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Resumo

A endometriose € uma doenca ginecoldgica caracterizada pelo deslocamento do
tecido endometrial para fora da cavidade uterina. Diversos fatores contribuem para o
desenvoltimento da doenca como a inflamagcao cronica, alteracdes hormonais e
fatores genéticos. Durante a inflamacéo, sdo ativadas espécies reativas de oxigénio
(ROS), produto da ativacdo de macrofagos na cavidade peritoneal, sendo fator
fundamental na adesé&o do tecido endometrial, dano a nivel celular, DNA e proteinas.
O tratamento atual para endometriose é baseado na utilizacdo de analogos
combinados de andrégeno, progestagenos, antiprogestageno e horménio liberador de
gonadotrofina ou cirargico (laparoscopia). A laparoscopia é um tratamento invasivo e
apresenta recidiva da doenca de 2 a 5 anos apds. A terapia oral atua apenas no alivio
dos sintomas e apresenta efeitos adversos. O clotrimazol (CTZ) é um antimicético
utilizado na medicina clinica para o tratamento de Candida Albicans e ja demonstrou
reducdo na producao de ROS, reducao das lesdes endometridticas e desenvolvimento
da doenca. Esse projeto buscou verificar a seguranca farmacoldégica e a tolerabilidade
do tratamento com o clotrimazol em modelo experimental de endometriose.. Para o
modelo experimental os animais foram tratados de acordo com protocolos aprovados
pela CEUA da UEZO (009/2019). Dezoito ratas Wistar foram randomizadas em dois
grupos apés implantacdo endometrial autéloga e tratadas com CTZ (200 mg/kg) ou
veiculo via gavagem esofagica por 15 dias consecutivos. As analises macroscoépicas,
histolégicas e imuno- histoquimicas da iINOS foram realizadas. Os niveis de
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa S- transferase ( GST),
glutationa (GSH), peroxidacéo lipidica (LPO) e carbonilagédo de proteinas (PTC) foram
medidos no cérebro e figado. Ao final do tratamento ocorreu a diminuicdo do implante
das lesdes endometribticas, a a INOS foram significativamento menores em grupos
CTZ em comparacao ao controle. Os niveis hepaticos de LPO, PTC e SOD foram
reduzidos e a atividade de GST aumentada. No entanto no cérebro ndo houve
alteracéo nos niveis de SOD, GSH e GST. Os resultados sugerem que o CTZ interfere
na producdo de espécies reativas de nitrogénio ao diminuir a expressao de iNOS e
assim potencializa o sistema antioxidante, promovendo a atrofia e regressdo das
lesdes endometridticas. Sem efeitos adversos do cérebro e / ou figado. O CTZ é uma
droga promissora para o tratamento da endometriose devido a sua eficacia e sem
efeitos adversos.

Palavras-chave: Endometriose, Clotrimazol, estresse oxidativo



Abstract

Endometriosis is a gynecological disease located by displacement of endometrial
tissue outside the uterine cavity. Several factors originated for the development of the
disease such as chronic inflammation, hormonal changes and genetic factors. During
inflammation, reactive oxygen species (ROS) are activated, a product of the activation
of macrophages in the peritoneal cavity, being a fundamental factor in the adhesion of
endometrial tissue, damage at the cellular level, DNA and proteins. Current treatment
for endometriosis is based on the use of combined androgen, progestogen,
antiprogestogen and gonadotropin-releasing hormone or emergency analgesics
(laparoscopy). Laparoscopy is an invasive treatment and presents recurrence of the
disease 2 to 5 years later. Oral therapy acts only to relieve symptoms and has adverse
effects. Clotrimazole (CTZ) is an antimycotic used in clinical medicine for the treatment
of Candida Albicans and has already shown a reduction in ROS production, reduction
of endometriotic lesions and disease development. This project sought to verify the
pharmacological safety and tolerability of treatment with clotrimazole in an
experimental model of endometriosis. For the experimental model, the animals were
treated according to protocols approved by the CEUA of UEZO (009/2019). Eighteen
Wistar rats were randomized into two groups after autologous endometrial implantation
and treated with CTZ (200 mg/kg) or vehicle via esophageal gavage for 15 consecutive
days. Macroscopic, histological and immunohistochemical analyzes of iINOS were
performed. Levels of superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), glutathione S-
transferase (GST), glutathione (GSH), lipid peroxidation (LPO) and protein
carbonylation (PTC) levels were measured in brain and liver. At the end of treatment
there was a decrease in implantation of endometriotic lesions, and INOS were
significantly lower in CTZ groups compared to controls. Hepatic levels of LPO, PTC
and SOD were reduced and GST activity increased. However, in the brain there was
no change in the levels of SOD, GSH and GST. The results suggest that CTZ interferes
with the production of reactive species in butterflies by decreasing INOS expression
and thus potentiates the antioxidant system, promoting atrophy and regression of
endometriotic lesions. No adverse brain and/or liver effects. CTZ is a promising drug
for the treatment of endometriosis due to its efficacy and no adverse effects.

