculares, epitélio glandular ativo, estroma escasso,
com reacdo inflamatéria, retracéo e fibrose nos tecidos circunjacentes (PODGAEC e
ABRAO, 2004). A doenca profunda envolve em ordem crescente de frequéncia: os
ligamentos Uterossacros, o0 septo vaginal, o célon descendente, a vagina e a bexiga
(CHAPRON et al, 2006).

A exata incidéncia de endometriose profunda infiltrativa, na populagcéao geral,
nao é conhecida, mas se estima que deve afetar cerca de 20% do total de mulheres
portadoras de endometriose (CHAPRON et al 1999). Ja na série de Martin et al
(1985), foi observado que 33% de todas as mulheres submetidas a um procedimento

cirurgico para a endometriose tinham a doenca profunda (MARTIN et al, 1985).



A grande importancia da doen¢a em sua forma profunda, é que esta tem uma
correlagcdo maior com a infertilidade (COUTINHO et al, 2008; CARNEIRO et al, 2013;
STRATTON, 2014).

A doenca localizada no septo retovaginal, propriamente dito, ndo € comum
(PODGAEC e ABRAO, 2004), sendo que essa forma de doenca € aquela que
acomete o tecido conjuntivo existente entre a vagina e o reto, usualmente presente a
partir do terco médio da vagina para baixo, diferindo da doenca profunda mais alta,
posterior ao colo uterino, a qual se denominou endometriose retrocervical (MARTIN

e BATT 2001), definindo assim uma forma especifica de acometimento.

1.3 MANIFESTACOES CLINICAS

Dentro de suas manifestacdes, ha uma variedade de sintomas dolorosos que
podem estar relacionados a aparéncia, ao grau de invasdo, a localizacdo e a
profundidade de acometimento das lesées (ABRAO et al, 2003).

No entanto, se por um lado, é dito que ndo € possivel demonstrar relacéo
entre a prevaléncia e a severidade dos sintomas com o estagio ou sitio das lesbes
de endometriose (ABRAO et al, 2003), por outro lado, a doenca profunda é uma
entidade cinica especifica responsavel por sintomas de dor a qual é relacionada
com a localizacédo anatdmica da lesdo (FANCCONIER e CHAPRON, 2005).

Sao seis 0s sintomas que devem ser investigados: dismenorréia, dispareunia,
dor pélvica aciclica, infertilidade e alteracbes urinarias e intestinais ciclicas
(PODGAEC e ABRAO, 2004).

Com relacgéo a infertilidade em especifico, 20 a 50% das mulheres submetidas
a investigacao para tal, descobrem ter endometriose (ESKENAZI e WARNER 1997;
ROSA E SILVA e NOGUEIRA, 2004).

1.4 FISOPATOLOGIA

Existem varias teorias que tentam fornecer uma explicacdo para a
fisiopatologia da endometriose. Juntamente com a teoria de Sampson sobre a
menstruacdo retrograda (SAMPSON, 1921) varios outros pesquisadores tentaram

introduzir teorias para justificar a presenca de implantes de endometriose em locais



em que o fluxo menstrual ndo atua como transportador de fragmentos endometriais
(ABRAO et al, 2007b).

Entre essas outras teorias, estdo a da disseminacao linfatica e hematogénica
(HALBAN 1924 apud KONDO et al, 2011), a dos restos embrionarios
(RECKLINGHAUSEN, 1896 e RUSSEL1899 apud KONDO et al, 2011), a da
metaplasia celdbmica (METZGER e HANEY, 1989 apud KONDO et al, 2011), a da
teoria hormonal e imunoldgica e a hip6tese iatrogénica, entre outras (IHLENFELD et
al, 2005).

A partir de 1980, o sistema imunologico foi envolvido como facilitador ao
implante ectopico de tecido endometrial (ABRAO et al, 2007b). As células envolvidas
sao linfocitos B e T, granuldcitos, mondcitos, macrofagos e células natural killers. Os
fatores sollveis incluem fator de necrose tumoral, interleucinas 1, 6 e 8, fracdes do
complemento, proteinas inflamatérias de fase aguda e imunoglobulinas (IHLENFELD
et al e 2005; BELLELIS et al, 2011). O que gera controvérsia é se estas alteracfes
precedem a endometriose ou s&o oriundas dela (ABRAO et al, 2007b). Evidéncias
ja tém mostrado que os mediadores do sistema imune, tais como citocinas e
guimiocinas, tém papel chave na patogénese da endometriose (LEBOVIC et al,
2001).

Podemos dizer que existe uma ativacdo do sistema imune, induzida pela
doenca, resultando em um aumento dos niveis de citocinas proinflamatorias,
substancias angiogénicas e fatores de crescimento produzidos principalmente pelas
células peritoneais imunes e pelas células de endometriose (NISOLLE e DONEZ,
1997; AMARAL et al 2009; KONDO et al, 2011).

Além disso, é entendido que as células endometriais, no contexto da
endometriose, apresentam capacidade migratéria, invasibilidade e resisténcia a
apoptose (ABRAO et al, 2007b), ou seja, propriedades que dio a esta doenca

caracteristicas de expanséao e de cronicidade.

1.5 DIAGNOSTICO

Embora o diagnostico definitivo da endometriose necessite de uma
intervencao cirargica, preferencialmente por videolaparoscopia, achados de exames
de imagem e laboratoriais ja podem predizer, com forte grau de confiabilidade, que a
paciente apresenta endometriose (NAUL e SPRINTZER, 2010).



Até os dias atuais, nenhum marcador bioquimico pode ser considerado como
de eleicdo para diagnéstico de endometriose, porém o Ca-125 (quando coletado no
primeiro ou segundo dia do ciclo menstrual) pode ser util para o diagnostico da
endometriose em estadio avancado, principalmente quando os valores sao
superiores a 100 Ul/ml (ABRAO et al, 1999).

O primeiro exame de imagem a ser solicitado na paciente com historia e
exame fisico sugestivo de endometriose € a ultrassonografia pélvica transvaginal,
preferencialmente com preparo intestinal, a qual apresenta, dependendo das
localizacbes das lesbes, uma acuracia de 76 a 97% (sensibilidade de 94% e
especificidade de 98%) (EXACOUSTOS et al, 2014). Se o exame € normal, a
paciente pode nédo ter endometriose ou ter doenca inicial ndo-infiltrativa. Por outro
lado, se o exame for conclusivo para endometriose ovariana, do septo retovaginal ou
retossigmoide ou do trato urinario, o tratamento pode ser indicado sem exames de
imagem adicionais (ABRAO et al, 2007a).

Recentemente, a ultrassonografia transvaginal tem sido relatada com uma
excelente ferramenta no diagnostico da endometriose profunda em diferentes
localizacdes: septo retovaginal, retrocervical, areas paracervicais, reto e sigméide e
parede vesical (CARNEIRO et al, 2013).

A presenca de massas ovarianas com hipétese diagndstica duvidosa pode ser
mais bem avaliada com a ressonancia magnética. Alteracdes sugestivas de doenca
do septo retovaginal, ligamentos Uterossacros ou do retossigméide podem ser
confirmadas por ecoendoscopia retal ou ressonancia magnética (NAUL e
SPRITZER, 2010).

1.6 TRATAMENTO

Os tratamentos existentes atualmente para endometriose baseiam-se na
inducédo de amenorréia, seja por atrofia endometrial ou por decidualizacdo. Ndo ha
um consenso em relacéo ao tratamento de pacientes com dor pélvica ou infertilidade
(AMARAL et al, 2006)

Nas pacientes em que a queixa é de dor pélvica, podemos iniciar um
tratamento empirico com anticoncepcionais orais, mesmo sem o diagnostico
definitivo. Se a paciente ndo melhorar em trés meses ou houver a suspeita de

endometriose profunda infiltrativa, podemos usar analogos do horménio liberador de



gonadotrofina (GnRH), por trés meses e apds seguir manutencdo com
anticoncepcionais orais. Se a paciente apresentar recidiva da dor, exame de imagem
sugestivo de endometrioma maior que 3 cm ou suspeita de aderéncias, a cirurgia
deve ser indicada (KENNEDY et al, 2005).

Embora os tratamentos medicamentosos tenham um papel substancial na
melhora da dor nas pacientes com endometriose, 0 seu efeito é temporério
(VERCELLINI et al, 2009). As mulheres muito sintomaticas normalmente necessitam
de tratamento cirargico para complementar o tratamento clinico (KONDO et al,
2011).

Os tratamentos de reproducédo assistida — inseminacdo intrauterina e
fertilizagdo in vitro — podem ser indicados para pacientes com endometriose e
infertilidade, levando-se em conta o grau da doenca, o envolvimento das trompas, a
idade, o tempo de infertilidade e a presenca de outros fatores associados
(KENNEDY et al, 2005).

1.7 DESCOBERTAS

Atualmente, muitos grupos de cientistas pesquisam a presenca de células-
tronco progenitoras no endométrio humano e em modelos experimentais, além de
sua correlacdo com a regeneracdo endometrial e ciclicidade menstrual. (GARGETT,
2004; CHAN et al, 2004; DU e TAYLOR, 2009).

O conceito de que as células-tronco mesenquimais e epiteliais remanescentes
do periodo embriondrio e localizadas na camada basal do endométrio seriam
responsaveis por sua intensa atividade regenerativa foi proposto anos atrds. Sob
estimulo hormonal as células-tronco endometriais migrariam da camada basal do
endométrio originando células progenitoras com linhagem celular especifica como
epiteliais, estromais e vasculares (PRIANISHNIKV, 1978 e PADYKULA, 1991 apud
FETTBACK, 2010).

