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RESUMO

A endometriose € um processo inflamatorio, caracterizado pela presenca de
implantes de endométrio fora da cavidade uterina. Atualmente, as opc¢les
terapéuticas para a endometriose, incluem terapia médica ou cirurgia. Contudo,
grande parte da populacdo mundial ainda utiliza plantas medicinais, como por
exemplo a Bumelia sartorum Mart, popularmente conhecida como quixaba, para
algumas infeccbes do aparelho reprodutor feminino. Assim, resolveu-se testar a
hipétese se o tratamento de ratas induzidas a endometriose com o extrato etandlico
da casca de B. sartorum causa uma regressdo dos implantes endometriais e se
provoca alteracdes nos niveis hormonais de estrogeno, progesterona e prolactina.
Foram utilizadas 25 ratas albinas, com 90 dias de idade, divididas em cinco grupos:
Gl- ratas induzidas a endometriose (Controle); Gll— ratas induzidas a endometriose,
tratadas com placebo (alcool 20%) por 15 dias; Glll- ratas induzidas a
endometriose, tratadas com extrato da quixaba por 05 dias; GIV- ratas induzidas a
endometriose, tratadas com extrato da quixaba por 10 dias; GV- ratas induzidas a
endometriose, tratadas com extrato da quixaba por 15 dias. O extrato foi
administrado por gavagem, numa concentragdo de 32 mg/mL/rata. Os resultados
mostraram que os implantes do Gl, Gll e GllI apresentaram grandes cistos, infiltrado
leucocitario e presenca intensa de fibras colagenas, que sao caracteristicas da
endometriose. Entretanto, nos grupos GIV e GV houve reducdo dos cistos, do
infiltrado leucocitario e presenca de macrofagos. A andlise do extrato etandlico por
CLAE/EM, Infravermelho e UV/Vis mostrou a presenca de 11% do mondmero de
catequinal/epicatequina, 60% dos seus dimeros e 3% dos seus trimeros. Houve
reducdo dos niveis de estrégeno e aumento da progesterona apenas nas ratas do
grupo GV e os niveis de prolactina ndo diferiram entre os grupos experimentais. Os
grupos GllI, GIV e GV apresentaram 0s maiores indices apoptoticos, enquanto que
apenas o0s grupos GIV e GV mostraram reducdo de glandulas e vasos sanguineos
nos implantes. Assim, conclui-se que o extrato etandlico bruto de B. sartorum é rico
em compostos fendlicos, que pode promover uma regressdo dos implantes
endometriais e controla os niveis hormonais, quando utilizado por 15 dias na
concentracédo de 32 mg/mL. Entretanto, experimentos adicionais com os fracionados
do extrato etandlico bruto devem ser feitos para esclarecer melhor os mecanismos
de acéo envolvidos na atividade antiinflamatoria na endometriose

Palavras-chave: endometriose, Bumelia sartorum Mart, niveis hormonais, histologia,

histoquimica, apoptose.
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ABSTRACT

Endometriosis is an inflammatory process, characterized by the presence of
endometrial implants outside the uterine cavity. Currently, treatment options for
endometriosis include medical therapy or surgery. However, much of the world's
population still use medicinal plants, such as Bumelia sartorum Mart, popularly
known as quixaba for some infections of the female reproductive system. So we
decided to test the hypothesis that the treatment of rats induced endometriosis with
the ethanol extract of the bark of B. sartorum causes a regression of endometrial
implants and causes changes in hormone levels of estrogen, progesterone and
prolactin. A total of 25 albino rats, 90 days old, were divided into five groups: GI-
endometriosis-induced mice (control); GlI- endometriosis induced famale rats treated
with placebo (20% ethanol) for 15 days; Glll- famale rats induced endometriosis
treated with quixaba extract for 05 days; GIV- famale rats induced endometriosis
treated with quixaba extract for 10 days; GV- famale rats induced endometriosis
treated with quixaba extract for 15 days. The extract was administered by gavage at
a concentration of 32 mg / ml / rat. The results showed that the implants of Gl, GlI
and GlIl showed large cysts, leukocyte infiltration and intense presence of collagen
fibers, which are characteristics of endometriosis. However, in the GIV and GV
groups there was a reduction of the cysts, leukocyte infiltration and presence of
macrophages. The analysis of the ethanol extract by HPLC / MS, IR and UV / Vis
showed the presence of 11% of the monomer of catechin / epicatechin, 60% of
dimers and trimers of their 3%. There was a reduction in estrogen levels and
increased progesterone only in rats GV group, and prolactin levels did not differ
between experimental groups. The Glll, GIV, and GV groups had the highest
apoptotic indices, whereas only GIV, and GV groups showed a reduction glands and
blood vessels in the implants. Thus, it is concluded that the ethanol extract of B.
sartorum is rich in phenolic compounds, which can promote regression of
endometrial implants and controls hormone levels when used for 15 days at a
concentration of 32 mg / ml. However, further experiments with the fractionated
ethanol extract should be made to clarify the mechanisms involved in the anti-
inflammatory activity in endometriosis.

Keywords: endometriosis, Bumelia sartorum Mart, hormone levels, histology,

histochemistry, apoptosis
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CAPITULO |

1. INTRODUCAO

A endometriose € um processo inflamatoério, que se caracteriza pela presenca
de implantes teciduais histologicamente semelhantes ao endométrio (estroma e
glandulas) fora da cavidade uterina e que responde a estimulos hormonais podendo
comprometer diversos locais como, por exemplo, ovarios, peritdnio, ligamentos
uterossacrais, regido retrocervical, septo retovaginal, além da bexiga, célon
sigmoide, reto e outras porgdes do tubo digestivo (D Hooghe et al., 2003). E uma
das afeccBes benignas mais comuns durante o periodo de vida reprodutiva da
mulher, em todos os grupos étnicos e sociais (ESHRE, 2014).

Existem varias teorias para explicar o desenvolvimento da endometriose como:
a teoria do implante endometrial, que explica o aparecimento da endometriose em
cicatriz de cesareas ou apoés histerectomias; a teoria da metaplasia celémica, que
justifica o desenvolvimento da endometriose em mulheres com agenesia uterina; a
disseminacado por via hematogénica, que justifica as formas extraperitoneais e a
teoria do refluxo tubario do fluido menstrual (BRICOU; BATT; CHAPRON, 2008;
SAMPSON, 1927). No entanto, esse processo ainda ndo estad bem esclarecido
(NACUL; SPRITZER, 2010). O quadro clinico pode ser assintomatico referindo-se
somente a infertilidade ou apresentar os seguintes sintomas: dismenorreia severa,
dispareunia profunda, dor pélvica cronica, dor ovulatéria, sintomas urinarios ou
evacuatorios perimenstruais e fadiga cronica (NACUL; SPRITZER, 2010).

Para se diagnosticar a endometriose deve ser realizado um exame de ultra-
som endovaginal, exame ginecolégico, e alguns exames de laboratério. A certeza s6
€ dada através do exame de bidpsia, esta pode ser feita por cirurgia, laparotomia ou
preferencialmente laparoscopia que € um exame o0 qual manipula a cavidade
abdominal através de instrumentos de Optica e video juntamente com instrumentos
cirirgicos delicados que sédo introduzidos através de pequenos orificios no abdome
(NACUL; SPRITZER, 2010).

A prevaléncia de endometriose é maior em determinadas popula¢gbes, como
as mulheres com a infertilidade (20% - 50%) e mulheres e adolescentes com

doencas crbnicas dor pélvica e dismenorréia (25% - 70%) (GAO et al., 2006).
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O fato da endometriose necessitar de um método invasivo para seu
diagndstico, dificulta ou até mesmo impossibilita os avangos no estudo em humanos.
Sendo assim, 0s modelos animais sao extremamente importantes na elucidacao dos
mecanismos dessa doenca (STOR; KENNED, 2004), bem como no teste de novos
agentes terapéuticos. O modelo de endometriose em ratas (endometriose induzida),
proposto por Vernon; Wilson (1985) é amplamente utilizado, uma vez que a técnica
operatoria € simples, a maioria dos implantes tem sucesso e, segundo Rossi et al.
(2000), esse modelo é considerado valido pela maioria dos investigadores.

Atualmente, as opcoes terapéuticas para a endometriose, incluem terapia
médica com o danazol, contraceptivos orais (combinados ou nado), agonistas do
GnRH, dispositivos liberadores de progesterona e anti-inflamatorios ndo-esteroidais
ou cirurgia. Os antiinflamatoérios ndo-esteroidais (AINES) sédo drogas frequentemente
utilizadas com o intuito de minimizar as respostas inflamatérias indesejaveis, pois
possuem propriedades analgésicas, antitérmica e atiinflamatéria. Inibem a sintese
de prostaglandinas (substancias endégenas intermediarias do processo inflamatério)
0 que leva ao bloqueio dos efeitos inflamatérios. (WANNMACHER; BREDEMEIER,
2004)

Contudo, grande parte da populagcdo mundial ainda utiliza plantas medicinais
para o tratamento de diversas enfermidades, isto se deve principalmente pela
dificuldade em usufruir a medicina moderna, em virtude do elevado custo, muitas
vezes associada ao dificil acesso a estes medicamentos ou medo da pratica
cirrgica (FERREIRA, 2008).

A flora brasileira é riquissima em espécies com principios ativos com
potencialidades de utilizacdo na medicina natural. Muitas dessas caracteristicas ja
estdo comprovadas cientificamente como as da aroeira (Schinus terebinthifolius
Raddi.) que é antiinflamatéria e bactericida; do cajueiro (Anacardium occidentale L.),
antiinflamatdrio, bactericida e analgésico; do ipé-roxo (Tabebuia avelanedae Lor. ex.
Griseb.), antitumoral e antimicrobiano e da quixaba (Bumelia sartorum M.) que &
hipoglicemiante e antiinflamatéria (AGRA, 1996; DINIZ et al, 1998).

Neste contexto, o objeto de estudo é a Bumelia sartorum Mart, da Familia
Sapotaceae, popularmente conhecida como quixaba. E uma arvoreta que ocorre nas
areas Umidas e secas da caatinga e de acordo com Schenkel et al. (2001), tem uma
grande utilizacdo na fitoterapia popular, onde a casca de seu tronco e das raizes é

amplamente utilizada na medicina caseira no interior do Nordeste como
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antinflamatorias e analgésicas. No entanto, varios profissionais de salde condenam
a pratica do uso das plantas medicinais por ndo haver comprovacédo cientifica do
potencial curativo das mesmas (FRANCA et al., 2007).