Keywords: Endometriosis, Clotrimazole, Oxidative Stress
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1.0- INTRODUCAO

1.1. Sistema Reprodutor Feminino

O sistema reprodutor feminino € formado por um conjunto de glandulas e
estruturas funcionais capazes de produzir horménios sexuais, tendo funcédo de
proteger e suprir as necessidades de uma evolucdo embrionéria. Os 6rgdos que
fazem parte desse sistema sd@o o Gtero, os ovarios, tubas uterinas, vagina e vulva
(Figura 1) (MARTI et.al.2014)

Figura 1: Anatomia do Aparelho Reprodutor Feminino. llustragdo do aparelho reprodutor feminino

interno.

Tuba uterina Porgao intramatural Porcao da ampola

Infundibulo

Porgao do istmo

Fundo do utero

Lig. largo
do utero

Lig. proprio do ovario
Cavidade uterina
Corpo do utero Erldof'ne.tno
Miométrio
Istmo do utero

Colo do utero

Ostio do utero
Vagina aberta

Parede davagina

Vestibulo da vagina

Fonte: DUARTE,2014

15



Os ovérios sao glandulas essenciais para regulacdo do ciclo menstrual e
liberam hormoénios sexuais (estrogénio e progesterona), que desempenham papel na
regulacao do ciclo menstrual, controlam o desenvolvimento de caracteristicas sexuais
e atuam sobre o Utero na fixacdo do Ovulo fecundado. Anatomicamente, 0s ovarios
tém formato amendoado, ficam suspensos entre a parede lateral pélvica e o Utero,
ligado pelo infundibulo pélvico e ligamento Gtero-ovariano medialmente, tendo seu
formado elipsoide e tem por caracteristica a presenca de foliculos em idade
reprodutiva (DUARTE,2014; ROACH & ANDREOTTI,2017).

A tuba uterina € um tubo de aproximadamente 8 cm de comprimento, e esta
localizada entre os ovarios e o Utero, sendo o local que ocorre a fecundacédo. A tuba
uterina € composta por quatro partes: a uterina, parte localizada dentro da parede do
Gtero; o istmo, regido mais estreita da tuba uterina; a ampola, local onde ocorre a
fecundacdo e é mais dilatada; e o infundibulo, porcéo final onde se encontram as
fimbrias, responsaveis pela captagéo do 6vulo liberado pelo ovério para dentro da tuba
uterina (DUARTE,2014)

O utero é uma estrutura muscular oca e seu formato se assemelha a uma péra
invertida, e estd localizado na cavidade pélvica entre a bexiga urinaria e o
posteriormente ao reto. O utero, recebe o 6vulo fecundado e é responsavel pelo
desenvolvimento gestacional até o dia do nascimento. O 6rgéo é dividido em fundo do
Utero, sendo a regido superior e acima da entrada das tubas uterinas, o corpo do Utero,
sendo a regido mais distendida e onde ocorre a fixacdo do embrido, e colo ou cérvix
do utero, no qual se alarga se ligando a vagina. A parede do Utero € dividida em trés
partes: perimétrio, miométrio e endométrio, sendo o miométrio a camada média de
tecido muscular liso, o perimétrio € a camada externa formada por peritdnio que
reveste o Utero, e 0 endométrio a camada mais interna que reveste o Utero e sofre

acdes hormonais durante o ciclo menstrual (Figura 2). (DUARTE,2014; RUIZ,2017).
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Figura 2: Orgéo genital feminino interno, retratando a anatomia do Utero, vagina e tuba uterina.
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Perimétrio e o {1
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Ostio externo do Utero |
Vagina ‘ i
y