Nos ultimos anos postulou-se que o processo de regeneragdo celular poderia
ser dependente de células-tronco localizadas em nichos especificos do endométrio e
que, quando submetidas a determinados estimulos sistémicos, como altas
concentracOes de estradiol, poderiam migrar para outras localizagdes e gerar grupos
de células progenitoras com o potencial de diferenciacdo em outros tipos celulares

epiteliais, estromais e vasculares (OLIVEIRA et al, 2010).



Em 2004 um grupo de pesquisa se empenhou em comprovar a presenca de
células-tronco progenitoras no endométrio. Esses pesquisadores demonstraram que
o endométrio humano possui um pequeno grupo de células que exibem capacidade
clogénica. Foi visto que a presenca de uma pequena quantidade de células epiteliais
(0,22%) e estromais (1,25%) iniciam a formagao de colbnias em meio contendo soro
e apresentam alto potencial de proliferacao celular (CHAN et al, 2004).

Um estudo recente demostrou a presenca da expressdo de genes
relacionados a atividade das células-tronco no endométrio topico, nas lesGes de

endometriose superficial e profunda e no peritonio normal (FETTBACK, 2010).

1.8 CELULAS MESENQUIMAIS

As células-tronco estdo presentes durante os estagios de desenvolvimento
embrionério, mas também podem ser identificadas em determinados tecidos adultos
(GARGETT, 2004). As células-tronco adultas sdo encontradas em estruturas
anatébmicas, denominadas nichos, que sdo microambientes com comunicacao por
sinais, que mantém a homeostasia/autorregulacao, proliferacdo, diferenciacdo e
apoptose (SASSON e TAYLOR, 2008). Nos ultimos anos, tais células tém sido
identificadas em diversos o6rgdos, incluindo a medula 6ssea, mama, proOstata,
cérebro, figado, tecido adiposo e, mais recentemente, em tecidos ginecolégicos,
como endomeétrio, ovario e placenta (GARGETT, 2004; CHAN et al, 2004).

Uma das fontes mais utilizadas para extracdo de células-tronco adultas é a
medula 6ssea, amplamente estudada face ao uso clinico em transplantes. Nesse
tecido, encontramos dois tipos de células-tronco: as hematopoiéticas e as
mesenquimais (SCHWINDT et al, 2005). Estas ultimas se diferenciam em adipdcitos
condrocitos, ostedcitos mondocitos, neurdnios, astrocitos, endotélio, hepatocitos,
células pulmonares, células intestinais, pele e endométrio (VIDANE et al, 2013).

Além da medula 6ssea, varios outros tecidos possuem suas préprias células-
tronco mesenquimais, como sangue periférico, tecido adiposo e sangue de corddo
umbilical, entre outros (SCHWINDT et al, 2005) e elas podem estar presentes
também margeando vasos sanguineos, onde sdo denominadas células
perivasculares ou pericitos, sendo “ativadas” quando ha lesdo endotelial (MUNDRA
et al, 2013).



A existéncia de células-tronco ndo-hematopoiéticas na medula 6ssea foi
inicialmente sugerida por Cohnhein, ha mais de 130 anos (SCHWINDT et al, 2005).
No entanto, foi com os achados de Friedestein et al, em meados de 1970, que essa
teoria veio a ser comprovada com a descoberta das células-tronco mesenquimais
(FRIEDENSTEIN et al, 1974). Eles encontraram, em uma cultura de células da
medula éssea, uma populacdo de células aderidas ao plastico em forma de fuso,
semelhantes a fibroblastos. Observaram também que essas células possuiam
capacidade para se diferenciar em col6nias que lembravam depdsitos de 0sso ou
cartilagem (MEIRELLES et al, 2009).

Até hoje, o cultivo de células-tronco mesenquimais é feito selecionando-se as
células com propriedade de adesdo ao plastico, enquanto as células que
permanecem em suspensdo sdo facilmente removidas. Outros tipos celulares
“contaminantes” (como macrofagos e linfocitos) s&o eliminados apds determinado
namero de passagens (SHWINDT et al, 2005; MEIRELLES et al, 2009; BYDLOWSKI
et al, 2009)

As células mesenquimais sédo hoje consideradas ideais para a terapia celular
por ndo apresentarem imunogenicidade, por terem a capacidade de se diferenciar
em diferentes tecidos e por secretarem fatores imunomoduladores e fatores
regenerativos/reparadores. Sua relacdo com o reparo tecidual é hoje uma das suas
maiores aplicacbes (DOORN et al, 2012).

Os efeitos imunomoduladores das células mesenquimais se mostram ha
secrecdo de fatores que diminuem a proliferacdo de linfécitos T CD4 e CD8, de
linfécitos B, células dentriticas e natural killers; na alteracdo da maturacéo de células
apresentadoras de antigenos; na alteracao do perfil pro-inflamatério dos linfécitos T
hellper 1 em linfécitos T hellper 2 (anti-inflamtoérios) e na diminuicdo da secre¢éo de
proteinas inflamatorias: TNF-a (tumoral necrosis factor a ) e INF- Y (interferon- Y)
(PHINNEY e SENSEBE, 2013).

Portanto, apesar das células mesenquimais serem primariamente utilizadas
na regeneragdo, seus efeitos sobre as células do sistema imunolégico e a sua
secrecdo de fatores de crescimento, abriu novos caminhos clinicos para sua
utilizacdo (MUNDRA et al, 2013).

H& quem considere que o sistema reprodutor humano € considerado uma
fonte valiosa de células mesenquimais, porém tal afirmacdo necessita de maiores
investigacoes (BIEBACK et al, 2012).



Em 2009 um grupo de pesquisa prop6s que, em humanos, células de medula
0ssea transplantadas poderiam participar do processo de regeneracdo endometrial
nas pacientes receptoras (DU e TAYLOR, 2009). As células mesenquimais
derivadas da medula éssea também contribuem para o crescimento do endométrio e
para sua regeneracao e desempenham algum papel na progressao da endometriose
(VIDANE et al, 2013).

1.9 CELULAS MESENQUIMAIS E ENDOMETRIOSE

Nos ultimos anos a poténcia terapéutica das células mesenquimais tem sido
atribuida a secrecéo de um grande numero de fatores com potenciais angiogénicos,
troficos, imunomoduladores e anti-inflamatérios (PHINNEY e SENSEBE, 2013).

As mais importantes caracteristicas clinicamente relevantes das células
mesenquimais sdo a sua disponibilidade para crescer em cultura, a sua baixa
imunogenicidade e a sua capacidade imunossupressora e (LI et al, 2012). Essa
capacidade imunossupressora sO existe quando essas células estdo expostas a
niveis suficientemente altos de citocinas pro-inflamatérias (LI et al, 2012; DE
MIGUEL et al, 2012; SHI et al, 2010).

Muitas pesquisas estdo utilizando células mesenquimais para tratar doencas
imunologicas em humanos, uma vez que estas células modulam a funcdo imune das
populacées celulares envolvidas na inflamacéo (Linfécitos T, Linfécitos B, Natural
Killers e células apresentadoras de antigenos) (ABUMAREE et al, 2012). Nesse
sentido, as células mesenquimais sdo utilizadas no reparo tecidual, nas doencas
auto-imunes e na prevencao da doenca do enxerto versus hospedeiro (MUNDRA et
al, 2013).

Nesse cenario, temos por um lado a endometriose, que é uma doenca com
carcateristicas inflamatorias (IHLENFELD et al, 2005), e por outro lado, as células
mesenquimais, com a liberagéo de fatores imunomodeladores (DOORN et al, 2012).
E como um ambiente inflamatdrio € necessario para que as células mesenquimais
exercam sua funcdo de imunomodulagédo (DE MIGUEL et al, 2012), esse ambiente é
o encontrado na endometriose, uma vez que os focos ectdpicos de endométrio séo
ativadores do sistema imune (AMARAL et al 2009; KONDO et al, 2011).

Fato importante na correlagdo das células mesenquimais na endometriose,

porém, dessa vez como um efeito positivo de uma obre a outra, € a descoberta de



que a transicao epitélio-mesénquima, que € um processo que consiste em uma série
de mudancas no fen6tipo de células epiteliais e que fazem com que estas assumam
caracteristicas de células mesenquimais (com maior capacidade migratéria, maior
capacidade de invaséo e de elevada resisténcia a apoptose) pode estar envolvida na
fisiopatogenia da endometriose (POPPE, 2013; MATSUZAKI e DARCHA, 2014).

Em etapas especificas da embriogénese, as células epiteliais de certos
epitélios possuem uma capacidade diferenciada de transformacdo, de modo que
parecem alternar entre as caracteristicas de células epiteliais e células
mesenquimais. As células epiteliais sao justapostas, polarizadas e unidas entre si
através de moléculas de adesédo, porém possuem plasticidade fenotipica, processo
no qual podem passar por varias mudancas, como perda da capacidade de adeséo
e da sua polaridade o que as tornam fenotipicamente semelhantes as células
mesenquimais, com capacidade de locomover-se e de invadir tecidos (GOMES et al,
2011).

Também é sabido que o endométrio é derivado da mesoderme intermediaria
através da transicdo epitélio-mesénquima durante o desenvolvimento do sistema
urogenital (MATSUZAKI e DARCHA, 2014).

Assim, levando em conta a semelhanca entre as carcteristicas da transicao
epitélio-mesenquimal com as carcteristicas da endometriose, um novo caminho se
abriu no entendimento da fisiopatologia da doenca (POPPE, 2013).