Assim, esta pesquisa testa a hipétese de que o tratamento de ratas induzidas
a endometriose com o extrato etandlico da casca de B. sartorum pode causar uma
regressdo dos implantes endometriais e pode provocar alteracbes nos niveis

hormonais de estrogeno, progesterona e prolactina.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. ENDOMETRIOSE

2.1.1. Epidemiologia

A endometriose € uma desordem ginecolégica comum que acomete cerca de
10 a 15% das mulheres em idade reprodutiva (DE JOLINIERE et al., 2014). No
Brasil, estima-se que haja sete milhdes de portadoras da doenca (NAVARRO,
BARCELOS; SILVA, 2006). Essa prevaléncia pode variar podendo chegar a
acometer de 20 a 30% das mulheres com infertilidade, e 40 a 60% das mulheres que
apresentam dor pélvica (SAYESNEH; TSIVOS; CRAWFORD, 2011). Apesar de tais
dados, sua prevaléncia real ndo € conhecida uma vez que uma laparotomia ou
laparoscopia € necessaria para o diagnéstico (MUNKSGAARD; BLAAKAER, 2011;
NEZHAT et al., 2008; SOMIGLIANA et al., 2005).

Atualmente a endometriose vem sendo comumente associada a infertilidade
feminina (DE JOLINIERE et al., 2014; NAVARRO; BARCELOS, 2006). Em casos
mais graves da doenca, em que € possivel a observacao de alteracdes da anatomia
pélvica, torna-se clara a associacdo entre a endometriose e a infertilidade
subsequente. Nestes casos, a fibrose, aderéncias, alteragdes ovarianas demonstram
tal caracteristica (MAHMOOD; TEMPLETON, 1990).

Varios mecanismos tém sido propostos para justificar a taxa de infertilidade
em pacientes portadoras, incluindo alteracdo na foliculogénese, levando a disfuncéo

ovariana e menor qualidade dos odcitos, assim como os efeitos na fase latea,
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levando a uma menor taxa de fertilizacdo e alteragbes na embriogénese (KONDO,
2009) (Tabelal).

Tabela 1- Frequéncia de doencas relacionadas a infertilidade feminina.

Doenca Porcentagem (%)
Desordens ovulatorias 25-27
Endometriose 5-15
Adesdao pélvica 12
Ocluséo tubaria 11
Outras anormalidades tubarias 11
Hiperprolactinemia 7

Fonte: Adaptado de Sanders (1999)

Essa patologia pode acometer com maior frequéncia 0s ovarios, 0S
ligamentos uterinos, o0 septo reto-vaginal, o peritbnio pélvico, as cicatrizes de
laparotomias, além de acometer em menor frequéncia o umbigo, a vagina e o
apéndice. Dentre estes, o local mais afetado é o ovario, como observado em 50%
das pacientes (KISTNER, 1958; KUMAR et al, 2005). E também mais comum em
mulheres que adiam a procriacdo. Os fatores de risco para a endometriose podem
ser a menarca precoce; menstruagdes regulares com ciclos mais curtos (sete dias)
ou fluxo intenso; dor menstrual e familiares de primeiro grau acometidos pela
patologia (PORTH, 2006). E importante ressaltar que em mulheres que tém
familiares de primeiro grau afetadas com a enfermidade, a possibilidade de
desenvolvimento da endometriose é sete vezes maior, sugerindo que ela pode ser
transmitida de uma forma poligenética multifatorial (BADALOTTI; TELOKEN, 1997).

2.1.2. Fisiopatologia

Segundo Carvalho et al. (2004) e Nacul; Spritzer (2010), a endometriose é um
processo inflamatorio crénico, estrogénio-dependente, caracterizado pela presenca
de tecido funcional semelhante ao endométrio localizado fora da cavidade uterina.
Este tecido ectopico, adere-se totalmente a musculatura abdominal, além de conter

cistos que contém um fluido seroso claro. Nesses implantes também foram
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observados tecidos de granulacdo. O estroma mostrou-se bastante celular com
fibras coldgenas, no entanto foi evidenciada uma rica vascularizagdo, algumas
glandulas endometriais e tecido adiposo (FRANCISCO, 2009; CONCEICAQ et al.,
2005).

Numerosos estudos sugerem que esta patologia tenha origem multifatorial,
que podem incluir fatores hormonais, hereditarios, e imunoldgicos (GIUDICE KAO,
2004; SHARPE-TIMMS, 1997). Devido a tais caracteristicas, diversas teorias sao

propostas para explicar a patogénese da endometriose (Figura 1).

Figura 1. Teorias envolvidas de patogénese da endometriose.

Fonte: Adaptado de Burney; Giudice (2012).

I-Teoria dos restos embrionarios - Trata-se da primeira teoria, descrita por
Russel, em 1899 (ABRAO; MELO, 1998). Baseou-se na suposicdo de que células de
origem miulleriana (remanescentes do periodo embrionario da mulher) poderiam
apresentar potencial para desenvolver tecido endometrial fora de seu local original.
Entretanto, por se tratar de uma teoria que era restrita apenas ao periodo
reprodutivo ndo apresentou grande aceitacao cientifica.

lI- Teoria da Metaplasia - Relatada em 1919, por Meyer, representou a
primeira teoria completa sobre a formacdo da endometriose. Tal autor propds que a

doenca seria decorrente de uma possivel transformacdo do peritbnio pélvico em



21

tecido endometrial, levando a formacao de focos de endometriose. Atualmente essa
teoria é pouco aceita, por ndo justificar a presenca de endometriose em locais onde
n&o exista peritdnio (ABRAO; MELO, 1998).

lll- Teoria da disseminacao linfatica e hematogénica - Sugerida pela primeira
vez por Halban, em 1935, procurou justificar o aparecimento da endometriose em
locais distantes. Baseou-se na presenca de tecido endometrial microscépico em
vasos linfaticos e linfonodos. A falta de estudos posteriores impediu que essa teoria
tivesse maior destaque (FABREGAS et al., 2014).

IV- Teoria da disseminacdo iatrogénica — Frequentemente observa-se
endometriose em cicatrizes de cirurgias prévias, como as abdominais ou partos.
Baseado neste fato, Greenhill, em 1942, sugeriu a possibilidade de que fragmentos
endometriais decorrentes da cirurgia poderiam permanecer no local (ABRAO; MELO,
1998).

V- Teoria Imunoldgica - Estudos recentes relacionaram endometriose a
alteracdes especificas da imunidade celular. Dmowski, em 1981, propds que a
deficiéncia na imunidade celular ou a incapacidade de reconhecer o tecido
endometrial implantado fora do (tero poderiam ser responsaveis pelo
desenvolvimento da doenca (FABREGAS et al., 2014). A participagdo do sistema
imunolégico na endometriose € clara, mas o mecanismo real desse processo ainda
nao esta esclarecido. Sabe-se que a endometriose é mais frequente em pacientes
com doencas de natureza imunologica, como por exemplo, o Lupus Eritematoso
Sistémico.

VI- Teoria da menstruacdo retrograda - Representa uma das teorias mais
aceita para explicar o desenvolvimento da doenca. Foi descrita por Sampson, em
1927, que concluiu que haveria, durante a menstruagao, “regurgitacao” tubaria de
células endometriais, ou seja, apesar do endométrio ser expulso do Utero, em
grande parte, pela vagina, uma minima quantidade poderia alcancar a cavidade
pélvica, através das tubas uterinas, sem obstrucdo. Uma das justificativas para a
credibilidade dessa teoria € o fato de que a doenca apresenta maior acometimento
dos ovarios e ligamentos utero-sacros, coincidentes com a abertura das tubas
uterinas.

Bricou, Batt; Chapron (2008) mostraram um estudo recente confirmando a
teoria de Sampson, que relataram que a distribuicdo dos implantes endometrioticos

€ assimétrica e relacionada tanto com a anatomia abdominopélvica quanto com o
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fluxo do liquido peritoneal. Um dos aspectos discutidos a respeito dessa teoria é
que, embora 70 a 90% das mulheres apresentem menstruacao retrograda, apenas
uma minoria ird desenvolver a doenca. Isso sugere que outros fatores — genéticos,
hormonais ou ambientais — poderiam determinar uma maior suscetibilidade.

A expressédo aumentada de genes envolvidos com o mecanismo de apoptose
celular, como o c-fos, pode aumentar a sobrevida dessas células dentro da cavidade
peritoneal que, interagindo com moléculas de adeséao, irdo se aderir a superficie
peritoneal (MORSCH et al., 2009). A presenca de quantidades elevadas de
macréfagos no liquido peritoneal pode também estar associada a secrecdo de
diversas citocinas, fatores de crescimento e de angiogénese, que irdo promover a
implantacdo e invasao desse tecido endometrial ectdpico. Por outro lado, a
manutencdo e o0 crescimento dos implantes ectépicos sdo estimulados pelos
estrogénios. Algumas evidéncias sugerem que a endometriose é caracterizada por
resisténcia a acdo de progesterona, cuja ac¢do, antagdnica aos estrogénios, leva a
atrofia do endométrio (NACUL; SPRITZER, 2010).

Os mecanismos para a elucidacéo da faléncia reprodutiva ainda permanecem
controversos. Entretanto alguns efeitos na reproducdo podem ser observados; como
uma acao téxica nos gametas e embrides, danos na mobilidade tubéaria, além da
secrecdo de citocinas pro-inflamatérias (IL-1b, IL-8, IL-6 e TNFa), estradiol e
progesterona, pelos implantes endometridticos que atraem os macrofagos, fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), e interleucina-8, criando assim um perfil
inflamatério (PIVA; HORROWITZ; SHARPE-TIMMS, 2001; SHIFREN et al., 1996).
Ocorre também alteracBes foliculares, decorrentes da elevacdo de citocinas
(CARLBERG et al., 2000), aumento na taxa de apoptose nas células da granulosa
(NAKAHARA et al., 1997; TOYA et al., 2000) diminuicdo da taxa de implantacéo e
receptividade endometrial, decorrente do estado inflamatério local com producéo
excessiva de anticorpos contra antigenos do endométrio (BURNEY; TALBI;
HAMILTON, 2007).

A endometriose tem uma elevada capacidade de proliferar, implantar e
crescer na cavidade peritoneal (SHARPE-TIMMS, 1997). Estudos histopatologicos
tem demonstrado que as glandulas endometridticas apresentam uma grande
variedade morfoldgica, apresentando um padrdo que varia de poucas a muitas

estruturas glandulares diferenciadas (DE JOLINIERE et al., 2014). Tais diferencas
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podem ser observadas em diferentes &reas celulares de uma mesma glandula
(SCHWEPPE; WYNN; BELLER, 1984)

Alteracbes morfolégicas das glandulas da endometriose foram encontradas
em implantes apenas durante a fase proliferativa do ciclo menstrual sendo
completamente ausentes durante a fase lutea (SCHWEPPE; WYNN; BELLER,
1984). Estas alterac¢des incluem diferenciacao histolégica e inducéo de proteinas de
secrecdo, tais como a prolactina (PRL) (IRWIN et al.,, 1993), fator de crescimento
tipo insulina-1 (IGF-BP1) (RUTANEN; PEKONEN; MAKINEN, 1998), e proteinas da
matriz extracelular, tais como fibronectina (LANE et al., 1995). Além disso, varios
marcadores sao expressos na endometriose, como as conexinas (Cx) (REGIDOR et
al.,, 1997), B-caderinas (GAETJE et al., 1997), metaloproteinases (MMPSs)
(KOKORINE et al., 1997), e aromatase P450 (NOBLE et al., 1996). Ao todo, esses
recursos indicam um elevado grau de desdiferenciagdo, em comparagdo com a

situacao normal.