Fonte: Adaptado de Marieb et.al.,2014

1.2. Endomeétrio

O tecido endometrial reveste a camada interna do Utero e influencia
diretamente na manutencdo da estrutura e nas funcbes de Orgdos do sistema
reprodutor feminino. Possui um epitélio e uma lamina propria que se caracterizam por
conter glandulas tubulares, que formam invaginacdes que dardo origem a glandulas
espiraladas e ramificadas, vindas do limen até a camada circular interna do miométrio
(Figura 3). As células endometriais se organizam em um epitélio colunar simples
formado por células cilindricas e células secretoras. O tecido conjuntivo da lamina
propria é rico em fibroblastos e a fibra mais abundante é o colageno do tipo Ill. O
tecido € subdividido em duas camadas: camada basal, caracterizada por ser mais

profunda, adjacente ao miométrio e formadas por tecido conjuntivo e glandulas
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uterinas. J& a camada funcional, € constituida pelo restante do tecido conjuntivo da
lamina prépria, pela porcdo final e a porcdo onde desembocam as glandulas.
Importante ressaltar que a camada funcional, sofre mudancas constantes durante o
ciclo menstrual e a camada basal, permanece inalterada (ILESANMI.et.al.
1993,JUNQUEIRA E CARNEIRO,2004).

Figura 3: Camada superficial do endométrio durante a fase proliferativa, mostrando o epitélio superficial

e glandulas uterinas envolvidas pela lamina prépria composta por tecido conjuntivo frouxo.

251

ERR PO
RS

i

; >

Fonte: Universidade de S&o Paulo. Disponivel em : < <https://mol.ich.usp.br/index.php/20-25-
aparelho-reprodutor-feminino/>

As células estromais e a matriz extracelular suportam o tecido glandular epitelial
e o epitélio luminal, localizados na superficie. Além disso, o tecido endometrial é rico
em vasos sanguineos e células imunologicas (ILESANMIl.et.al. 1993;
FITZGERALD,et.al. 2021). A mulher sofre influéncias diretas de horménios ovarianos,
por estimulo da adeno-hipoéfise, fazendo com que o endométrio passe por mudancgas
estruturais ciclicas durante o ciclo menstrual, cujo qual tem duracédo de em média 28
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dias. (JUNQUEIRA E CARNEIRO, DIAS et.al.,2005). De acordo com a figura 4, o
ciclo inicia no primeiro dia de sangramento, que dura em média de 3 a 4 dias.
Posteriormente, inicia-se a fase proliferativa, caracterizada pelo aumento na producéo
de estrogénio de forma crescente e assim estimulando o crescimento endometrial.
Apés a ovulagéo, o corpo lateo é formado pelos residuos do foliculo rompido e este,
secreta progesterona em altas concentracées com o0 objetivo de manter a gestagéo
até a placenta se tornar funcional. No entanto, se ndo houver a fecundacéao e
implantacdo do blastocisto no endométrio, 0os niveis de progesterona e estrogénio
decaem provocando por consequéncia a descamacao do endométrio e inicia um novo
ciclo através da menstruacao (UFRGS, TORTORA & DERRICKSON,2017).