A partir dos estudos de Mambelli et al (2013) e de Jing et al (2014) que
utilizaram-se de células mesenquimais para verificar a regeneracdo endometrial,
pbde-se afirmar que essas células tiveram potencial para tal fato. No primeiro estudo
disp6s-se de céulas mesenquimais para o tratamento de endometrose em éguas
(doenca degenerativa no endométrio diretamente relacionada a problemas de
fertilidade em equinos). Nessa pesquisa as células infundidas intra-Utero foram
capazes de fazer proliferar o endométrio danificado das éguas (MAMBELLI et al,
2013). J4 no segundo estudo aplicaram-se células mesenquimais para constar o
aumento da espessura de uma camada de endométrio em ratas. Nessa pesquisa as
células mesenquimais infundidas na forma endovenosa mostraram efeito benéfico
sobre o crescimento do endométrio e o0 seu papel imunomodulador (aumento de

citocinas anti-inflamatorias) (JING et al, 2014).
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1.10 MODELOS EXPERIMENTAIS E ENDOMETRIOSE

A complexidade na fisiopatologia e a heterogeneidade da doenca em
humanos fazem da endometriose uma das doencas mais estudadas da atualidade e,
para facilitar estes estudos, alguns modelos experimentais tem sido propostos.
(ROSA E SILVA e NOGUEIRA 2004).

Um bom modelo experimental animal € necessario para pesquisa, com 0
objetivo de elucidacdo do mecanismo da doenca e desenvolvimento de novas
terapéuticas, porém a endometriose ocorre espontaneamente apenas em primatas,
gue sao muito onerosos para uso experimental (HIRATA et al, 2005).

Os modelos endometriais tém sido criados cirurgicamente em pequenos
animais, tais como coelhas, ratas e camundongas (KONDO et al, 2011).

O método proposto por Jones (JONES, 1984) para inducdo de endometriose
em ratas é o mais amplamente utilizado em pesquisas. Neste modelo € realizado um
auto-transplante de um fragmento uterino com a face endometrial voltada para a
cavidade peritoneal.

No trabalho de Rosa e Silva e Nogueira, em 2004, os autores comparam,
através da literatura, que ratas, apesar de serem modelos experimentais bem
acessiveis com lesées homogéneas e com manejo facil (BERTHET et al, 1992 apud,
ROSA E SILVA e NOGUEIRA, 2004), possuem um pequeno porte, o que dificulta a
técnica cirdrgica das mesmas. Ja coelhas passam a ser uma boa op¢do de modelo
experimental, pois, além do maior tamanho, também apresentam lesdes
homogéneas, geralmente massas soélidas e hemorragicas, faciimente obtidas por
meio de auto-transplante de fragmentos endometriais ou abertura e exposicdo da
cavidade endometrial (MANYAK et al, 1990 apud ROSA E SILVA e NOGUEIRA,
2004).
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2 OBJETIVOS

2. OBJETIVO GERAL

- Avaliacéo do efeito das células mesenquimais na fertilidade de coelhas com

implantes retrocervicais de endometriose.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Comparacao do tempo de inicio do periodo fértil e dos desfechos obstétricos
Nos animais expostos e ndo expostos a terapia celular.

- Analise da evolucédo do implante de endometriose e classificacdo histoldgica.

- Comparacao do inventario da cavidade pélvica nos grupos Endometriose,
Controle e Mesenquimal.
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3 MATERIAIS E METODOS

Apoés a aprovacdo pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA- PUCPR-
projeto n° 710 C) foram utilizadas na pesquisa 29 coelhas adultas (com 6 a 8 meses
de idade) da linhagem Nova Zelandia, com peso compreendido entre 3 a 4 kg,
sendo 27 para compor a amostra e duas para a coleta da medula 6ssea.

Foram seguidos os principios éticos da Sociedade Brasileira de Ciéncia em
Animais de Laboratorio (SBCAL/COBEA).

Os animais ficaram no biotério da PUC-PR acomodados um em cada gaiola,
com dimensdes padrao de 50 x 50 x 50 cm de largura, profundidade e altura,
respectivamente, as quais apresentavam as grades inferiores de tamanho reduzido,
para ndo haver a possibilidade das patas ficarem presas e ocorrerem fraturas ou
lesbes.

A temperatura ambiente foi de 18 a 22°C com umidade de 45 a 65%. A
luminosidade seguiu a pratica de manter 12 horas de luz por 12 horas de escuro. A
alimentacao foi composta de racédo especifica para coelhos (nuvital) e de 4gua ad
libidum. No local ocorreu troca da ventilagdo a cada 10-15 horas para eliminacéo de
odores e gases. O ruido do ambiente do biotério foi controlado para haver 50 a 60
dB no local onde permaneceram o0s animais.

As coelhas foram pesadas no dia da cirurgia e posteriormente uma vez por
semana no seguimento, para se certificar de que os grupos foram mantidos sob
mesmas condicbes de alimentacdo, luz e temperatura, ndo havendo, portanto,
interferéncias das condicbes ambientais nos resultados.

Para os procedimentos cirirgicos e para a extracdo e cultivo das células
mesenquimais utilizaram-se o laboratério de Técnica Operatéria e Cirurgia
Experimental e o laboratério de Terapia Celular, ambos da PUC-PR.

Dividiram-se entéo as coelhas em trés grupos de 9 cada um.

No grupo Controle (grupo C), foi realizada apenas a retirada de um fragmento
do corno uterino. As coelhas possuem utero bicornos com duas cérvix (BISHOP,
2002). No grupo Endometriose (grupo E), foi desenvolvida a aplicacdo do implante
através de um retalho do fragmento uterino retirado do préprio animal. No grupo
Mesenquimal (grupo M) desenvolveu-se também o implante, porém, esses animais

receberam as células mesenquimais 21 dias apos o implante ser realizado.
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Na inducédo anestésica foi utilizada uma combinacéo de xilazina na dose de 5-
10 mg/kg com quetamina na dose de 30-50 mg/kg. A via foi a intramuscular (no
guadriceps). A quetamina causa sedacao e a xilazina o bloqueio muscular. (PAIVA
et al, 2005). Apos o animal estar em decubito canulou-se a veia marginal da orelha
para a introducdo de fluidoterapia e, para quando necessario, a introducédo de
anestésicos (Xilazina 1mg/kg e quetamina 3 mg/kg).

Apo6s o procedimento cirdrgico as coelhas permaneceram no biotério da PUC-
PR sob os cuidados descritos acima, evitando-se a0 maximo a manipulacéo,
barulhos e acdes que poderiam estressar 0s animais.

Para a analgesia pOs-operatoria utilizou-se dipirona sodica (Algivet ®) na dose
de 25mg/kg), IM de 12 em 12 horas por 3 dias.

A eutanésia de cada coelha ocorreu distante das demais. Para realizacédo do
procedimento utilizou-se quetamina e xilazina, nas doses descritas acima para
anestesia e quando os animais estiveram sob anestesia profunda aplicou-se o dobro
da dose anestésica. A confirmacdo da morte deu-se pela auséncia de movimentos
respiratorios, de batimentos cardiacos e da perda dos reflexos, como o coérneo-
palpebral.

Para analise histolégica foi utilizada a coloracdo de Hematoxilina e Eosina e a
classificacdo da les@o foi realizada através do indice de Keenan, que avalia a
persisténcia das células epiteliais nos implantes (KEENAN, 1997). Esta classificacdo
€ dada da seguinte forma: escore 3. camada epitelial bem preservada, escore 2:
epitélio moderadamente preservado com infiltrado leucocitario, escore 1: epitélio mal
preservado (apenas células epiteliais ocasionais), escore 0: nenhum epitélio.

3.1 GRUPO ENDOMETRIOSE

3.1.1 Procedimento cirurgico

Para a realizacdo do grupo Endometriose, inicialmente foi feita uma inciséo
mediana na parede abdominal, de 4 cm, iniciando a dois cm da sinfise pubica.
Retirou-se entdo um fragmento de quatro cm do corno uterino direito (padronizagao).
Esse fragmento foi imerso em solucdo salina de 0.9% a 4 ° C por 2 minutos e, apos,
foram confeccionados retalhos de 5x5 mm (25 mm? de &rea) e estes entdo foram

suturados com fio prolene 3.0 na regido retrocervical (atrds do colo uterino) com a
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face endometrial voltada para a cavidade abdominal. A parede foi fechada nos
planos muscular e aponeurético (Figura 1 A-F).

Figura 1. (A) Identificagdo do Gtero bicorno da coelha. (B) Medi¢do de 4 cm do corno uterino direito.
(C) Fragmento do corno uterino ressecado. (D) Imersédo do fragmento em SF 0,9%. (E) Confecc¢éo de
um retalho de 5x5 mm. (F) Implante de endometriose na regiao retrocervica%

Fonte: a autora, 2012.
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3.1.2 Pos-operatadrio e fertilidade

Aguardou-se o tempo de 21 dias para dar inicio as cépulas. Esse tempo € o
minimo necessario para que ocorra o desenvolvimento da doenca, ou seja, para que
o endométrio implantado se torne secretor (SCHOR et al, 1999; BUDDEL, 2011).

As coOpulas ocorreram em 4, 6 e 9 semanas apds a cirurgia, no momento em
que as coelhas estavam férteis. Para a verificacdo da fertilidade, utilizou-se a

avaliacdo diaria da coloracdo da vulva, ou seja, aquelas que se encontravam

vermelho/violaceas (diferentemente da cor esbranquicada habitual) foram postas
junto com um macho para copular. (BISHOP, 2002; PTASZYNSKA, 2007); (Figura 2
A e B).

Figura 2. (A) Vulva da coelha fora do periodo fértil. (B) Vulva da coelha durante o periodo fértil.

Fonte: a autora, 2012.