2.1.3. O utero

O atero na espécie humana € um 6rgdo oco, visceral, em forma de péra
invertida, localizado na pelve entre a bexiga e o reto (DI DIO, 2002; TORTORA,
2006). Segundo Junqueira; Carneiro (2013), histologicamente, a parede do utero é
relativamente espessa e formada por trés camadas: externa, média e interna,
respectivamente, denominadas de perimétrio ou adventicia, a qual é constituida por
tecido conjuntivo; miométrio, onde se encontra uma espessa camada de musculo
liso; e 0 endométrio ou mucosa uterina, formada por epitélio simples cilindrico e uma
lamina prépria, constituida por tecido conjuntivo, onde se encontram as glandulas

endometriais (Figura 2).
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Figura 2. Camadas do utero.

Perimétrio

Fonte: Histologia do utero (2014).

O endométrio passa por uma sequéncia de alteracdes morfoldgicas e
funcionais a cada ciclo menstrual. Essas alteracdes ocorrem em decorréncia dos
horménios estrogenos e progesterona (BARACAT, 1991; GAMBRELL, 1976; HAM,
1967). Durante este ciclo, o endométrio constitui-se de duas camadas: funcional e
basal. A camada funcional é mais superficial, sendo desprendida na menstruacéo,
engquanto que a camada basal € mais delgada e profunda, permanecendo para que
suas células proliferem e regenerem a camada a cada ciclo menstrual (GARTNER,;
HIATT, 1999).

Nas ratas, o utero tem formato bicorno, e continua-se com os dois ovidutos,
gue corresponderiam as tubas uterinas da mulher. Tem localizacdo posterior a
bexiga e anterior ao reto (ANATOMIA DO RATO, 2014) (Figura 3).

Figura 3. Utero bicorno em ratas (setas).

Fonte: Anatomia do rato (2014).
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As fémeas da espécie humana possuem o ciclo menstrual e as ratas
apresentam ciclo estral. O ciclo estral tem duracao média de quatro ou cinco dias e &
caracterizado por fases de atuacdo do estrogeno (proestro e estro), fases de
atuacao da progesterona (metaestro e diestro), as quais podem ser determinadas
pelos tipos celulares observados no esfregaco vaginal (MARCONDES; BIANCHI;
TANNO, 2002). As fases do ciclo estral proestro, estro, metaestro e diestro
apresentam as seguintes caracteristicas:

O proestro € uma fase preparatoria, caracterizada pela proliferacdo dos
fibroblastos do estroma endometrial e por um consideravel aumento do niamero de
capilares sanguineos do endométrio. Essas modificacbes sdo acompanhadas pelo
inicio do desenvolvimento dos foliculos ovarianos e sdo consequéncia da secre¢ao
elevada de estrégeno e da sintese de progesterona pelas células granulosas dos
foliculos. (SALGADO, 2009). Observa-se que nesta fase a fémea ainda ndo se
apresenta receptiva a copula, havendo predominancia de células epiteliais
nucleadas nos esfregacos vaginais (LAUS, 1996).

A fase de estro € o periodo em que a fémea encontra-se sexualmente
receptiva, no qual o Utero encontra-se edemaciado e hipertrofiado. A maturacdo dos
ovOcitos, o crescimento dos foliculos ovarianos e a producdo continuada de
estrdgeno, promovem um aumento na concentracao do horménio luteinizante, o qual
€ responsavel pela ruptura do foliculo e liberacdo do ovécito. Nessa fase, ha
predominio de células anucleadas queratinizadas nos esfregagos vaginais
(SOLBERG, 2010).

No metaestro, ha diminuicdo da secrecdo de estrogénio, o corpo luteo
comeca a se formar e a secretar progesterona. Caso tenha ocorrido o0 acasalamento
na fase de estro, a progesterona sintetizada atuara na remodelacdo do tecido
uterino. No entanto, caso ndo haja acasalamento, o corpo luteo eventualmente é
degenerado. Esta fase tem proporcdo equivalente de leucécitos, células epiteliais
nucleadas e queratinizadas nos esfregacos vaginais (SOLBERG, 2010).

Na fase de diestro, apds a sua formacao, o corpo liteo comeca a exercer alta
atividade, com grande producao de progesterona. Nesta ocasido, o utero esta pronto
para receber o embrido, caso ndo aconteca, ha regressdo do corpo lateo, com

reorganizagdo da parede uterina para o reinicio do ciclo. Este periodo é

caracterizado pela predominancia de leucécitos nos esfregacos vaginais. Quando ha
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uma paralisagdo do ciclo, denominada-se esta fase de anestro (LAUS, 1996;
SOLBERG, 2010) (Figura 4).

Figura 4. Fases do ciclo estral de ratas.

Ovulagio

ESTRO

Fase estrogénica

METAESTRO

Fase Progestogénica

DIESTRO

(Corpo Liiteo) Luteolise

Fonte: autor.

Sendo assim, varios modelos experimentais de endometriose em ratas, que
reproduzem histologicamente e endocrinamente essa patologia, tém sido
elaborados, proporcionando um melhor entendimento sobre os aspectos fisiologico e
bioguimico (WITZ et al., 1999; BOUCHER et al., 2000; PIVA et al., 2001).

2.1.4. Modelos experimentais

A endometriose é uma afeccdo, caracterizada pela presenca de tecido
endometrial de carater benigno fora da cavidade uterina, que acomete mulheres em
idade reprodutiva e apresenta um quadro clinico bastante variavel (RODRIGUES;
FREITAS; ZAMITH, 1995; KENNEDY ET AL, 2005).

De acordo com o Committee on Practice Bulletins-Gynecology (ACOG, 2000)
0 padrao-ouro para o diagnostico da endometriose € a visualizacdo direta da lesao
endometrial utilizando a via laparoscopica, acompanhada por confirmagéo
histologica da presenca de pelo menos dois dos seguintes achados: macrofagos
contendo hemosiderina ou epitélio, glandulas ou estroma endometrial.

O fato dessa afeccdo necessitar de método invasivo para seu diagnostico
dificulta ou até mesmo impossibilita a realizagdo de estudos controlados sobre o

comportamento dos implantes de endométrio em face de diversos medicamentos
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(SCHOR et al, 1999). Portanto, um bom modelo experimental animal é necessério
para elucidar o mecanismo da doencga e testar novas drogas terapéuticas.

O achado de endometriose espontanea em 25% de animais primatas nao
humanos (D’HOOGHE et al, 1991) com histologia e localizacdo semelhantes as
encontradas em humanos (VERNON; WILSON, 1985; CORNILLIE, 1990;
CLEMENT, 1990), bem como terem ciclo menstrual e serem filogenéticamete mais
aproximados dos humanos em relacédo a outro animal (SCHOR et al,1999), levou a
utilizacdo destes animais como modelo experimental. Entretanto as dificuldades
éticas, a heterogeneidade das lesfes e 0 alto custo na manutencédo desses animais
tem reduzido progressivamente a sua utilizacdo como modelo experimental (SCHOR
et al,1999; SILVA et al, 2004).

Sendo assim, varios autores desenvolveram modelos experimentais de
endometriose, com a finalidade de observar a resposta do endométrio ectépico a
diferentes esquemas terapéuticos, seu comportamento durante a gestacao e a sua
relacdo com a fecundidade em animais pequenos, tais como coelhos, ratos e
camundongos (SCHENKEN; ASCH, 1980; ZAMAH et al, 1984; BERGQVIST et al,
1985; VERNON; WILSON, 1985; ROCK et al, 1993; BRUNER et al, 1997;
SOMIGLIANA et al, 1999).

Os modelos experimentais de endometriose criados cirurgicamente em
pequenos animais sdo classificados em dois tipos: homologos e heterélogos. Nos
modelos homdélogos, o endométrio € obtido do utero do animal e suturado ou
disperso na cavidade peritonial. No modelo heterdlogo, fragmentos endometriais de
humanos sdo injetados em animais imunodeficientes por via intraperitonial ou
subcutanea. Em  ambos, lesdes endometridticas-similes, identificadas
histologicamente, sdo induzidas nos animais (AMARAL et al, 2009).

Para estudar o efeito da endometriose sobre a fertilidade, Schenkem; Asch
(1980) desenvolveram um modelo experimental de endometriose em coelhas da
raca Nova Zelandia Branco, retirando fragmentos de endométrio e implantando-os
no peritoneo. Segundo Silva et al (2004), a utilizacdo desse modelo experimental de
endometriose em coelhas é possivel reproduzir, sendo viavel e de facil execucao.
Pois eles conseguiram reproduzir a doenca em 80% das coelhas 8 semanas apos o
implante.

Jones (1984) utilizou, pela primeira vez, ratas para o estudo da endometriose,

conseguindo reproduzir a doenga fixando fragmentos de endométrio retirados do



28

corno uterino a parede lateral do abdome. Com o objetivo de avaliar os atributos
fisiopatologicos da endometriose. Vernon; Wilson (1985) fizeram tentativas cirdrgicas
por autotransplante endometrial ou transplante de tecido uterino para o peritdnio
para induzir a endometriose em ratas. Esses autores observaram que 0S
autotransplantes de fragmentos uterinos para a cavidade peritoneal foi o Unico
tratamento que produziu implantes de endometriose saudaveis. Estes implantes
cresceram em estruturas cisticas elipsoidais que foram compostas por ambas as
glandulas endometriais e estroma e foram encontrados para conter prostaglandina
em concentracdes semelhantes as que sao medidas no tecido uterino. Ainda
segundo esses autores, o desenvolvimento bem sucedido de tecido endometrial
transplantado cirurgicamente no rato oferece um modelo de pesquisa que podem ser
utilizados para estudar os aspectos da endometriose que nao podem ser
investigados adequadamente em mulheres.

Sakata et al. (1990), também utilizaram ratas para o estudo da doenca,
porém, implantaram fragmentos de endométrio sob a capsula renal dos animais.
Rock et al. (1993), por sua vez, ao implantarem fragmentos de endométrio e de
endometriose de mulheres e endométrio do proprio animal no globo ocular de
coelha, tendo sucesso apenas no experimento que utilizou fragmento de endométrio
da prépria coelha, havendo rejeicédo do tecido humano.