,

Figura 4: Ciclo menstrual. A ilustracdo retrata o periodo mestrual, tendo um ciclo considerado
normal de 28 dias, sendo iniciado, a partir da mestruacéo, onde ocorre a eliminacao do endométrio. No
6° dia é retomado o crescimento do endométrio, este mediado pelo hormdnio foliculo estimulante (FSH),
ao mesmo tempo ocorre o crescimento do foliculo e maturacéo do 6vulo.No 14° dia ocorre um pico de
horménio Luteinizante (LH), liberando o 6vulo e o endométrio é preparado para receber o 6vulo
fecundado através do aumento do horménio progesterona. Caso ndo ocorra a implantacdo embrionario,

ocorre a inibicdo dos horménio LH,FSH, estrogénio e progesterona e novamente inicia-se um novo

ciclo.
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Dessa forma, o endométrio é intimamente regulado por horménios, sendo que
um possivel desequilibrio pode ocasionar patologias, dentre elas a endometriose. A
endometriose € uma patologia conhecida pelo crescimento ectépico do tecido
endometrial em tecidos adjacentes ou localizado distantes do Utero, como, por
exemplo: intestino e bexiga (BULUN,et.al. 2019; KOBAYASHIA et.al. 2021).

1.3. Endometriose

A endometriose é uma doenca ginecoldgica benigna, caracterizada pela
implantacéo do tecido endometrial em cavidade extrauterina, podendo comprometer
a integridade de diversos 0Orgdos adjacentes, tais como: 0s ovarios, peritonio,
ligamentos uterossacros, septo reto-vaginal, ileo terminal, bexiga, apéndice e
ureteres. Sua etiologia ainda € desconhecida. Mas, a teoria da menstruacéo
retrograda proposta por Sampson em 1927 é a mais aceita, no qual propde que o
tecido endometrial retorna pelas tubas uterinas, se adere ao peritbnio e cresce sob a

influéncia de esteroides ovarianos (JOSHI et al., 2017).

Os sintomas da doenca estdo associados a infertilidade, dor pélvica crénica,
dor durante a menstruacao (dismenorreia) e apdés a relacdo sexual (dispareunia).
Porém, os sintomas ndo estdo necessariamente relacionados com a severidade da
doenca, o que explica casos assintomaticos (PARASAR, 2017; SHIGESI et al., 2019;
ALOTAIBI et al., 2019; RUSH et al.,, 2019). Fourquet e colaboradores (2015)
mostraram que ha diferencas nas taxas de prevaléncia de certos sintomas e
condi¢cdes de comorbidade, embora os trés sintomas cardinais da endometriose
(dismenorréia, dispareunia e infertilidade) sejam universais e essas diferencas
observadas podem ser explicadas por uma variedade de fatores, como, por exemplo

0 momento que a doenca é diagnosticada.

O diagnéstico pode ser baseado em exames por imagem, como a
ultrassonografia transvaginal, ressonancia magnética e tomografia computadorizada
(ANDRES, 2019). Entretanto, o diagnostico definitivo € por laparoscopia seguido de
biopsia, pois certifica a presenca da doenca e a sua extensao permitem a confirmagéo
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histologica. Porém, a laparoscopia € um método invasivo, caro e ndo isento de riscos
(ROLLA, 2019).

O tratamento da endometriose varia de acordo com os sintomas, a gravidade
da doenca e a necessidade de manter a fertilidade. Inclui a terapia medicamentosa,
cirdrgica e a combinacdo de cirurgia e medicacdo. Os contraceptivos orais
combinados incluem andrégenos, progestagenos, anti-progestdgenos e analogos do
hormonio liberador de gonadotrofina (GnRH-a), esses fornecem alivio inicial da dor,
mas a eficacia a longo prazo ndo apresenta evidéncias clinicas. Além disso, existem
alguns dados que apoiam potenciais efeitos adversos na progressao da doenca como
dores de cabeca, edema, acne e irregularidades do ciclo, sangramento anormal,
nauseas, ganho de peso e trombose, sangramento e ressecamento vaginal,
hipossexualidade, osteoporose, sensibilidade mamaria, insénia e depressao (DONG,
2019; ROLLA, 2019). Nesse contexto, a cirurgia torna-se relevante, mas existem taxas
de recidiva da endometriose de 2 e 5 anos ap0s a cirurgia e a taxa de recidiva apos
uma segunda cirurgia pode ser comparavel a primeira cirurgia (HIDARI et al., 2019).
Dessa forma, a busca por novos modelos de tratamento clinico para a endometriose

é fundamental.