3.1.3 Diagnéstico da gestacdo e nascimento

Foram realizadas ecografias abdomino-pélvica durante as idades gestacionais
de 7 a 23 dias. Nesse momento foi verificado se havia sinais de gestacéao (presenca
de saco gestacional, fetos) ou ndo (Figura 3 A e B).

A ecografia € um bom método para o diagnostico de gestacdo em coelhas,
assim como para se verificar a viabilidade do feto (BISHOP, 2002).

Aguardou-se entdo o tempo de gestacdo de 30 a 33 dias (BISHOP, 2002;
PTASZYNSKA, 2007) e o nascimento dos filhotes das que se encontravam prenhes.
Os mesmos foram eutanasiados apds o nascimento, através do método mecanico

de decapitacao, indicado para neonatos roedores (ZAIA, 1990; PAIVA et al, 2005).
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Figura 3. (A) Realizacdo da ecografia abdominal/pélvica. (B) Imagem de diagndstico de gestacgéo.

Fonte: a autora, 2012.

3.1.4 Verificagdo dos implantes

A eutanéasia ocorreu de 10 e 12 semanas apo0s a realizacdo dos implantes,
seguindo os procedimentos ja descritos acima.

Os implantes foram fotografados, medidos e entdo retirados, fixados e
colocados em bloco de parafina para posterior analise histologica (Figura 4).

Figura 4. Implante de endometriose ap6s eutanasia do
grupo Endometriose.
3

Fonte: a autora, 2012.
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3.2 GRUPO CONTROLE

3.2.1 Procedimento cirurgico

Para a realizacédo do grupo Controle, realizou-se a retirada de um fragmento
do corno uterino, seguindo a mesma técnica descrita para o grupo Endometriose,
porém, nesse grupo, nao foi realizado o implante endometriético (Figura 5).

A parede foi fechada nos planos muscular e aponeurdético.

Esse grupo foi criado para se verificar se a infertilidade foi advinda da
endometriose criada e ndo apenas da manipulagéo do utero do animal.

Figura 5. Ressecc¢édo de fragmento de 4 cm do corno
uterino direito.

Fonte: a autora, 2012.

3.2.2 Pés-operatério e fertilidade

Aguardou-se o tempo de 21 dias para dar inicio as cOpulas. Esse intervalo foi
utilizado para padronizar os trés grupos da pesquisa, pois nos grupos em que foi
realizado o implante de endometriose, esse tempo € 0 minimo necessario para que
ocorra o desenvolvimento da doenca (SCHOR et al, 1999; BUDDEL, 2011).

As copulas ocorreram em 4, 6 e 7 semanas apoés a cirurgia, no momento em
gue as coelhas estavam férteis. Para a verificacdo da fertilidade, utilizou-se mesma
técnica descrita acima, baseada na coloragdo avermelhada/violdcea da vulva e

entdo as férteis foram sendo colocadas junto aos machos.
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3.2.3 Diagnoéstico da gestacdo e nascimento

Foram realizadas ecografias abdominais durante as idades gestacionais de
21 a 25 dias. Nesse momento também foi verificada a presenca de gestacao,
conforme descrito acima.

Aguardou-se entdo o nascimento dos filhotes das que se encontravam

prenhes. Os mesmos também foram eutanasiados ap0s 0 hascimento.

3.2.4 Eutanésia

A eutandsia ocorreu de 10 e 12 semanas apOs a cirurgia, seguindo 0s

procedimentos descritos acima.

3.3. GRUPO MESENQUIMAL

3.3.1 Procedimentos cirurgicos

Para a criacdo da doenca no grupo Mesenquimal seguiu-se a mesma técnica
do grupo Endometriose.
Foi aguardado um periodo de tempo de 21 dias para que o implante

desenvolvesse a lesao.

3.3.2 Extracgao e cultivo das Células Mesenquimais

As células mesenquimais foram obtidas 12 semanas antes da sua aplicacao,
atraves da extracdo da medula 6ssea de duas coelhas (3.400g e 3.800 Q).

A medula 6ssea foi processada no Laboratério Experimental de Cultivo
Celular da PUCPR. Para a coleta, as duas fémeas foram eutanasiadas (seguindo o
mesmo protocolo ja descrito acima) e entdo retirados seus 0ssos longos (Figura 6
A). Sobre uma placa de Petri contendo tamp&o salino fosfatado (PBS) (Gibco™
Invitrogen, New York, USA), foi retirada toda a musculatura ao redor dos 0ssos e
estes foram transferidos para outra placa de Petri. Com auxilio de uma ping¢a saca-
bocado, foram retiradas as epifises dos 0ssos e realizada a lavagem para retirada

da medula éssea, com uma seringa contendo heparina sodica (Cristalia, Sdo Paulo,
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Brasil) e meio de cultura Dullbeco modificado por Eagle (DMEM) (Gibco™
Invitrogen, NY, USA) (Figura 6 B). A medula e o meio de cultura foram recolhidos
em um tubo coénico de 50 mL (TPP, Trasadingen, Switzerland) (Figura 6 C).

A medula 0ssea foi diluida em meio de cultura DMEM e colocada sobre um
gradiente de densidade Ficoll-Hypaque (d=1,077 g/cm®) (Sigma Chemical, St. Louis,
USA) para isolamento das células mononucleares (Boyum A, 1968). Apés a
centrifugacdo de 400 g durante 40 minutos (Figura 6 D), foi retirado o anel de
células mononucleares (Figura 7 A), e feita duas lavagens com meio de cultura a
400 g durante 10 minutos, para a retirada do excesso de ficoll-hypaque. O botdo de
células foi ressuspendido em meio DMEM suplementado com 15% de soro bovino
fetal (Gibco™ Invitrogen, New York, USA) e 1% de antibiético (penicilina 100 U/mL
e estreptomicina 100 pg/mL) (Gibco™ Invitrogen, New York, USA). As células do
anel celular foram retiradas (Figura 7 B) e entdo contadas em camara de Neubauer
(Figura 7 C) e plaqueadas em frascos de cultura celular com 75 cm? de &rea (TPP,
Trasadingen, Switzerland) numa concentracdo de 1x10°células/cm?. Os frascos de
cultivo foram mantidos em estufa com 5% de CO; e feita a troca de meio duas vezes
por semana. A cada troca de meio foram eliminadas as células da linhagem
hematopoiética (células em suspensdo) e mantidas as células aderentes (células-
tronco mesenquimais) (Figura 7 D).

As células mesenquimais foram identificadas, através de dois critérios oriundos
da Sociedade Internacional de Terapia Celular (MUNDRA, et al 2013): células que se
proliferam in vitro e que sdo aderentes ao plastico. O terceiro critério ndo foi aplicado
(citometria de fluxo com positividade para CD15, CD 73 e CD90 e negatividade para
CD34, CD16, CD45, CD11a e HLADR), pois ainda ndo ha um painel de citometria de
fluxo especifico para coelhos no Laboratorio de Terapia Celular da PUCPR.

Quando foi observada 80% de confluéncia celular, as células foram
dissociadas do frasco de cultivo utilizando 0,25% de tripsina/EDTA (Invitrogen™,
New York, USA) e replaqueadas (passagem 1) para a expansao celular.

A seguir, as células mesenquimais foram entdo congeladas até a data préxima

da sua utilizagéo.
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Figura 6. (A) Extracdo dos ossos longos das coelhas. (B) Extracdo da medula 6ssea dos 0ssos
longos. (C) Medula 6ssea retirada juntamente com o meio de cultivo, no tubo conico. (D)
Centrifugacao da solugdo contendo a medula dssea extraida e o meio de cultivo.

Fonte: a autora, 2012.

Figura 7. (A) Anel celular obtido apds a centrifugagdo da solucédo. (B) Retirada do anel celular da
solugdo centrifugada. (C) Contagem celular na camera de Neubauer. (D) Frasco de cultivo com
células mesenquimais.

Fonte: a autora, 2012.
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3.3.3 Aplicacdo das Células Mesenquimais

Passados os 21 dias, realizou-se a segunda cirurgia para a aplicacao das
células mesenquimais. Nessa reoperacédo verificou-se o tamanho da lesdo formada
pelo implante (figura 8 A). Todos os implantes foram considerados viaveis (area
igual ou superior a 25 cm?).

Foi utilizada a quantidade de 2x 10° células em cada animal (2ml em uma

seringa) a e a aplicacao ocorreu na borda do implante (Figura 8 B).

Figura 8. (A) Verificacdo do implante durante a aplicacdo das células mesenquimais. (B) Aplicacao
das células mesenquimais.

i
e =X,

Fonte: a autora, 2012.

3.3.4 Pos-operatorio e fertilidade

Aguardou-se o tempo de 21 dias para dar inicio as copulas. Esse intervalo foi
utilizado para também padronizar os trés grupos da pesquisa. As cépulas ocorreram
em 7, 8 e 9 semanas apds a cirurgia, no momento em que as coelhas estavam
férteis. Para a verificacado da fertilidade, utilizou-se mesma técnica descrita acima,
baseada na coloragdo avermelhadal/violacea da vulva, e entdo as férteis foram
sendo colocadas junto aos machos.

3.3.5 Diagnoéstico da gestacédo e nascimento
Foram realizadas ecografias abdominais durante as idades gestacionais de

13 a 21 dias. Nesse momento foi verificado se havia sinais de gestacao (presenca
de saco gestacional, fetos) ou nao.
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Esperou-se entédo o nascimento dos filhotes. Como nesse grupo apenas uma
ficou prenhe, e esse evoluiu para Obito fetal, foi realizada a eutanasia sem o
nascimento, apos passada a data provavel de parto (30 a 33 dias de gestacéo)
(BISHOP, 2002; PTASZYNSKA, 2007) e ndo haver nascimento.