Schor et al (1999) com o objetivo de avaliar a reprodutibilidade do modelo
experimental proposto por Jones (1984) concluiram que este modelo realmente
reproduz a doenca em ratas, ao observarem um crescimento significativo dos
implantes trés semanas apoés a inducéo.

O modelo de inducdo da endometriose em ratas proposto por Vernon; Wilson
(1985) é amplamente utilizado, uma vez que a técnica operatoria € simples, a
maioria dos implantes tem sucesso e, segundo Rossi et al. (2000), esse modelo é
considerado valido pela maioria dos investigadores. Além disso, os roedores sdo
animais de facil manipulacdo, possuem ciclos estrais e prenhez de curta duracgéo,
sendo por estes motivos mais utilizados em experimentos reprodutivos (SIMOES,
1979).


http://europepmc.org/search?page=1&query=AUTH:%22Wilson+EA%22&restrict=All+results
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2.2. DIAGNOSTICOS E TRATAMENTOS

Devido a endometriose ser uma afeccdo de quadro clinico e etiopatogenia
bastante variaveis (KENNEDY et al, 2005), o diagnéstico também se da de forma
variada. O diagndstico baseia-se na anamnese, no exame fisico e nos exames
complementares. Dentre os exames complementares, podem ser realizados a ultra-
sonografia, tomografia computadorizada, ressonancia nuclear magnética,
laparoscopia e dosagens de marcadores como o CA-125, proteina C reativa e
anticorpos anticardiolipina (ABRAO et al, 1992; NEZHAT et al., 1990).

Entretanto, a certeza s6 € dada através do exame de bidpsia, esta pode ser
feita por cirurgia, laparotomia ou preferencialmente laparoscopia que é um exame o
qual manipula a cavidade abdominal através de instrumentos de Oéptica e video
juntamente com instrumentos cirargicos delicados que sao introduzidos através de
pequenos orificios no abdome (NACUL; SPRITZER, 2010).

Embora o diagndstico definitvo da endometriose necessite de uma
intervencdo cirdrgica, diversos achados nos exames fisico, de imagem e
laboratoriais podem predizer, com alto grau de confiabilidade, que a paciente
apresenta endometriose (NACUL; SPRITZER, 2010).

O exame fisico ginecoldgico pode variar, dependendo da localizacdo e
estadio da doenca. O toque vaginal bimanual, o Gtero fixo ou retrovertido, devido ao
processo aderencial, € um dado indireto para suspeita clinica. Dor ou sangramento
de qualquer localizagdo que apresente qualquer relacdo com a menstruagcao
aumentam as suspeitas para a doenga, propiciando uma avaliagdo mais detalhada
principalmente em cicatrizes cirargicas. Um dos achados mais relevantes ao exame
fisico € o encontro, ao toque vaginal, de espessamento e/ou dor em ligamentos
Utero-sacros e nédulo em fundo de saco de Douglas. Tais fatos corroboram néo s6 a
possibilidade da presenca de doenca como inferem na existéncia de doenca
profunda (PODGAEC; ABRAO, 2004).

A ultra sonografia transvaginal € o exame inicial e, muitas vezes, o Unico
método por imagem necessario para o diagnéstico das diversas doencas. Um
estudo de Abréo et al. (2007), avaliando a acuracia desse exame, demonstrou uma
sensibilidade de 94% e uma especificidade de 98% na identificacdo de focos de

endometriose profunda.
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A grande importancia da ressonancia magnética (RM) no diagnostico da
endometriose estd na identificacdo das lesbes ndo Vvisiveis a laparoscopia,
apresentando acuracia, sensibilidade e especificidade acima de 90% para
endometriose profunda (OLIVE; SCWARTZ, 2004; GUERREIRO et al, 2004). Ainda
segundo Bezerra et al. (2001), Olive; Scwartz (2004) e Francisco et al. (2005), os
achados de RM sdo mais especificos que os de ultrasonografia e tomografia
computadorizada.

Mais recentemente, algumas citocinas vém sendo estudadas como novos
marcadores da endometriose. A interleucina-6 (IL-6) parece ter um desempenho
melhor do que outras citocinas em discriminar pacientes com endometriose
(OTHMAN et al, 2008).

Os tratamentos para a endometriose variam de acordo com 0s sinais e
sintomas apresentados pelas pacientes, e se o tratamento a ser feito tem o objetivo
de tratar a infertilidade feminina ou dores pélvicas associadas aos implantes
endometriéticos (NACUL; SPRITZER, 2010), os medicamentos mais utilizados est&o

citados na tabela 2.

Tabela 2 - Medicamentos mais utilizados para o tratamento da endometriose

Andrégenos Danazol

Agonistas GnRH Leuprolida, Acetato de Leuprolida,
Leuprorrelina, Burserelin, Goserelin,
Nafarelina

Progestagenos Gestrinone, Medroxiprogesterona

Contraceptivos Orais Combinacéo de

estrogeno/progesterona

Antiinflamatdrios Nao-esteroidais Naproxeno, lbuprofeno

Fonte: (Baldi; Campioni; Signorile, 2008).

O uso de terapia medicamentosa para endometriose € baseado no fato de
que a endometriose responde a acao hormonal. Duas condi¢des fisiologicas,
gravidez e menopausa, estdo frequentemente associadas a amenizacdo da dor
provocada pela endometriose. Os analogos farmacoldgicos destas condi¢cdes sao os

progestagenos e contraceptivos orais combinados, que levam a condicdes
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hormonais semelhantes a vista durante a gravidez, e os androgénios e horménio
liberador de gonadotrofina (GnRH), que promovem supressdao do estrogénio
enddégeno (NAVARRO; BARCELOS; SILVA, 2006).

Basicamente, esses agentes inibem o crescimento dos implantes por
decidualizacdo e atrofia do endométrio ou por meio da supressdo dos hormdnios
esteroides ovarianos e inducédo de um estado de hipoestrogenismo. Os estudos que
avaliaram esses tratamentos hormonais mostraram que eles sdo igualmente
efetivos, porém seus efeitos adversos e custos diferem de forma significativa (DAVIS
et al., 2007; SELAK et al., 2007). Além disso, todos os tratamentos disponiveis para
a dor associada com a endometriose tém efeito contraceptivo. Por outro lado, ndo é
rara a associacao de dor e infertilidade, principalmente nos graus mais severos da
doenca, o que impossibilita 0 uso desses tratamentos (NACUL; SPRITZER, 2010).

Embora a progesterona cause alteragfes secretoras no endométrio durante a
fase lutea do ciclo menstrual normal, os progestdgenos sintéticos causam atrofia
endometrial por diminuicdo na sintese de receptores de estrogénio. Kirstner (1958)
foi o primeiro a usar esta classe de medicamentos para tratar a endometriose com
altas doses de progestagenos, levando a um estado de pseudogravidez. Porém,
este tratamento promove alta incidéncia de efeitos colaterais, apresentados por
cerca de 30% das usuarias.

Outro tipo de tratamento que pode ser utilizado é o danazol, que se trata de
um androgénio que suprime as gonadotrofinas e age inibindo a ovulacdo. Seu uso
no tratamento da endometriose esta descrito desde 1971 (GREENBLATT et al.,
1971). Varios outros estudos comparando esta medicacao com Contraceptivos Orais
Combinados (COC) e progestagenos mostram uma grande eficacia desta droga no
tratamento da endometriose, promovendo grande satisfacdo das pacientes, melhora
dos sintomas apresentados e, consequentemente, impacto positivo sobre a
qualidade de vida (BARBIERI; EVANS; KISTNER, 1982; HENZL et al., 1988).
Porém, a incidéncia de efeitos colaterais € muito alta, com desenvolvimento de
quadros de ganho de peso, edema, diminuicdo no tamanho das mamas, acne,
hirsutismo, oleosidade na pele e alteracdes no timbre da voz (BARBIERI; EVANS;
KISTNER, 1982), além da potencial influéncia negativa sobre o metabolismo dos
lipideos, com elevagdo dos niveis de LDL-colesterol e colesterol total (CIRKEL;
OCHS; SCHNEIDER, 1995).
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Os agonistas do GnRH sé&o considerados hoje o tratamento padréo contra dor
associada a endometriose, devido ao estado de hipoestrogenismo que acarretam.
Seu uso na endometriose foi descrito pela primeira vez em 1982 (MELDRUM et al.,
1982). Desde entdo, varios estudos foram realizados, comparando esta classe de
drogas com os tratamentos para endometriose ja existentes. Houve excelente
resposta terapéutica, com melhora significativa na dor pélvica associada a
endometriose, e maior tempo de efeito sem o retorno dos sintomas (HORNSTEIN et
al., 1997; LING, 1999; PETTA et al., 2005).

O fato da endometriose ativar os mecanismos da inflamacao faz com que os
antiinflamatérios nado-esteroidais também sejam eficazes no tratamento desta
patologia, visto que sdo drogas que inibem a sintese de prostaglandinas
(substancias enddgenas intermediarias do processo inflamatorio) o que leva ao
bloqueio dos efeitos inflamatorios (WANNMACHER; BREDEMEIER, 2004).

Atualmente, com o desenvolvimento e a tecnologia dos aparelhos
laparoscopicos, a utilizacdo dessa técnica, permite uma excelente visdo da pelve e,
consequentemente, das lesbes endometridticas. Os objetivos principais da cirurgia
em pacientes com endometriose sdo: remover completamente todos os implantes
endometriais e aderéncias dos érgaos envolvidos e restabelecer a anatomia normal
da pelve. O manejo delicado do tecido e a hemostasia meticulosa sao fundamentais
para se evitar a formacao de novas aderéncias e focos endometridticos (KENNEDY
et al, 2005). A cirurgia laparoscépica para endometriose consiste em
eletrocauterizacdo ou destruicdo a laser dos implantes endometriéticos e adesidlise
para melhorar a fertilidade, nos casos de endometriose minima e leve, e € mais
efetiva quando comparada com apenas laparoscopia diagnéstica (MARCOUX;
MAHEUX; BERUBE, 1997).

Para as pacientes que desejam engravidar os tratamentos de reproducéo
assistida — inseminacao intrauterina e fertilizac&o in vitro — podem ser indicados para
pacientes com endometriose e infertilidade, levando-se em conta o grau da doenca,
0 envolvimento das trompas, a idade, o tempo de infertilidade e a presenca de
outros fatores associados (KENNEDY et al., 2005).
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2.3 PLANTAS MEDICINAIS

O emprego de plantas medicinais para a manutencdo e a recuperacédo da
saude tem ocorrido ao longo dos tempos desde as formas mais simples de
tratamento local até as formas mais sofisticadas de fabricacdo industrial de
medicamentos (HAMILTON, 2004; LORENZI; MATOS 2008).