A endometriose é uma doenca multifatorial e 0 estresse oxidativo tem sido
proposto como um fator potencial envolvido na fisiopatologia da doenca (VAN
LANGENDONCKT, 2002). Desde a primeira descri¢cdo sobre a toxicidade do oxigénio
feita por Joseph Priestley, o estresse oxidativo foi registrado como um fator-chave da
endometriose, porque desempenha um papel importante na patogénese e nha
progressdo da doenca, visto que espécies reativas de oxigénio séo liberadas apos a
estimulacdo crénica de macréfagos do liquido peritoneal (CARVALHO et al., 2012;
VAN LANGENDONCKT, 2002).
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1.4. Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo caracteriza-se por um aumento desordenado de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e diminuicdo de enzimas antioxidantes. O dano oxidativo
contribui para varias condicbes patologicas, incluindo desordens inflamatorias
cardiacas, céancer, disfuncdes imunes, principalmente as doencas pulmonares
obstrutivas crénicas (DPOC) e a endometriose (BIRBEN et al, 2012;
SCUTIERO,2017).

A producdo de ROS é parte importante em muitos processos fisioldgicos,
notadamente aqueles envolvidos na producéo de energia, regulacdo do crescimento
celular, fagocitose, sinalizacdo intracelular e sintese de substancias importantes, tais
como hormonios e enzimas (CHOO & MOON,2010;LEE & YANG,2012). No entanto,
guando produzidos em concentracdes elevadas por células inflamatoérias ativadas
(macréfagos, eosindfilos e neutrofilos) e células residentes (células musculares lisas
e epiteliais), produzem modificacées estruturais no DNA, desnaturacdo de moléculas
e leséo tecidual (MACNEE, 2001; VAZIRI, 2008; SAHINER et al., 2011). Dentre os
produtos citotoxicos gerados destacam-se: o anion superoxido (02°), radical hidroxila
(OH), peroxido de hidrogénio (H202), 6xido nitrico (ON) (KOURY & DONANGELO,
2003; DOZOR, 2010; PIRES et.al., 2012).

O ON ¢é sintetizado pela L-arginina, via acdo de oxido nitrico sintase (NOS).
Nas glandulas endometriais, € prenominante a isoforma NOS endotelial (eNOS) e esta
desempenha um papel critico na implantacdo do blastocisto.Com o maior nimero de
macrofagos ativados na regido peritoneal, ocorre 0 aumento de ON e Oxido nitrico
sintase indizivel (INOS) . As altas concentracdes de ON podem provocar alteracoes
nas reacdes pro-inflamatorias e no sistema imunoldgico peritoneal. Assim, estando

relacionada a progresséo da doenca (KHORRAM & LESSEY,2002 ;YEO,2013)

Durante o processo inflamatério continuo, ha a superproducdo de ROS e por
reacoes metabdlicas, esses radicais usam oxigénio para promover o desequilibrio
entre oxidantes e antioxidantes (Figura 5). Além disso, a ROS afeta a expressao de
diversos fatores de transcri¢cdo, desequilibrio redox e o remodelamento da cromatina,
devido a alteracao da desacetilacdo (LEE & YANG,2012 ; BIRDEN et.al.,2012) .
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Figura 5 : Equilibrio redox entre moléculas pré- inflamatérios e moléculas antioxidantes. Moléculas
que participam do processo inflamatério e quando estdo em desequilibrio, provocam a intensificacéo

da inflamacéo, lesdes celulares e a progresséo da doenca.

Desbalanco

Moléculas antioxidantes

Moléculas pré-inflamatorias

Fonte: Adaptado, Lee & Yang,2012

De forma interessante, as ROS podem levar a peroxidacéo lipidica, resultando
em disfungdes estruturais e de permeabilidade das membranas. Esse evento leva a
liberacdo do contetdo das organelas e liberacdo de residuos citotoxicos, como o
malondialdeido, contribuindo assim para a apoptose (BOOTS et.al.,2003). Frente a
resposta inflamatéria continua, o processo de peroxidagéo lipidica inicia-se quando
um hidrogénio do acido graxo polissaturado é sequestrado da membrana celular por
um OH, havendo assim, formacéo de radical lipidico, que ira interagir rapidamente
com o O resultando na formacdo de radical peroxila, que sequestra um novo
hidrogénio de acido graxo e inicia novamente essa cadeia. (FERREIRA &
MATSUBARA,1997) Porém, a peroxidacdo lipidica pode acontecer quando ha a
interacdo de peroxidos lipidicos com oxidantes enziméaticos ou ndo enzimaticos que

irdo se ligar a ions de proteinas que contenham ferro, no que resultard em
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hidrocarbonetos e aldeidos insaturados como subproduto (FERREIRA &
MATSUBARA,1997; BOOTS et.al.,2003).