3.3.6 Verificagdo dos implantes

A eutanasia ocorreu 13 semanas apOs a realizacdo do implante e nove
semanas apoés a aplicacdo das células mesenquimais sobre os mesmos, seguindo
os procedimentos descritos acima.

Os implantes foram fotografados, medidos e entdo retirados, fixados e

colocados em bloco de parafina para posterior analise histolégica (Figura 9).

Figura 9. Implante endometridtico apos a eutanasia
do grupo Mesenquimal.

Fonte: a autora, 2012.
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3.4 FLUXOGRAMA DO DESENHO DA PESQUISA:
27 COELHAS
Total da amostra
9 COELHAS 9 COELHAS 9 COELHAS
Grupo Grupo Grupo
Endometriose Mesenquimal Controle
35 FLUXOGRAMA DOS EVENTOS OCORRIDOS:
Grupo Endometriose 4 \ Grupo Controle i Grupo Mesenquimal
Dia O - Criacao do Dia O - Ressecgao do | Dia O - Criacao do
implante fragmento implante
A partir do 21 °dia - A partir do 21 °dia - ~ 22° dia- Aplicacao de |
Copulas Copulas células mesenquimais

|
A partir do 42° dia-

| Copulas
10 a 12 semanas- 10 a 12 semanas- 13 semanas-
nascimentos e nascimentos e eutanasia

eutanasia

eutanasia
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3.6. ANALISE ESTATISTICA:

Variaveis qualitativas foram descritas por frequéncias e percentuais e
variaveis quantitativas por médias, medianas, valores minimos, valores maximos e
desvios padroes.

Para a comparacdo dos grupos em relacdo a varidveis qualitativas
dicotbmicas foi considerado o teste exato de Fisher. Em relacdo a variaveis
guantitativas os grupos retrocervical e tratamento foram comparados usando-se o
teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney.

Para a comparacao dos trés grupos foi considerado o teste ndo-paramétrico
de Kruskal-Wallis ou 0 modelo de andlise da variancia (ANOVA) com um fator.
Valores de p<0,05 indicaram significancia estatistica. Os dados foram analisados

com o programa computacional SPSS v.20.0.
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4 RESULTADOS
4.1 TAXA DE FERTILIDADE
Sete coelhas do grupo Controle (77,78%) e também sete do grupo

Endometriose (77,78%) ficaram prenhes. Do grupo Mesenquimal apenas uma ficou
prenhe (11,1%) (Tabela 1).

Tabela 1 - Avaliagdo da taxa de fertilidade nos grupos Controle, Endometriose e Mesenquimal,
respectivamente, em valor absoluto e em porcentagem.

Grupos
Fertilidade Grupo C Grupo E Grupo M
Sim 7 (77,78%) 7 (77,78%) 1(11,11%)
Nao 2 (22,22%) 2 (22,22%) 8 (88,89%)
Total 9 9 9

Fonte: a autora, 2013.

Os grupos foram comparados dois a dois em relagdo a presenca de gestacao
(sim ou ndo). Para tanto, testou-se a hip6tese nula de que a probabilidade de
gestacdo € igual nos dois grupos versus a hipdtese alternativa de que as
probabilidades sdo diferentes; os resultados obtidos foram de p=1 para a
comparacao do grupo Controle com o grupo Endometriose e de p= 0,015 para a
comparacao dos grupos Controle x Mesenquimal e Endometriose x Mesenquimal.

4.2 TEMPO DE INICIO DO PERIODO FERTIL

Verificou-se que o tempo para iniciar a fertilidade, depois de realizados os
atos operatérios e aguardados os 21 dias, foi diferente intra e intergrupos.

Grupo Controle: minimo de 16 e maximo de 37 dias para iniciar o periodo fértil
(média de 29 com desvio padréo de 8,9 e mediana de 33).

Grupo Endometriose: minimo de 14 e maximo de 49 dias para iniciar o
periodo fértil (média de 20,4 com desvio padrdo de 12,7 e mediana de 14).

Grupo Mesenquimal: minimo de 33 dias e maximo de 47 dias para iniciar a

fertilidade (média de 38,8 com desvio padréo de 5 e mediana de 40).
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O valor de p para a comparacéo geral dos trés grupos foi de p=0,005.
Na tabela 2 estdo apresentadas as estatisticas descritivas do tempo levado
por cada grupo para ficar fértil de acordo com os grupos e o valor de p do teste

estatistico e no grafico 1 a ilustracdo em Box-plot das mesmas variaveis.

Tabela 2 - Tempo de inicio do periodo fértil, em dias, nos grupos Controle, Endometriose e
Mesenquimal, respectivamente, apds os procedimentos cirlirgicos; p<0,05.

Grupo n \ Mediana Média Valor de p*
Grupo C 9 33 29+8,9

Grupo E 9 14 20,4+12,7 0,005
Grupo M 9 40 38,815

*Teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, p<0,05.
Fonte: a autora, 2013.

Grafico 1 - Comparativo intra e intergrupo do tempo para o inicio do periodo fértil; Controle x
Endometriose p=0,043; Controle x Mesenquimal e Endometriose x Mesenquimal p< 0,001.
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Fonte: a autora, 2013.

Considerando-se que foi encontrada diferenca significativa entre os grupos,
estes foram comparados dois a dois. Os seguintes resultados foram obtidos:
p=0,061 para a comparacao do grupo Controle com o grupo Endometriose e de p=
0,043 para a comparacéao do grupo Controle x grupo Mesenquimal e p< 0,001 para a

comparacao do grupo Endometriose x grupo Mesenquimal.
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4.3 DESFECHOS OBSTETRICOS

Como resultados obstétricos obtivemos que o grupo Controle apresentou
das sete gestacdes, dois Obitos fetais — auséncia de nascimentos com presenca
de fetos macerados durante a eutanasia (28,57%), trés abortos - perdas fetais
antes do término da gestacdo (42,86%) e dois nascidos vivos (28,57%); j& o
grupo Endometriose teve dois Obitos fetais (28,57%) e cinco nascidos vivos
(71,43%). O grupo mesenquimal teve uma baixa taxa de fertilidade e careceu de
maiores andlises. Na tabela 3 sdo apresentadas, para cada grupo, as

frequéncias e os percentuais de acordo com as classifica¢cdes de desfecho.

Tabela 3. Resultados obstétricos dos grupos Controle, Endometriose e Mesenquimal,
respectivamente, em valor absoluto e porcentagem.

Desfecho Grupo
Controle \ Endometriose \ Mesenquimal
Obitos fetais 2 (28,57%) 2 (28,57%) 1 (100%)
0
ADOIOS 3 (42,86%) 0 0
2 (28,57%) 5 (71,43%) 0

Nascimentos vivos

Total 7 7 1
Fonte: a autora, 2013.

Os grupos foram comparados com a seguinte classificacdo de desfechos:
insatisfatorio (6bito/aborto), ou satisfatério (nascidos vivos). Obteve-se como
resultado que no grupo Controle cinco animais (71,43%) tiveram como desfecho
gestacional 6bito fetal/aborto e dois nascidos vivos (28,57%). No grupo
Endometriose dois animais (28,57%) tiveram como desfecho gestacional Obito
fetal/aborto e cinco nascidos vivos (71,57%). Ja no grupo Mesenquimal o Unico
animal prenhe teve como desfecho O6bito fetal/aborto (tabela 4). A partir desses
resultados, os grupos foram comparados dois a dois. Para tanto, testou-se a
hipétese nula de que a probabilidade de nascimento € igual nos dois grupos versus
a hipétese alternativa de que as probabilidades sao diferentes. Os resultados foram
obtidos de p=0,286 para a comparagcdo do grupo Controle com o0 grupo
Endometriose e de p= 1 para a comparacéo do grupo Controle x grupo Mesenquimal

e p= 0,375 para a comparacao do grupo Endometriose x grupo Mesenquimal.
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Tabela 4. Comparacdo entre os desfechos nos grupos Controle, Endometriose e
Mesenquimal, respectivamente.

Grupo
Desfecho Grupo C Grupo E Grupo M
Nascidos vivos 2 (28,57%) 5 (71,43%) 0
(Satisfatorio)
Obito fetal/aborto 5 (71,43%) 2 (28,57%) 1 (100%)
(Insatisfatério)
Total 7 7 1

Fonte: a autora, 2013.
4.4 COMPARAQAO DOS TAMANHOS DOS IMPLANTES

Em todas as coelhas, a area inicial de cada implante era de 25 mm?2 (5x5mm).
Durante as reoperacfes (eutanasia para o grupo Endometriose e aplicacdo de
células mesenquimais e eutandsia no grupo Mesenquimal) os implantes foram
novamente medidos. Neste Ultimo grupo, todos os implantes foram considerados
vidveis (area = 25mm3).

A diferenca dos tamanhos dos implantes em milimetros (final — inicial) foi
caracterizada por média de 55,1 mmz2 para o grupo Endometriose (desvio padrdo de
45,9) e de 82,7 mm?2 para o grupo Mesenquimal (desvio padrdo de 107,9), com
ambos apresentando mediana de 55 mmz. O valor de p foi de 0,863.

Na tabela 5 estdo apresentadas as estatisticas descritivas em cada grupo e
no grafico 2 a ilustracio em Box-plot das mesmas variaveis. As imagens dos
implantes nos grupos Endometriose e Mesenquimal, apds a eutanasia podem ser

vistos na figura 10 A e B.

Tabela 5. Diferenca no tamanho dos implantes, em mm2, nos grupos Endometriose e mesenquimal,
respectivamente, durante a eutanasia; p=0,863.