Grande parte da populacdo mundial ainda utiliza plantas medicinais para o
tratamento de diversas enfermidades, isto se deve principalmente pela dificuldade
em usufruir a medicina moderna, em virtude do elevado custo, muitas vezes
associada ao dificil acesso a estes medicamentos ou medo da pratica cirdrgica
(FERREIRA, 2008).

O habito do consumo dos produtos naturais possui um aspecto importante,
pois 0 conhecimento sobre plantas medicinais é de dominio popular e os paises em
desenvolvimento e subdesenvolvidos contém um forte componente social e cultural.
Estes vegetais muitas vezes representam o Unico recurso terapéutico para muitas
comunidades (ALVES, 2007).

As plantas contém inimeros constituintes ativos e seus extratos, quando
testados, podem apresentar efeitos sinérgicos entre os diferentes principios ativos
devido a presenca de compostos de classes ou estruturas diferentes contribuindo
para a mesma atividade (MACIEL; PINTO; VALDIR, 2002).

O desenvolvimento da quimica organica e da tecnologia industrial tem
permitido a andlise, isolamento, refino e sintese dos principios ativos das plantas,
que sdo, na maioria, metabdlitos secundarios (SILVA JUNIOR; VIZOTTO, 1996),
onde seus efeitos terapéuticos sédo avaliados através de testes bioldgicos.

Sao inumeros os compostos extraidos de plantas empregados na preparacao
de agentes terapéuticos que ja se encontram disponiveis no mercado farmacéutico.
Muitos deles séo utilizados de forma pura ou associados a outras substancias
naturais ou sintéticas. Ha ainda que se considerar que um numero elevado de
farmacos sintéticos ou semi-sintéticos foi descoberto usando-se produtos de origem
natural como protoétipo (CLARK, 1996; CECHIINE-FILHO; YUNES, 1998; DOUGLAS
KINGHORN, 2001). Como exemplo, podemos citar: os alcaldides vimblastina
(Velban®) e vincristina (Oncovin®) que sédo extraidos de Catharantus roseus, 0s
guais sao amplamente utilizados para o tratamento de linfomas e leucemia infantil

(PASA; PEDROSA, 2001); os poderosos glicosideos cardiotonicos, digoxina e



34

digitoxina, apresentam potente e seletiva acdo sobre o musculo cardiaco (CLARK,
1996), que sdo extraidos de Digitalis purpurea; um outro alcaldide que merece
destaque € a reserpina, isolada de Rauwolfia ssp., sendo um dos mais poderosos
anti-hipertensivos conhecidos; a capsaicina, extraida de Capsicum ssp., um
importante anestésico topico; pilocarpina, extraida do Pilocarpus jaborandi, um dos
raros farmacos utilizados para o tratamento de glaucoma.

Atualmente as opcdes terapéuticas para a endometriose incluem terapia
cirdrgica ou clinica, contudo, seus efeitos ndo sdo curativos, com recorréncias
frequentes. Dessa forma a busca de novos estudos sobre a eficicia das ervas no
tratamento da endometriose tornam-se necessérios (OLIVER; PRITTS, 2001).

Estudos com dados clinicos e experimentais sobre 0 uso de ervas medicinais
para tratar a endometriose, informou que drogas com propriedades anti-
inflamatdrias, analgésicas, imunomoduladora e antioxidantes sdo eficazes no
combate a esta doenca.

A literatura relata o tratamento da endometriose com apenas uma planta
medicinal, a Uncaria tomentosa (Willd.) DC, popularmente conhecida como unha-de-
gato. Estudos tém mostrado que essa planta possui propriedades antiinflamatoria,
imunomoduladora, pro-apoptotica e antioxidante, sendo portanto, alvo de estudos
para tratar a endometriose (KURAS et al, 2006; ALLEN-HALL et al, 2007,
NOGUEIRA NETO et al, 2011).

A Bumelia sartorum Mart, popularmente conhecida por quixaba, tem uma
grande utilizacdo na medicina popular. A casca de seu tronco e das raizes é
amplamente utilizada na medicina caseira no interior do Nordeste como
antinflamatoérias e analgésicas, sendo, portanto, uma possivel alternativa de estudo

sobre o efeito terapico na endometriose (SCHENKEL et al, 2000).

2.4. Bumelia sartorum Mart (Sapotaceae)

A flora brasileira é riguissima em espécies com principios ativos com
potencialidades de utilizacdo na medicina natural. Muitas dessas caracteristicas ja
estdo comprovadas cientificamente como as da aroeira (Schinus terebinthifolius
Raddi.) que é antiinflamatoria e bactericida; do cajueiro (Anacardium occidentale L.),

antiinflamatorio, bactericida e analgésico; do ipé-roxo (Tabebuia avelanedae Lor. ex.
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Griseb.), antitumoral e antimicrobiano e da quixaba (Bumelia sartorum M.) que é
hipoglicemiante e antiinflamatoria (AGRA, 1996; DINIZ et al, 1998).

A Bumelia sartorum pertence a familia Sapotaceae e é uma espécie nativa do
Nordeste brasileiro conhecida popularmente por quixaba, quixabeira ou rompe-
gibdo. (ALMEIDA; BARBOSA-FILHO; NAIK, 1985). Apesar de nao terem sido
encontrados muitos trabalhos com ensaios de atividade biologica para esta espécie,
0 uso medicinal desta planta por comunidades tradicionais € bastante amplo.

Segundo Albuquerque et al. (2007), Beltrdo; Tomaz; Beltrdo (2008) e Filipoy
(1994) a referida planta € utilizada para sangramentos, dores em geral, Ulcera
duodenal, gastrite, azia, inflamacédo crénica, lesdo genital, inflamacdo dos ovarios,
cllica, problemas renais, problemas cardiacos, diabetes, e também como
cicatrizante e expectorante.

Numa abordagem quimica, Barbosa-Filho (1997) mostrou que esta planta é
rica em triterpenos e esterdides (figura 5a e 5¢). O composto principal foi identificado
como acido basico (figura 5b). Almeida, Barbosa-Filho; Naik (1985) afirmam que o
extrato etandlico da casca da raiz da B. sartorum, além da atividade hipoglicémica,
apresenta atividade antiinflamatéria significativa. Nos testes preliminares o extrato
bruto da planta evidenciou efeito hipoglicemiante em ratos normais e aloxano-
diabéticos induzidos. Também se observou uma diminuicdo significativa de
trigliceridios, colesterol e uréia sanguinea em ratos aloxano-diabéticos, além de
atividade antiinflamatéria em edema induzido por carragenina na pata de ratos
(ALMEIDA; BARBOSA-FILHO; NAIK, 1985).

Figura 5. Constituintes da B. sartorum. (a) Triterpenos pentaciclico (tarxerona,
taraxerol e eritridiol); (b) Acido triterpénico (acido basico); (c) Esterdide (a-

espinasterol).

@ R=beta-OH
@ Rl=CHOH, R2=R3=H @ R=0O

(a)



@ R1=COOH Rp=CH,OH, R3=OH, A’

(b)

Fonte: Barbosa-Filho, 1997.
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Resumo

A pesquisa objetivou avaliar o efeito do extrato etandlico da casca de Bumelia.
sartorum na regressdo de implantes endometriais em ratas. Utilizou-se 25 ratas albinas,
divididas em cinco grupos: |- ratas induzidas a endometriose (controle); 11— ratas induzidas a
endometriose, tratadas com alcool 20% por 15 dias (placebo); Ill- ratas induzidas a
endometriose, tratadas com extrato por 5 dias; 1V- ratas induzidas a endometriose, tratadas
com extrato por 10 dias; V — ratas induzidas a endometriose, tratadas com extrato por 15 dias.
O extrato foi administrado por gavagem, numa concentragdo de 32 mg/mL/rata.
Morfologicamente, os implantes do Gl, Gll e GIII apresentaram grandes cistos, infiltrado
leucocitario e presenca intensa de fibras colagenas. Nos grupos IV e V houve reducdo dos
cistos, do infiltrado leucocitario e presenca de macrdéfagos. A analise do extrato etandlico por
CLAE/EM, Infravermelho e UV/Vis mostrou a presenca da catequina/epicatequina e seus
dimeros e trimeros. Houve reducdo dos niveis de estrégeno e aumento da progesterona apenas
nas ratas do grupo V e os niveis de prolactina ndo diferiram entre os grupos experimentais. Os
grupos I, IV e V apresentaram 0s maiores indices apoptoticos, enquanto que apenas 0S
grupos IV e V mostraram reducdo de glandulas e vasos sanguineos nos implantes. Assim,
conclui-se que o extrato etandlico bruto de B. sartorum € rico em compostos fendlicos, que
pode promover uma regressao dos implantes endometriais, quando utilizado por 15 dias numa
concentragdo de 32 mg/mL. Entretanto, experimentos adicionais com os fracionados do
extrato etandlico bruto devem feitos para esclarecer melhor os mecanismos de acdo

envolvidos na atividade antiinflamatéria na endometriose.

Palavras-chaves: endometriose, fitoterapia, Bumelia sartorum, ratas, niveis hormonais,

histoquimica, histologia, apoptose.
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1. Introducéo

A endometriose é classicamente definida como a presenca de tecido endometrial
localizado fora da cavidade uterina. Este tecido costuma ser encontrado na regido pélvica, mas
pode ser encontrado em outras regides do abdémen, onde as principais manifestacdes sdo dor
pélvica e infertilidade (ESKENAZI; WARNER, 1997). Pesquisas revelam uma prevaléncia de
até 20% das mulheres em idade reprodutiva (BRICOU; BATT; CHAPRON, 2008) e de 30 a
50% das mulheres inférteis que apresentam tal patologia (JACOBSON et al., 2002).

O tratamento é clinico e/ou cirurgico, e a preferéncia é pela prescricdo de medicamentos
que interferem no ciclo menstrual, bloqueando a secrecdo de estrogénio pelos ovarios bem
como de agentes antinflamatérios ndo esteroidais, proporcionando benfeitorias clinicas. No
entanto, estes tipos de tratamento ndo gera uma cura efetiva, pois 0s sintomas costumam
retornar apos a suspensdo da medicacdo, o que justifica a busca experimental de novas opgdes
de tratamento (OLIVER; PRITTS, 2001; NETO et al., 2010).

A endometriose é associada com alteragdes no eixo hipotalamo-hipdfise-ovario com
conseqiientes alteracbes nas concentracbes dos horménios estrogeno, progesterona e
prolactina (LIMA; MOURA, 2006). As células do estroma do tecido endometriético séo
estrégeno-dependentes e as do ovario apresentam a capacidade de sintetizar estrogénios a
partir do colesterol, pois expressam as enzimas esteroidogénicas. Algumas evidéncias
sugerem que a endometriose é caracterizada por resisténcia a acdo de progesterona, cuja acéo,
antagbnica aos estrogénios, leva a atrofia do endométrio (NACUL; SPRITZER, 2010). O
estrogeno estimula a secre¢do de prolactina, o que pode explicar o aumento da prolactina em
pacientes portadoras de endometriose (KARASEK; MPAWLIKOWSKI; LEWINSKI, 2006).

Segundo Carvalho et al. (2004) a endometriose pode ser considerada um processo
inflamatorio crénico, com funcdo alterada de células do sistema imunolégico, diminuicdo da

atividade fagocitica (SHARPE-TIMMS et al., 1998) e niUmero aumentado de macréfagos no
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fluido peritoneal, os quais secretam varios fatores de crescimento e citocinas (AGIC et al.,
2006; DE LIMA; ROSA; SILVA, 2006).

Compostos naturais podem ser utilizados para o tratamento da inflamacdo (ARAUJO-
NETO et al.,, 2010). Neste contexto, Bumelia sartorum Mart, uma planta da familia
Sapotaceae, nativa da Caatinga, popularmente conhecida como quixaba no Brasil, é
amplamente utilizada na medicina popular e na producdo comercial de produtos fitoterapicos
(ALBUQUERQUE et al., 2007).

A casca € usada para dores em geral, Ulcera duodenal, gastrite, azia, inflamacéo crénica,
lesdo genital, colicas, problemas renais, problemas cardiacos, diabetes, cura e como
expectorante (FILIPOY, 1994; ALBUQUERQUE et al., 2007). Todas as partes da planta
também sdo usada no tratamento de inflamagbes do ovério e diabetes (BELTRAO et al.,
2008; ARAUJO-NETO et al., 2010).

Embora esta erva medicinal seja de grande utilizacdo na medicina popular, ainda ndo ha
relatos na literatura a respeito da utilizacdo da referida planta em implantes endometriéticos e
nem se apresentam efeito fitoestrogénico. Diante do exposto, o presente estudo teve por
objetivo obter o perfil quimico do extrato etandlico bruto da casca de B. sartorum, avaliar o
efeito desse extrato na histologia, histoquimica e no indice apoptético de implantes
endometriais em ratas, bem como verificar os niveis dos horménios estrogeno, progesterona e

prolactina.
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2. Material e métodos

2.1 Aquisicao do material botanico

As cascas secas do caule de B. sartorum sdo amplamente comercializadas em feiras
livres, sendo estas as mais utilizadas pela populacdo. Diante disso, as cascas foram adquiridas
através da empresa de ervas medicinais Chd e Cia Ervas Medicinais e devidamente

identificadas pelo laboratério Quimer Insumos Vegetais — Sdo Paulo.

2.2 Obtencdo do Extrato Bruto

Apdbs a aquisicdo, as cascas da B. sartorum foram encaminhadas ao Laboratorio de
Ecoquimica e Sintese Organica (LEQSO) do Departamento de Quimica da Universidade
Federal Rural de Pernambuco, onde foram secadas em estufa por 48h a 40°C e em seguida 1
Kg dessas cascas foram trituradas para obtencdo dos extratos brutos em um moinho de facas.
O material vegetal seco e macerado, em po6, foi submetido a extragdo exaustiva com alcool
absoluto (3x de 500 mL), pelo método de maceracdo a frio por 72h. O material extraido

passou por uma filtracdo a vacuo e o filtrado foi concentrado sob pressdo reduzida em
evaporador rotativo (40°C, + 120rpm) obtendo-se 62,0229 do extrato bruto etandlico das

cascas, 0 qual foi diluido 32 mg para cada 1 mL de alcool 20%, sendo acondicionado em

refrigerador a 10°C até sua utilizacéo.

2.3 Analise do extrato etandlico da B. sartorum por Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas (CLAE/EM)

Para a analise dos extratos brutos etandlico das cascas de B. sartorum em CLAE/EM, 2

mg do extrato foi previamente diluido em 1 mL de MeOH e tratado em cartucho de extracdo
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em fase solida (SPE) de silica de fase reversa C18 (Sep-Pak) como etapa de pré-purificacéo.
Em seguida, o extrato bruto etandlico foi analisado em aparelho Bruker Esquire 3000 Plus lon
Trap Daltonics MicroTOF, operando em modo positivo, voltagem do cone de 25 V, probe do
electrospray 3,5kV e nitrogénio como gas nebulizador. O volume de injegdo foi de 10uL com
a concentracdo da amostra de 2mg/mL em Cromatografo liquido analitico/semipreparativo
Shimadzu modelo LC-10, equipado com bomba ternaria e detector UV e fluorescéncia
munido de injetor automatico SIL-10A. A coluna utilizada para analise no cromatografo
liquido foi de fase reversa RP-18 Supelco (5 um d.i., 4 x 250 mm), eluida em um gradiente
inicialmente com metanol/agua 3:7 por 2 min; aumentado a 90% de metanol em 32 mim,

mantendo por 5 min metanol a 90%, com deteccdo em 280 e 254 nm, com fluxo de 2 mL/min.

2.4 Infravermelho
A andlise de infravermelho foi realizada em equipamento Varian modelo 640 FTIR com

32 scan e resolugdo de 4 cm. As medidas foram realizadas na regido de 4000 a 400 cm™.

2.5 Ultravioleta Visivel (UV/Vis)

As andlises de UV foram realizadas em um espectrofotémetro UV-Vis Diode-array (HP,
Modelo 8453) medidas na regido do UV/Vis. As amostras foram diluidas em etanol na

concentragéo de 0,2 mg/mL.

2.6 Manutencao dos animais e formacao dos grupos experimentais

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Histologia do Departamento de
Morfologia e Fisiologia animal da Universidade Federal Rural de Pernambuco (UFRPE).
Foram utilizadas 25 ratas albinas (Rattus norvegicus albinus), com 90 dias de idade, virgens,

pesando aproximadamente 200 + 30g, da linhagem Wistar, procedentes do Biotério do
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Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, da mesma Universidade. Os animais foram
confinados em gaiolas e mantidos com alimentacdo e agua ad libitum, permanecendo no
biotério numa temperatura de 22 +1°C, com iluminacdo artificial com lampadas fluorescentes
modelo luz do dia, 40W, para um fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas escuro,
considerando-se o periodo de luz das 06:00 as 18:00 horas. ApOs a adaptacdo ao novo
ambiente, foram realizados esfregacos vaginais das ratas para a determinagéo do ciclo estral.
As fémeas que apresentaram trés ciclos estrais regulares foram divididas, aleatoriamente, em

cinco grupos, cada um constituido por cinco animais:

Grupo | — ratas induzidas a endometriose e avaliadas apds 21 dias do pds-operatdrio
(controle);
Grupo Il — ratas induzidas a endometriose, tratadas apds 21 dias do poés-operatorio com

placebo (&lcool 20%) por 15 dias, e avaliadas no dia seguinte ao término do tratamento;

Grupo Il — ratas induzidas a endometriose, tratadas apos 21 dias do pds-operatério com
extrato da B. sartorum por 05 dias, e avaliadas no dia seguinte ao término do
tratamento;

Grupo IV - ratas induzidas a endometriose, tratadas apds 21 dias do pds-operatorio com
extrato da B. sartorum por 10 dias, e avaliadas no dia seguinte ao término do
tratamento;

Grupo V - ratas induzidas a endometriose, tratadas ap6s 21 dias do pos-operatério com
extrato da B. sartorum por 15 dias, e avaliadas no dia seguinte ao término do
tratamento.

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais

Institucional (CEUA/UFRPE, n° 23082.011435/2014-26).
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2.7 Procedimento cirurgico para inducéo da endometriose

Para a inducdo da endometriose, utilizou-se a técnica preconizada por Vernon; Wilson
(1985), a qual ja é consolidada pelo presente grupo de pesquisa. Os animais foram
anestesiados com hidrocloridrato de quetamina (80 mg/kg) e xilazina (6,0 mg/kg) por via
intramuscular, conforme descrito por Andrade; Pinto; Oliveira (2002). Posteriormente,
realizou-se a tricotomia da regido abdominal.

Apos estes procedimentos foi feita a abertura da cavidade abdominal por incisdo
longitudinal na linha alba de mais ou menos 2cm, para a identificagdo dos cornos uterinos.
Uma vez individualizados, foi ressecado aproximadamente 1cm do terco médio do corno
uterino direito e realizada a ligadura dos vasos. O segmento uterino retirado foi
imediatamente imerso em soro fisioldgico, aberto longitudinalmente, e em seguida
fragmentado medindo aproximadamente 1cm de cada lado. Estes fragmentos foram fixados,
com fio de sutura de nylon 5.0, na musculatura da parede anterior da cavidade abdominal,
sempre sobre vasos sanguineos, tomando-se o cuidado para que a porcdo do endométrio
mantivesse 0 contato com a musculatura. Apds estes procedimentos foi realizada a sutura da

cavidade abdominal e, em seguida, da pele.

2.8 Tratamento com extrato etandlico de B. sartorum

Segundo o teste de toxicidade realizado com o extrato etandlico da B. sartorum por
Almeida; Barbosa-Filho; Naik em 1985, pode-se utilizar 187 mg desse extrato em ratos. O
fato de j& ter sido utilizado 32 mg/mL do extrato de Uncaria tomentosa com resultado
positivo no tratamento de implantes endometridticos, despertou o interesse em investigar se
32 mg/mL de B. sartorum também apresenta resultados positivos na regressao dos implantes

endometriais.
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Dessa forma, apos 21 dias de pds-operatorio, periodo necessario para 0
desenvolvimento dos implantes e plena recuperacdo dos animais do processo cirurgico, foi
iniciado o tratamento com o extrato etandlico da B. sartorum, onde foram diluidos 32 mg do
extrato bruto para 1 mL do veiculo, no caso o alcool 20%, sendo esta concentracdo
(32mg/mL) administrada em cada animal por via oral, através de gavagem. Também se

iniciou a administracao via oral de 1 mL de alcool 20%, apenas no grupo placebo.

2.9 Dosagem hormonal

O sangue foi coletado, por puncéo da veia caudal lateral, 21 dias apds a inducdo (grupo
controle) e apo6s o término dos tratamentos (grupos I, 111, IV e V), sendo centrifugado, e 0
soro foi acondicionado a -20°C para as analises dos niveis dos hormonios estrdgeno,
progesterona e prolactina os quais foram dosados em triplicata, utilizando-se o método
Enzyme Linked Immunosorbet Assay (ELISA), através de kits comerciais. Em seguida, 0s
dados foram submetidos ao teste de Wilcoxon e comparados pelo teste de Mann-Whitney ao

nivel de 0,05% de significancia utilizando o programa Statistica 10.1®.