Grupo n | Mediana Média Valor de p*
Grupo E 9 55 55,1+45,9 0,863
Grupo M 9 55 82,7+107,9

*Teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, p<0,05.
Fonte: a autora, 2013.
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Graéfico 2 - Demonstrativo da diferenca do tamanho dos implantes endometriais, em milimetros, nos

grupos Endometriose e Mesenquimal; p=0,863.
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Fonte: a autora, 2013.

Figura 10. (A) Implante endometriético apds eutandsia no grupo Endometriose. (B) Implante
endometridtico apds a eutanasia do grupo Mesenquimal.

S

Fonte: a autorar,_ 5012.

45 COMPARACAO DA MACROSCOPIA NAS REOPERACOES

Com relagdo a inspecdo da cavidade abdominal e dos implantes, os trés

grupos mostraram diferencas.
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O grupo Controle, em que apenas foi realizada a exérese de um fragmento de
um dos cornos uterinos, durante a segunda laparotomia (no momento da eutanasia)
observou-se pouca formacao de aderéncias.

No grupo Endometriose, em que foi realizada a implantacdo do retalho do
fragmento uterino na regido retrocervical, foi notada a presenca de maiores
aderéncias na cavidade e em relacdo aos implantes, trés deles apresentavam a
caracteristica cistica e seis caracteristica sélida (Figura 11 A).

J4 no grupo Mesenquimal, que além dos implantes, também recebeu a
aplicacdo de 2x 10° de células mesenquimais (peri-lesional), foi notada a presenca
de uma maior quantidade de aderéncias, inclusive dificultando o encontro dos
implantes. E dentre esses, quatro apresentaram caracteristica cistica e cinco, solida
(Figura 11 B).

Figura 11. (A) Implante apos eutandsia, grupo Endometriose, caracteristica sélida. (B) Implante apés
eutanasia, grupo Mesenquimal, caracteristica cistica.

Fonte a autora, 2012

4.6 COMPARACAO HISTOLOGICA DOS IMPLANTES

Os implantes endometriais fixados em formalina foram preparados em blocos
de parafina, seccionados em uma espessura de 5um (4 cortes por amostra), corados
com hematoxilina e eosina e avaliados com microscopio 6tico.

A persisténcia de células epiteliais nos implantes endometriéticos foi avaliada
semiquantitativamente, através do indice de Keenan (KEENAN 1997). Esta
classificacdo € dada da seguinte forma: escore 3: camada epitelial bem preservada,
escore 2: epitélio moderadamente preservado com infiltrado leucocitario, escore 1:
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epitélio mal preservado (apenas células epiteliais ocasionais), escore 0: nenhum
epitélio.
Nas figuras abaixo se observam as imagens histolégicas dos implantes

retirados, com indice de Keenan 3 (Figura 12 A) e indice de Keenan 0 (Figura 12 B).

Figura 12. (A) Imagem histologica do implante endometridtico com indice de Keenan 3. (B) Imagem
histolégica do implante endometriético com indice de Keenan O.

Fonte: a autora, 2012.

Como resultado, observamos que no grupo Endometriose, das nove coelhas
analisadas, trés apresentaram indice de Keenan 0 (33,33%) e seis, Indice de
Keenam 3 (66,67%). JA no grupo Mesenquimal, duas apresentaram indice de
Keenan 0 (22,22%) e sete, indice de Keenan 3 (77,78%).

Testou-se a hipétese nula de que os resultados de Keenan sao iguais nos
dois grupos versus a hipotese alternativa de que os resultados sé@o diferentes. Os
seguintes resultados foram obtidos: grupo Endometriose com mediana de 3 e
desvio-padrdo de 1,5; grupo Mesenquimal mediana de 3 e desvio padrdo de 1,3. A
comparacao teve um valor de p=0,730. Na tabela 6 sdo apresentadas estatisticas
descritivas da variavel Keenan de acordo com os grupos e o valor de p do teste

estatistico.

Tabela 6. Comparacdo do indice de Keenan nos grupos Endometriose e mesenquimal,
respectivamente; p<0,730.

Grupo n Minimo Maximo | Mediana Média Valor de p
Grupo E +

9 0 3 3 2+1.5 0,730
Grupo M 9 0 3 3 2,3+1,3

*Teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, p<0,05
Fonte: a autora, 2013.
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5 DISCUSSAO

Esse trabalho se propds a avaliar o efeito das células mesenquimais em
coelhas expostas a endometriose.

A escolha de coelhas como modelo experimental foi baseada no fato de que
estes animais mostraram-se eficazes no desenvolvimento de focos de endométrio
ectopico na parede abdominal, mantendo caracteristicas evolutivas que sugerem
progressao da lesdo ao longo do tempo e viabilidade do tecido implantado (ROSA E
SILVA e NOGUEIRA, 2004).

Nesse estudo, buscou-se fazer a mesma técnica utilizada para o implante na
parede abdominal (ROSA E SILVA e NOGUEIRA, 2004), excetuando-se pelo fato de
realizar o implante endometriético na regido posterior do colo do utero do animal e
ndo superficial, pois a localizacdo profunda € tida como mais frequentemente
envolvida com a infertilidade (COUTINHO et al, 2008).

Vérias teorias tém sido propostas para explicar a endometriose. Sua etiologia
ainda esta distante de ser explicada, embora inUmeros trabalhos tenham sido
realizados nas ultimas décadas (IHLENFELD et al, 2005; ABRAO et al, 2007 b). Por
tanto, ndo existe até o momento, uma teoria Unica que identifique e explique todos
0s aspectos clinicos dessa doenca considerada multifatorial (KAMERGORODSKY et
al, 2007).

Sabe-se que na endometriose ha producdo de varias citocinas, que sao
fatores sollveis com fun¢bes imunorreguladora, ativadora ou supressora, que
acabam de um modo geral estimulando a proliferagdo endometrial e contribuem para
a producdo de proteinas de fase aguda de inflamacgéo, criando um ambiente pro-
inflamatoério (IHLENFELD et al, 2005). Sabe-se também que as células endometriais,
no contexto da endometriose, mostram caracteristicas de expansdo e de
cronicidade, no sentido em que apresentam capacidade de migracao, de invasao e
de resisténcia a apoptose (ABRAO et al, 2007b).

Nesse cendrio € que entram as novas teorias que exploram a participagédo do
sistema imunologico, seja por ser facilitador do desenvolvimento da endometriose,
seja por ser ativado por ela (ABRAO et al, 2007b); assim como a participacdo das
células-tronco, principalmente da linhagem mesenquimal, na origem da doenca
(GARGETT, 2004; CHAN et al, 2004).
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As células mesenquimais apresentam baixa imunogenicidade e propriedade
imunomoduladora (LI et al, 2012). Essa capacidade imunossupressora s existe
guando essas células estdo expostas a niveis suficientemente altos de citocinas pro-
inflamatorias (LI et al, 2012; de MIGUEL et al, 2012; SHI et al, 2010).

Os fatores secretados pelas células mesenquimais tém propriedades tréficas,
imunomoduladoras, anti-apoptéticas e angiogénicas. Nesse sentido, essas células
tém aplicacdo em doencas inflamatérias (doenca de Chron, doenca do enxerto
versus hospedeiro), no infarto do miocardio e no transplante de 6rgdos soélidos
(DOORN et al, 2012). O papel imunomodulador das células mesenquimais € uma
das questbes importantes hoje em dia, pois este aspecto pode ser aplicado inclusive
na busca de uma vacina para doencas auto-imunes (SOLEYMANINEJADIAN et al,
2012).

O aspecto regenerativo/reparador das células mesenquimais estd na sua
capacidade de diferenciacdo em tecidos especializados e da sua auto-renovacéao,
amplamente utilizados no infarto do miocardio (DOORN et al, 2012).

Pode-se dizer, entdo, que hoje, as principais aplicacbes das células
mesenquimais estdo no reparo tecidual (propriedade regenerativa/ diferenciacdo),
nas doencas auto-imunes e na prevencao da doenca do enxerto versus hospedeiro
(propriedade imunoldgica) (MUNDRA et al, 2013).

Desde 2004, o grupo de pesquisa de Gargett comprovou a presenca de
células-tronco no endométrio humano (CHAN et al, 2004) e sua correlagdo com a
regeneracao ciclica do endométrio (GARGETT, 2004; CHAN et al, 2004; DU e
TAYLOR, 2009) e, apesar de necessitar de maiores investigagdes, o0 sistema
reprodutor humano é considerado como uma fonte valiosa de células-tronco,
especificamente, da linhagem mesenquimal (BIEBACK et al, 2012).

As células mesenquimais derivadas da medula 6ssea também contribuem
para o crescimento do endométrio e para sua regeneracdo e desempenham algum
papel na progressao da endometriose (VIDANE et al, 2013).

Ligacdo importante que existe entre as células mesenquimais e a
endometriose € a descoberta de que a transicdo epitélio-mesénquima, que é um
processo que consiste em uma série de mudancas no fendtipo de células epiteliais e
gue fazem com que estas assumam caracteristicas de células mesenguimais, como
ter maior capacidade de migragdo, de invasdo e de resisténcia a apoptose, pode
estar envolvida na fisiopatogenia da endometriose (POPPE, 2013; MATSUZAKI e
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DARCHA, 2014), uma vez que as ceélulas endometriticas, no contexto da
endometriose também assumem esta funcdo (GOMES et al, 2011).

Dessa forma, pode-se criar um paralelo entre as trés entidades (células
mesenquimais, endometriose e transicao epitélio-mesenquimal), vista a
semelhanca entre as carcteristicas das mesmas.

Partindo entdo dessa “interacdo” existente entre as células mesenquimais a
endometriose, avaliou-se qual o efeito de uma sobre a outra.

Devido a sua baixa imunogenicidade as células mesenquimais sdo adequadas
para ambos os transplantes autdlogos e alogénicos. A partir de seu isolamento (da
medula Ossea, do tecido adiposo, do corddo umbilical, da placenta, etc) e da
posterior expansao in vitro (cultivo celular), o transplante (aut6logo ou alogénico)
pode ser aplicado via infuséo sistémica ou infuséo local (DE MIGUEL et al, 2012).
Este dltimo método, ao contrario da infusdo sistémica, ndo permite o
“aprisionamento” das células no figado, nos pulmdes e no bago e nos garante saber
gue a quantidade exata do volume aplicado de células atingiu o local desejado
(MUNDRA et al, 2013) que, em nosso trabalho, foi no implante endometrial criado.

O volume celular a ser infundido em cada coelha foi baseado em trés estudos
prévios, o qual um deles se utilizou da concentracdo de 1x 10° da fracdo
mononuclear autéloga da medula 6ssea para o tratamento local de lesdo do nervo
tibial em coelhos (COLOME et al, 2008), um segundo que utilizou a concentracéo de
1x10° de célula mesenquimais da medula 6ssea para o tratamento local de lesdes
tendineas (SOUZA et al, 2012). Em contra-partida, no ano de 2013, o estudo de
Mambelli e colaboradores, utilizou-se da concentracdo de 2x10° de células
mesenquimais, para o tratamento da endometrose em éguas (doenca degenerativa
gue causa alteracdo das glandulas uterinas - com diferenciacdo atipica - e do
estroma endometrial diretamente relacionada a infertiidade em equinos), porém,
pela via intra-uterina, através da inseminacdo direta (MAMBELLI et al, 2013). Nao
encontramos na literatura experimentos especificos com células mesenquimais
aplicadas localmente em coelhas com endometriose.

Baseado nesses parametros, decididiu-se pela concentracdo de 2x10° para a
infusdo local em cada implante.

A medula 6ssea foi utilizada como fonte de células mesenquimais, pois entre
todos os tecidos que apresentam esse tipo celular apds a vida pés-natal, ela foi a

mais estudada, por muitos anos, como fonte tanto de células-tronco
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hematopoiéticas, quanto de células-tronco ndo-hematopoiéticas (CAPLAN, 1991).
Além disso, a extracdo celular da medula Ossea foi de facil manejo, sendo
necessaria a exérese dos 0ssos longos de duas coelhas com posterior lavagem do
seu interior com solucdao fisiologica 0,9% mais um meio de cultura para a obtencao
do pool celular.

As células mesenquimais foram identificadas, através de dois critérios
oriundos da Sociedade Internacional de Terapia Celular (MUNDRA et al, 2013):
células que se proliferam in vitro e que séo aderentes ao plastico. O terceiro critério
nao foi aplicado (citometria de fluxo com positividade para CD15, CD 73 e CD90 e
negatividade para CD34, CD16, CD45, CD1la e HLADR), pois ainda ndo ha um
painel de citometria de fluxo especifico para identificacdo celular de coelhos no
Laboratério de Terapia Celular da PUCPR, sendo este trabalho pioneiro para o
laboratério. Nao fala-se em células-tronco mesenquimais, apenas células
mesenquimais, pois ndo foi realizada a caracterizacdo das mesmas através da
diferenciacdo em outras linhagens celulares.

Ap6s a aplicacdo das células mesenquimais, no volume de 2x10° em cada
implante endometrial criado e implantado na regido retrocervical das coelhas
pudemos retratar a taxa de fertilidade nos trés grupos estudados: Controle,
Endometriose e Mesenquimal.

O grupo Controle e o grupo Endometriose apresentaram a mesma taxa de
fertilidade, ou seja, das nove coelhas presentes em cada grupo, sete ficaram
prenhes. Ja o grupo Mesenquimal teve uma taxa de fertilidade de apenas uma
prenhe entre 0s nove animais do grupo. Através desses dados, pode-se notar a
baixa taxa de fertilidade do grupo Mesenquimal.

Comparando, portanto, o grupo Controle com o grupo Endometriose, nao
houve diferenca estatistica (valor de p=1), ou seja, a doenca n&o piorou a taxa de
fertilidade. Isso mostrou que as coelhas ndo foram um bom modelo de infertilidade
relacionada a endometriose.

A auséncia de diferenca na taxa de fertilidade nos dois grupos (Controle e
Endometriose), inclusive com a alta taxa de fertilidade apresentada até mesmo nos
animais em que a doenca (endometriose) foi reproduzida, foi o contrario do que é
encontrado na literatura, onde temos que a endometriose é uma entidade que leva a
infertilidade (NAUL e SPRITZER, 2010; PANDOLFI et al, 2000).
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O fato da endometriose ndo ter gerado infertilidade pode ter varias
explicagBes. Sabe-se que o tempo necessario para gerar a doencga, ou seja, para o
endométrio implantado se tornar secretor, é, em ratas, de 21 dias (SCHOR et al,
1999; BUDDEL, 2011). Talvez em coelhas esse periodo de tempo ndo seja o
mesmo, sendo que os implantes poderiam n&o estar ativos no periodo das copulas.

Também se indaga se a forma em que a doenca foi reproduzida
(retrocervical-profunda) foi a ideal para gerar a infertiidade. Sabemos que, em
humanas, a forma profunda €é a principalmente relacionada a infertilidade
(COUTINHO et al, 2008,CARNEIRO et al, 2013), mas talvez esse fato pode ndo ser
extrapolado para coelhas.

Os motivos associados entre a endometriose e infertilidade ainda ndo estéo
completamente estabelecidos. Distorcdes anatdmicas e aderéncias pélvicas
atrapalham a funcao tubéria. Porém pacientes com altera¢cdes minimas da anatomia
também podem ter a fertilidade prejudicada. Essa ocorréncia pode estar
correlacionada com a diminuicdo do desenvolvimento oociatario, da embriogénese e
da implantacdo embrionéria, devido a alteracdo do ambiente peritoneal propiciado
pelo aspecto inflamatério da doenga (D’HOOGE et al, 2003). Disso se questiona se
forma peritoneal apresentaria 0 mesmo resultado.

J4 comparando os grupos Controle e o Endometriose com o0 grupo
Mesenquimal pode-se notar que houve diferenca estatistica entre os grupos (valor
de p=0,015 para ambas as comparac0des). Isso foi devido a baixa taxa de fertilidade
encontrada do grupo Mesenquimal.

Um dos mecanismos axiliam a entender tal fato est4 na fisiopatologia da
doenca. A comprovacdo de células-tronco no endométrio humano (CHAN et al,
2004), especificamente da linhagem mesenquimal (BIEBACK et al, 2012) pode
estar relacionado a piora da taxa de fertilidade no grupo que recebeu células
mesenquimais, uma vez que usamos celulas que podem estar envolvidas na origem
e progresséao da doenca.

Outro mecanismo que pode estar envolvido € a transi¢ado epitélio-mesénquima
(processo que consiste em uma série de mudancgas no fenotipo de células epiteliais
e que fazem com que estas assumam caracteristicas de células mesenquimais
como ter maior capacidade de migracdo, de invasdo e de resisténcia a apoptose)
(POPPE, 2013; MATSUZAKI e DARCHA, 2014), uma vez que as células
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endometriéticas, no contexto da endometriose também assumem esta funcao
ABRAO et al, 2007b), tendo assim uma soma de efeitos das duas entidades.

Contudo, olhando por outro ponto de vista, interpela-se que o tempo a mais
gue esse grupo foi submetido (21 dias para o desenvolvimento da doenca mais 21
dias para padronizar o tempo de pds-operatorio entre os trés grupos = 42 dias) pode
ter influenciado no resultado. Esse periodo a mais que os implantes foram expostos
pode ter levado a deteriorizacdo dos mesmos. Solucéo interessante seria padronizar
0s trés grupos com o mesmo periodo de tempo para o inicio das cépulas (42 dias)
ao invés do tempo maior ficar apenas com o grupo mesenquimal.

Observacgao importante foi o tempo que cado grupo levou para entrar em seu
periodo fértil. Como ja descrito nos métodos, a coloracédo avermelhada/ violacea das
vulvas das coelhas forneceu o indicio do inicio do periodo fértil de cada animal
(BISHOP, 2002; PTASZYNSKA, 2007) e as avaliagdes vulvares foram iniciadas nos
grupos Controle e Endometriose ap6s 21 dias da realizacdo do implante de
endometriose, tempo necessario para o desenvolvimento da doenca no segundo
grupo (SCHOR et al, 199; BUDDEL, 2011), e 21 dias ap0s a aplicacdo das células
mesenquimais no grupo Mesenquimal, para a padronizagcéo nos trés grupos (mesmo
tempo de pos-operatdrio para incio das cépulas).

Analisando entdo os trés grupos, constatou-se que o grupo Mesenquimal foi o
gue levou o maior tempo para inciar seu periodo fértil (mediana de 40 dias) e o
grupo Endometriose foi 0 que mais rapidamente entrou nesse periodo (mediana de
14 dias). Podemos observar que houve diferenca estatistica entre os grupos (com
valor de p=0,005). Verificando o comportamento da fertilidade de cada animal dentro
do seu proprio grupo, as coelhas do grupo Controle tiveram uma relativa disperséao,
sendo o grupo mais heterogéneo; ja as dos grupos Endometriose e Mesenquimal
foram mais homogéneas quando comparadas ao Controle.