2.10 Analise histoldgica e histoquimica dos implantes endometriais

Os implantes foram coletados em fase de estro, pois é a fase que apresenta 0 maior nivel
de estrogeno. Para isso as fémeas foram anestesiadas com hidrocloridrato de quetamina (80
mg/kg) e xilazina (6,0 mg/kg) por via intramuscular. Em seguida, realizou-se uma inciséo na
pele, de aproximadamente 4 cm, para perfeita visualizacdo e retirada dos implantes, que
foram clivados longitudinalmente e mergulhados em formaldeido a 10%, permanecendo neste
fixador por 48 horas. ApoOs a coleta dos materiais foram realizados os procedimentos da

eutanasia, utilizando o aprofundamento da anestesia.
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Os fragmentos foram desidratados em alcool etilico (concentracBes crescentes),
diafanizados pelo xilol, impregnados e incluidos em parafina. Posteriormente, os blocos
foram cortados em micrétomo do tipo Minot (Leica RM 2035) ajustados para 5um. Os cortes
assim obtidos foram colocados em laminas previamente untadas com albumina de Mayer e
mantidos em estufa regulada a 37 °C, durante 24 horas, para secagem. Os cortes foram
submetidos as técnicas de coloracdo pela Hematoxilina-Eosina (H.E.) — para verificar
caracteristicas histoldgicas do desenvolvimento da endometriose — e pelo Tricrébmico de
Mallory — para verificar a presenca de fibras colagenas sendo posteriormente analisados em
microscopio de luz, marca OLYMPUS BX-49, e fotografados em fotomicroscopio

OLYMPUS BX-50.

2.11 Anélise morfométrica de vasos sanguineos e glandulas endometriais nos implantes
Para a realizagdo desse procedimento ultilizou-se uma ocular de 10X contendo
internamente um reticulo de WEIBEL com 25 pontos (WEIBEL; KISTLER; SCHERLE,
1966). Foram utilizadas cinco laminas por grupo através das quais foram contados quatro
campos, todos aleatérios e em sentido horario, levando-se em consideracdo apenas 0s pontos
que incidiram sobre as glandulas e vasos sanguineos presentes nos implantes endometriais.
Este procedimento foi realizado utilizando-se a objetiva de 40X, obtendo-se um aumento final
de 400X. Foram contados 100 pontos por animal (lamina) totalizando 500 pontos por grupo.
A observacao foi realizada através da microscopia de luz da marca OLYMPUS BX-49. Em
seguida, os dados foram submetidos ao Proc ANOVA e comparados pelo teste de Tukey ao

nivel de 5% de probabilidade utilizando o programa Statistica 10.1®.
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2.12 Analise do teor de colageno

Para a determinacdo da quantidade de coldgeno nos implantes, foram utilizadas as
imagens das laminas coradas por tricomico de Mallory. Essas imagens foram submetidas ao
programa editor de imagens GIMP® 2.0 para obtencdo da medida dos pixels. Os resultados
dos teores de colageno foram submetidos a teste de normalidade e homogeneidade, para
analise da quantidade de fibras colagenas, onde os dados foram submetidos ao Proc ANOVA
e comparados pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade usando o programa SAS

(SAS Institute, 2001).

2.13 Indice apoptotico (1A)

Foi utilizado o método TUNEL como indicador de apoptose. Os cortes foram
inicialmente desparafinados e hidratados, em seguida incubados em PBS por 5 minutos a
temperatura ambiente. Apds, a Proteinase K foi aplicada sobre as laminas por 15 minutos. As
laminas foram lavadas em &gua destilada e incubadas em peréxido de hidrogénio por 5
minutos em temperatura ambiente. Os cortes foram lavados em PBS e incubados em tampé&o
de equilibrio por 60 minutos a 4°C. Depois, os cortes foram incubados em TdT a 37° por 1
hora em cAmara Umida. Foi aplicada a solucdo stop por 10 minutos em temperatura ambiente,
em seguida, as laminas foram lavadas em PBS e incubadas em anti-digoxigenina. As laminas
foram enxaguadas em PBS e os cortes revelados com substrato cromogénico
diaminobenzidina (DAB, Dako Cytomation™) (20 minutos), sendo contracorados com
hematoxilina por 20 a 30 segundos. Apos as laminas foram lavadas em agua corrente,
desidratadas em concentragdes crescentes de alcool e colocadas em xilol para serem montadas
e observadas em microscopio de luz.

O indice apoptdtico foi determinado pela contagem do percentagem de celulas

positivas a partir de, pelo menos, pelo menos 500 ndcleos subdivididos em 10 campos
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escolhidos aleatoriamente utilizando-se a objetiva de 40x (LOSA et al., 2000; WU et al.,
2013). Em seguida, os dados foram submetidos ao teste de Wilcoxon e comparados pelo teste

de Mann-Whitney ao nivel de 0,05% de significancia utilizando o programa Statistica 10.1®.

3. Resultados
3.1 Anélise do extrato etandlico da B. sartorum por Cromatografia Liquida de Alta

Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas (CLAE/EM)

A analise do extrato etandlico da B. sartorum por CLAE/EM/EM indicou a presenca
da catequina/epicatequina e seus dimeros e trimeros (Figuras 2-4). A analise do cromatograma
fornecido pela CLAE em comprimento de onda em 280 nm indicou a quantidade relativa de

60, 11 e 3 % para dimero, catequina/epicatequina e trimero, respectivamente (Figura 1).
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Figura 1. Cromatograma do extrato etanolico bruto de Bumelia sartorum.
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Figura 2. Espectro de massas da catequina/epicatequina obtido por CLAE/EM, electrospray”
—ESI(M + 1)".
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Figura 3. Espectro de massas do dimero da procianidina obtido por CLAE/EM, electrospray”
—ESI (M + Na)".
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Figura 4. Espectro de massas do trimero da procianidina obtido por CLAE/EM, electrospray”
~ESI (M1 + 1)*.

3.2 Infravermelho

O espectro de infravermelho do extrato etandlico bruto da B. sartorum apresentou um
banda larga e intensa em 3410 cm™ referente as vibragdes de deformacgdo axial de grupo
hidroxila, confirmando a presenca de fenol na amostra. O espectro também apresentou bandas
intensas na faixa de 1200 e 1000 cm™, caracteristicas de grupo C-O e bandas de vibragdes de
deformacéo axial para hidrocarbonetos aromaticos C=C entre 1600 e 1400 cm™. O conjunto
de dados obtidos pela analise de infravermelho indica a presenca de compostos aromaticos

com hidroxilas (Figra 5).
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Figura 5. Espectro de infravermelho do extrato etandlico das casca de B. sartorum em KBr

3.3 Ultravioleta Visivel (UV/Vis)
O Espectro de UV-Visivel da amostra apresentou um perfil quimico idéntico ao
espectro do composto catequina com bandas em comprimento de onda que apresentaram pico

maximo em torno de 280 nm, conforme mostra a figura 6.
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Figura 6. Espectro de UV do extrato etandlico das casca de B. sartorum em diluida em etanol

a 0,2 mg/mL.

Com base na interpretacdo dos dados das analises CLAE/EM, IV e UV ¢é possivel

indetificar catequinas na amostra com alto teor.
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3.4 Dosagem hormonal

As andlises dos niveis séricos dos hormonios demonstraram que houve uma reducédo
significativa do estrogeno e aumento da progesterona apenas nas fémeas tratadas com extrato
etanolico da B. sartorum por 15 dias consecutivos. Os niveis de prolactina nao diferiram entre

0S grupos experimentais (Tabela 1).

Tabela 1. !Médias (+ Erro padrdo) dos niveis séricos (ng/mL) de estradiol,

progesterona e prolactina nas fémeas apés tratamento

Grupos Estrogeno Progesterona Prolactina
| 687,43 £ 8,05a 443,14 + 4,66b 1,16 + 0,14a
[ 674,66 + 5,22a 439,90 + 6,55b 0,89 + 0.24a
11 683,41 £ 8,97a 448,29 + 7,04b 1,20 + 0,43a
v 669,77 £ 9,56a 445,49 + 5,87b 1,05+ 0,52a
V 542,88 + 7,34b 496,18 + 3,73? 0,97 +0.33a
P 0,0033 0,0122 0,1435

!Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-Mann-
Whitney ao nivel de 0,05% de significancia.
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3.5 Andlise Histologica e histoquimica dos implantes endometriais

Os animais do grupo controle (GI) apresentaram implantes endometriais com cistos e
aderidos a camada muscular da parede abdominal (Figura 7A), bem como a presenca de
infiltrado leucocitério e alguns macrofagos (Figura 7B). O implante endometrial nos animais
tratados com placebo (GII) também se mostrou bem aderido a camada muscular da parede
abdominal (Figura 7C). Em ambos os grupos, observou-se leucocitos no lumen dos cistos

(Figura 7D).

Figura 7. Fotomicrografia de implantes endometriais. GI, A: Notar implante (I) aderido a
musculatura abdominal (M), bem como a presenca de cistos (asteriscos). B: Infiltrado
leucocitario e a presenca de macréfagos (setas) Gll, C: Observar implante (I) totalmente
aderido a camada muscular (M), bem como os cistos (asteriscos). D: Leucécitos presentes no
interior dos cistos. H.E.

Os aspectos histoldgicos observados nos implantes endometriais das fémeas tratadas
com o extrato etandlico de B. sartorum por 5 dias consecutivos (GIII), mostraram que estes
também estavam totalmente aderidos a musculatura abdominal com a presenca de cisto

(Figura 8A). Observou-se também infiltrado leucocitario (Figura 8B).
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Foi possivel notar nos implantes das fémeas tratadas com o extrato etandlico de B.
sartorum por 10 dias consecutivos (G 1V) ainda a presenca de cistos, porém com pouco
infiltrado leucocitario (Figuras 8C e 8D). Entretanto, nas fémeas do grupo tratado com o
extrato etanolico de B. sartorum por 15 dias consecutivos (G V) houve reducdo do implante
caracterizada pela auséncia de cisto, do infiltrado leucocitario, porém com a presenca de

varios macrofagos (Figuras 8E e 8F) e poucos vasos sanguineos.

Figura 8. Fotomicrografia de implantes endometriais. GlIl, A: Observar um grande cisto
(asterisco). B: Infiltrado leucocitario (setas). GIV, C: Notar presenca de cisto (asterisco)
aderido a camada muscular (M). D: Observar pouco infiltrado leucocitario. GV, E: Observar
implante reduzido (I) sem cisto e em F: Estroma com varios macrofagos (setas). H.E.
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A andlise histoquimica dos grupos | (controle) e 11 (placebo) pelo tricomico de Mallory
foi positiva, principalmente no grupo Il, na regido de adesdo dos implantes com a parede
abdominal, demonstrando assim a presenca de fibras colagenas, além de um estroma bastante
celular. Nos grupos Ill, IV e V a reacdo também foi positiva, porém, menos intensa,

principalmente neste ultimo (Figura 9).