Comparando os grupos dois a dois, ndo houve diferenca estatistica entre o
Controle e o Endometriose, ou seja, a doenga nao atrapalhou a entrada no periodo
fértil. J& a comparacgéo do grupo Mesenquimal com os demais apresentou diferenca
estatistica, mostrando que esse grupo levou um tempo maior para entrar no periodo
fértil, destoando dos demais.

A demora em entrar no periodo fértii do grupo Mesenquimal pode ser
guestionada pelos mecanismos discutidos acima: a soma dos efeitos das células

mesenquimais na origem e progressao da endometriose (no sentido entdo de
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“facilitar” a doenca) ou pelo fato do tempo maior que esses animais ficaram expostos
aos implantes (42 dias e ndo 21 dias como os demais grupos).

Analisaram-se entdo os desfechos obstétricos nos trés grupos. Foi notado
que no grupo Controle, das sete gestacoes ocorridas, houve dois desfechos
satisfatorios (nascidos vivos) e cinco desfechos insatisfatorios (abortamentos e
Obitos fetais). J& no grupo Endometriose, das sete gestacdes ocorridas, houve cinco
desfechos satisfatérios (nascidos vivos) e dois desfechos insatisfatérios
(abortamentos e Obitos fetais). O grupo mesenquimal teve apenas uma gestacao e
esta resultou em 6bito fetal.

Apesar de haver cinco nascidos vivos no grupo Endometriose (desfechos
satisfatorios) e apenas dois no grupo Controle, essa diferenca ndo foi estatistica.
Essa ocorréncia pode ter sido ocasionada devido ao tamanho reduzido da amostra.
Analisando os dados isolados, chamou-se a atencdo o fato do grupo Endometriose
ter mais nascidos vivos que o Controle. Isso contraria a literatura que mostra a
endometriose relacionada com aumento das chances de abortamento, obito fetal e
parto prematuro (MAFRA et al, 2008).

Avaliando entdo os implantes realizados, pode-se observar diferencas entre
os dois grupos em que os mesmos foram criados (Endometriose e Mesenquimal).

No grupo Endometriose os implantes foram medidos, analisados e retirados
apos a eutanasia dos animais, a qual se realizou apds a ocorréncia dos eventos
obstétricos (abortamentos ou nascimentos) ou apds a data provavel de parto, que é
de 30 a 33 dias ap06s a copula- tempo médio da duracdo de gestacao em coelhas
(BISHOP, 2002; PTASZYNSKA, 2007) ter se passado e os filhotes nédo terem
nascido (6bito fetal). JA no grupo Mesenquimal, os implantes foram medidos e
analisados no momento da segunda cirurgia (aplicacado das células mesenquimais)
no qual todos foram considerados viaveis (superficie = 25mm?) e novamente
medidos, analisados e entdo retirados ap0s a eutanasia dos animais, a qual se
realizou apds ter passado a data provavel de parto ndo haver nascimentos (6bito
fetal).

A diferenca do tamanho da superficie do implante (final-inicial) foi verificada
nos dois grupos. Como explicitado nos métodos, a area inicial de todos os implantes
era de 25 mm?. O grupo Endometriose teve uma média de 55,1 mm? na diferenca e
o grupo Mesenquimal teve uma média de 82,7mm?. Apesar da diferenca aparente,

aplicando a mediana, percebemos que a mesma foi de 55 mm? para ambos,
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corroborando isto, temos que o valor de p foi de 0,83, ou seja, sem diferenga
estatistica.

O grupo Mesenquimal teve um maior desvio-padrédo, pois apresentou um
animal que teve sua area de implante muito amentada, em comparacéo aos demais,
0 que elevou a média do grupo, porém o mesmo ndo foi excluido das analises
estatisticas porque ndo foi um outline, permanecendo dentro da amplitude de
dispersdo do grafico boxplot. Notou-se entdo que as células mesenquimais nao
alteraram o crescimento dos implantes endometriais, em comparacdo ao grupo em

gue néo foram aplicadas.

A avaliacdo macroscopica da cavidade pélvica, no momento da eutanésia de
cada animal, mostrou que no grupo Endometriose houve maior presenca de
aderéncias em comparag¢do com o grupo Controle e, gue no Grupo Mesenquimal, as
aderéncias foram ainda maiores, em comparacdo com ambos 0S grupos. Isso esta
de acordo com a literatura, em que estudos de ressonancia magnética e avaliacfes
cirirgicas mostram a presenca de aderéncias nas pacientes avaliadas com a
endometriose profunda (COUTINHO et al, 2008; KAMERGORODSKY et al, 2008).

No grupo Mesenquimal houve grande dificuldade em se identificar e em se
retirar os implantes, devido a grande aderéncia presente. Muitos dos implantes
desse grupo foram encontrados através da presenca do fio de sutura em que os
mesmos foram fixados na regido retrocervical.

Sabe-se que a distorcdo anatdbmica e as aderéncias sdo alguns dos
mecanismos que geram infertilidade, no contexo da endometriose (D’HOOGE et al,
2003; GUPTA et al, 2008). Nessa situacdo, o grupo que recebeu células
mesenquimais sobre os implantes endometriéticos, por apresentar maior aderéncia
pélvica, pode ter sua baixa taxa de fertilidade explicada por esse mecanismo.
Comprovacdo melhor para esse fato seria, como ja dito acima, a verificacdo da
presenca das células mesenquimais nos implantes.

A avaliacdo macroscopica das lesbes, também realizada no momento da
eutanasia de cada animal, evidenciou que no grupo Endometriose trés implantes
tinham a aparéncia cistica e seis aparéncia solida; ja os do grupo Mesenquimal

quatro implantes tinham aparéncia cistica e cinco aparéncia solida.
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Por fim, foi realizada a analise histolégica dos implantes, utilizando o indice de
Keenan. Esse indice quantifica semi-quantitativamente a persisténcia de células
epiteliais nos implantes endometridticos (KEENAN et al 1997).

Nesse estudo, nos implantes realizados, somente foram encontrados Keenan
3 e 0, ou seja, a doengca completamente desenvolvida ou auséncia da doenca. E
obteve-se uma mediana do indice de Keenan de 3 para os dois grupos, mostrando
nao haver diferenca estatisticamente significante no indice de Keenan entre eles.

Com essas Ultimas analises pode-se verificar que as células mesenquimais
pioraram a taxa de fertilidade, aumentaram o tempo para se iniciar o periodo fértil e
apresentaram maiores aderéncias pélvicas, mas, em contrapartida, ndo alteraram o
tamanho e nem a histologia dos implantes. Para afirmarmos que as células
mesenquimais pioraram a endometriose criada, seria hecessario, antes de tudo, que
o implantes também sofressem alguma alteracao.

Apés entdo a observacdo de todos os resultados obtidos nos trés grupos,
verificou-se que o grupo Mesenquimal foi o que apresentou a pior taxa de fertilidade,
levou o maior tempo para entrar no periodo fértil, apresentou maior quantidade de
aderéncias e trouxe maiores dificuldades na identificagdo e retirada dos implantes.

Com isso apesar do seu potencial imunomodulador (DOORN et al, 2012) as
células mesenquimais aplicadas nas lesdes, ndo “combateram” a endometriose, que
€ uma doenca de caracteristicas inflamatérias (NISOLLE e DONEZ, 1997; AMARAL
et al 2009; KONDO et al, 2011).

Estes fatos podem ser explicados pelo melhor entendimento na fisiopatologia
da doenca, uma vez que, como dito acima, muito se tem falado na correlacdo da
endometriose com a transicao epitélio-mesenquimal (POPPE, 2013; MATSUZAKI e
DARCHA, 2014), e da presenca de células-tronco progenitoras no endométrio
humano, especificamente da linhagem mesenquimal (BIEBACK et al, 2012). Dessa
forma, aplicando células mesenquimais nos implantes endometrioticos pode-se ter
fornecido substrato para o desenvolvimento e/ou piora da doencga reproduzida.

Esses apontamentos poderiam ser certificados através da verificagdo da
presenca de marcadores células mesenquimais nos implantes do grupo que as
recebeu, durante a eutanasia, e no aumento do tempo para inicio das copulas nos
grupos Endometriose e Controle, deixando dessa forma tanto o grupo Endometriose
guanto o Mesenquimal com 42 dias de implantes criados, retirando assim o viés do

tempo a mais que os implantes do grupo Mesenquimal ficaram submetidos.
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6 CONCLUSAO

Ao aplicar células mesenquimais nos implantes endometriais retrocervicais
criados nas coelhas, prejudicou-se sua fertilidade, visto que a chance do animal ficar
infértil com o uso das mesmas foi quatro vezes maior que 0 seu ndo uso.

Também se observou que o tempo levado para o animal entrar no periodo
fértil foi maior, assim como foram encontradas maiores aderéncias pélvicas no grupo
gue recebeu as células mesenquimais. Em contrapartida, o tamanho do implante e a

histologia do mesmo nao foram alterados com a aplicacdo de tais células.
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7 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Com a aplicacdo das células mesenquimais nos implantes retrocervicais de
endometriose criados em coelhas prejudicamos a fertilidade dos animais. Este
achado € muito interessante, pois se explora nos dias de hoje a correlacdo das
células mesenquimais com a origem da doenca.

Estudos futuros poderiam deixar os trés grupos com o mesmo tempo (em
dias) para o inicio das cépulas para dessa forma retiramos o viés do tempo a mais
que o grupo Mesenquimal ficou exposto. Por fim sugerimos a aplicacdo das células
mesenquimais em Uteros de coelhas normais (sem implantes de endometriose) para
entdo verificarmos se o efeito dessas células em piorar a fertilidade dos animais se
da apenas sobre a endometriose criada ou se isso ocorreria independente da

doenca.
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