Figura 9. A: Histoquimica dos implantes endometriais. GI, A: Observar as fibras colagenas
(FC). GlI, B: Notar a presenca de fibras colagenas (FC) circundando o cisto. C: Macréfagos
(setas) no implante. GllI, D: Implante endometrial. GIV, E: Implante endometrial. GV, F:
Notar o tecido adiposo (TA). Tricomico de Mallory.
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3.6 Andlise morfométrica de vasos sanguineos e glandulas endometriais nos implantes

A analise morfométrica revelou uma reducdo significativa da area ocupada pelas
glandulas e vasos sanguineos nos implantes que receberam o tratamento com o extrato

etanolico de B. sartorum por 10 e 15 dias, conforme mostra a tabela 2.

Tabela 2.'!Médias (+ Erro Padrdo) do percentual da area ocupada por glandulas e vasos

sanguineos nos implantes endometriais.

Controle Placebo Gp5dias Gpl0dias Gp 15 dias FP

N° de Vasos sanguineos 64+0,7% 61+04a 51+03ab 3,7+03cb 25+03c 13,580.0001

N° de Glandulas 31+03" 35+04a 26£02ab 18£02bc 11%0dc 13720000

!Médias seguidas por letras diferentes diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 0,05% de significancia.

3.7 Andlise do teor de colageno
A andlise da quantificacdo de colageno revelou que nao houve diferenca significativa
entre 0s grupos controle e tratados com o extrato etandlico de B. sartorum, conforme mostra a

tabela 3.

Tabela 3.!Médias (+ Erro Padrio) da quantidade média de pixels para fibras colagenas.

Controle Placebo Gp 5 dias Gp 10 dias Gp 15 dias FP

146.60 + 12.0a 169.25+28.8a 129.50 +36.3a 156.60 + 12.4a 165.55 * 22.0a 0.44 07784

!Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey ao nivel de 0,05% de significancia.
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3.8 Indice Apoptoético (1A)
O ensaio pelo teste de TUNEL foi positivo em todos implantes analisados, entretanto

foi mais significativo nos implantes dos animais tratados com o extrato etanolico da B.

sartorum, os quais apresentaram os maiores IA (Figuras 10 ,11 e 12).

Figura 10. Implantes endometriais e detalhe do estroma mostrando células Tunel-positivas
dos grupos G | (A-B), G Il (C-D) e G Ill (E-F), respectivamente. Contra-Coloracdo H.E.
Asterisco - cisto, e - estroma.
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Figura 11. Implantes endometriais e detalhe do estroma mostrando células Tunel-positivas
dos grupos G 1V (A-B) e G V, respectivamente. Contra-Coloragdo H.E. Asterisco - cisto, e -
estroma.
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Figura 12. indice apoptético (I1A) no estroma dos implantes endometriais. Médias seguidas
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pela mesma letra nas linhas ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Wilcoxon-
Mann-Whitney (P<0,05).
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4. Discussao

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) é uma importante técnica de
separagdo, uma vez que consegue separar misturas que contém um grande numero de
compostos similares. A Espectometria de Massa (EM) é considerada uma das técnicas mais
importantes de analise molecular devido ao seu potencial em fornecer informacGes de massa
molecular, bem como sobre a estrutura do analito (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006). Os
resultados obtidos no nosso estudo, em relagdo a andlise quimica do extrato etandlico bruto
das cascas de B. sartorum, assemelham-se aos encontrados por Ruela et al. (2011), onde as
catequinas e as procianidinas também foram identificadas no extrato metandlico das cascas
dos caules B. sartorum, coletadas na cidade de Cabrobd-PE.

A espectroscopia de infravermelho é um método de andlise que fornece informacdes
quanto aos grupos funcionais dos compostos, e que juntamente com a absorbancia obtida
através do Ultravioleta visivel, permite uma melhor caracterizacdo dos compostos
(QUEIROZ, 2009). O conjunto de dados obtidos pelas andlises de infravermelho e UV
indicam a presenca de compostos aromaticos com hidroxilas, bem como de bandas em
comprimento de onda que apresentaram pico maximo em torno de 280 nm. Estes resultados
também foram encontrados por Verza et al. (2006), quando analisou as variaveis analiticas
dos métodos de determinacdo do teor de taninos totais.

Alteragbes nas concentracbes hormonais foram relatadas por varios autores em
diferentes pesquisas, tentando relacionar as alteragdes existentes com o desenvolvimento da
endometriose. Com relagéo a isso, foram encontradas anormalidades nos niveis de estrogeno,
progesterona e prolactina, porém os dados na literatura sdo conflitantes. Os estagios iniciais
da endometriose podem estar associados a niveis plasméaticos aumentados de estrogeno em

comparacdo com mulheres sem a doenca (PROVINCIALI et al., 1995). A auséncia de
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diferencas significativas nos niveis de progesterona entre pacientes com e sem endometriose
também foi relatada (TIZINGOUNIS; MAGHIORACOQOS, 1985). Por outro lado, resultados
opostos tém sido observados por outros estudos, os quais verificaram que alteracdes sericas de
estradiol e progesterona estdo diminuidas em mulheres com endometriose pelvica e que
concentracdes de progesterona tambem estdo reduzidas no fluido peritoneal de mulheres com
endometriose (KUSUHRA, 1992; CUNHA-FILHO ET AL., 2003). Em adicdo, outros
estudos verificaram diminuicdo das concentracdes de estradiol e progesterona bem como a
hiperprolactinemia em mulheres com endometriose e que isso estava associada a infertilidade
(CUNHA-FILHO et al., 2001, 2002, 2003). No presente estudo, observamos que ao comparar
0 grupo controle com 0s grupos tratados, os niveis séricos de estrégeno diminuiram e os de
progesterona aumentaram apenas no grupo tatrado com o extrato por 15 dias e que ndao houve
diferenca significativa nos niveis de prolactina.

Estda bem estabelecido que os estrégenos estimulam diretamente o crescimento e
desenvolvimento do tecido endometridtico (DE LIMA; ROSA; SILVA, 2006) Os
flavondides, tais como as catequinas, epicatequinas e procianidinas, sdo considerados
fitoestrdgenos, os quais podem atuar de maneira agonista ou antagonista aos receptores de
estrogeno (RICHARDS, 2003.), deixando-nos sugerir que o tratamento por um longo periodo
com o extrato etandlico de B. sartorum pode levar a um efeito antiestrogénico, causando
diminuicdo do nivel sérico de estrogeno, fato observado apenas no grupo V, e que contribuiu
para a regressdo dos implantes. Pesquisas mostram que os fatores que determinam qual
resposta um fitoestrogeno produzira sdo muito complexos. Alem disso, sabe-se que 0s
fitoestrogenos competem pelos receptores de estrogeno (RICHARDS, 2003).

A andlise histologica mostrou que os implantes endometriais dos grupos | e Il
apresentaram-se totalmente aderidos a camada muscular, com grande quantidade de

infiltracdo leucocitaria e presenca de glandulas, adquirindo formato de cistos, bem como da
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presenca de macréfagos. Estes aspectos também foram observados no trabalho de Batista, et
al (2009). Sabe-se que a presenca de infiltrado leucocitario é um indicativo do
estabelecimento de um processo inflamatério crénico e, segundo alguns estudos, uma
inflamacdo cronica caracteriza-se por dano tecidual persistente, em que os leucdcitos
polimorfonucleados s@o escassos ou podem estar ausentes, predominando os mononucleados,
como macrdéfagos e linfocitos (BOUCHER; LEMAY; AKOUM; 2000).

Nos grupos tratados com o extrato etandlico de B. sartorum, foi evidente a reducéo do
processo inflamatério nos implantes endometriais, confirmada pela analise morfométrica,
sugerindo uma eficiéncia do tratamento em comparacdo com 0s grupos controle e placebo.
Estudos mostraram que diversos compostos fendlicos, tais como as catequinas e
epicatequinas, apresentam atividade antiinflamatéria significativa (MUNOZ-VELAZQUEZ,
ET AL. 2012). Logo, sugere-se que estes compostos podem ter se comportado como um
antiinflamatério ndo-esteroidal, o qual tem a capacidade de inibir a cicloxigenase-2 (COX 2),
enzima que esta envolvida na regulacdo de processos inflamatérios. Uma vez inibida,
blogueia a via de sintese das Prostaglandinas (PG), as quais amplificam o processo
inflamatorio causando aumento da permeabilidade vascular, edema, migracdo celular, dentre
outros aspectos inflamatorios (CARVALHO; CARVALHO; SANTOS, 2004).

Sabe-se que os fibroblastos, responsaveis diretos pela sintese de colageno, aumentam
sua sintese em situacdes de elevados niveis estrogénicos, sendo, portanto, células estrogeno-
dependentes (MEDEIROS et al., 2003; TEIXEIRA et al., 2002). Isto pode justificar os
resultados obtidos pela analise histoquimica dos grupos 1, 11, 111, IV, onde a analise do teor de
fibras colagenas através de pixels mostrou que ndo houve diferenca significativa. Deixando-
nos sugerir que a redugdo dos niveis sericos de estrégeno, ocorridos no grupo V, nao foi

suficiente para reduzir a producéo de colageno.
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Vérios estudos tém demonstrado que a apoptose € menos frequente nas pacientes
portadoras de endometriose do que nas pacientes sem a doenca e que essa relacdo se mantem
mesmo apos as mudancas hormonais durante o ciclo menstrual (GEBEL et al., 1998.;
MERESMAN et al., 2000; MENDONCA; PAULA; MORO, 2013) o que corrobora com 0s
resultados observados nos grupos | e Il desta pesquisa. Outros estudos relatam que a
utilizacdo de antiinflamatdrios ndo-esteroidais podem interferir na via intrinseca de ativacao
da apoptose, levando a uma supra-expressao das proteinas pro- apoptéticas BAK e BAX e a
um aumento da atividade da caspase 3 (GONCALVES et al., 2009), o que explicaria o

aumento da apoptose nos grupos de tratamento com a B. sartorum.

5. Concluséao

Diante do exposto, conclui-se que o extrato etandlico bruto de B. sartorum é rico em
compostos fendlicos, os quais utilizados por um periodo de 15 dias na dosagem de 32 mg/mL,
pode favorecer a regressdo do processo inflamatério em ratas induzidas a endometriose,
diminundo a secrecdo de estrogeno, a quantidade de vasos sangineos e de glandulas
endometriais. Além disso, foi capaz de induzir os processos apoptoticos, 0s quais também
contribuiram para a visivel regressdo dos implantes endometrioticos. Entretanto, experimentos
adicionais com os fracionados do extrato etanolico bruto e com os compostos isolados devem
ser realizados para esclarecer melhor os mecanismos de acdo envolvidos na atividade

fitoestrogénica e antiinflamatoria relacionados a endometriose.
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