Para contrabalancar essa producdo e seus potenciais efeitos deletérios, o
organismo dispde de um sistema antioxidante. Quando ha a liberacdo das ROS,
ocorre a ativacao do fator nuclear derivado de eritroide 2 (Nrf2), fator de transcricao
com importante papel na indugdo de enzimas antioxidantes, cuja finalidade é
promover o equilibrio redox no curso do estresse oxidativo nas células. Dentre os
antioxidantes enzimaticos podemos destacar: catalase (CAT), superoxido dismutase
(SOD) e glutationa peroxidase (GPx). (CHO & MOON,2010; DOZOR,2010).

Essas espécies reativas de oxigénio podem aumentar o crescimento e as
aderéncias de células endometriais na cavidade peritoneal, contribuindo no
estabelecimento das lesdes. Tal fato ocorre, devido aos macréfagos, eritrocitos e o
tecido endometrial se transplantam para a cavidade peritoneal através da
menstruacado retrograda e estes favorecem a inducdo do estresse oxidativo. Isso
sugere que a producédo exacerbada de ROS peritoneal pode estar ligada diretamente
a endometriose (SCUTIERO,2017; AMREEN et al., 2019).

1.5. Estresse Oxidativo x Endometriose

Ota e colaboradores (2001) encontraram evidéncias de que a expressao da
xantina oxidase, uma enzima que produz espécies reativas de oxigénio, no
endométrio ectdpico e eutdpico, permaneceu alta durante todo o ciclo menstrual em
mulheres com endometriose. A inflamacéo ocasionada pela endometriose, gera uma
cascata que resulta na modulacdo de metaloproteinases, prostaglandinas,
guimiocinas e citocinas. O aumento de fatores inflamatérios na cavidade peritoneal,
resulta no aumento de Interleucina- 1 B (IL-1B), que desempenha um papel
fundamental na proliferacéo de células endometridticas e esta estimula a producéo de
IL-6 e IL-8 em tecidos endometriais favorecendo a proliferacdo celular e a diminuicao
da apoptose. Além disso, a IL- 1B pode aumentar a expressao de molécula-1 (ICAM-
1) nas células mesoteliais e assim sugerindo um forte papel na angiongénese. Além
disso, o aumento de ciclooxigenase-2 (COX-2), Fator vascular de crescimento
endoterial (VEGF), IL-6, IL-8, fator de necrose tumoral- a (TNF-a) e IL-10, estéao
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presentes no liquido peritoneal de mulheres com endometriose, sugerindo a
pluripoténcia celular, producdo de citocinas inflamatorias e aumento da adeséo do
estroma endometrial (SAMIMI et.al.2018).

Os eventos inflamatdrios ocasionados durante a doenca séo regulados pelo
NF-kB, importante indutor de proliferacéo celular,inflamacéo e inibidor da apoptose e
este encontra-se em maior expressao no endomério ectépico e eutépico. O NF-kB
estd ligado a uma familia de proteinas p65 e sdo montados em dimmers no
citoplasma. Quando inativo o NF-kB se liga ao inibidor IkB e quando ativado o NF-kB
é translocado para o nucleo e o IkB fosforilado em resposta a diferentes estimulos e
este se mostrou importante por aumentar os mediadores inflamatérios IL-6 e IL -8 na
endometriose e assim favorecendo o desenvolvimento da doenca. No entanto, em
altas concentracbes de ROS, comum na endometriose, ocorre 0o aumento da
fragmentacdo do DNA, via estimulo de NF-kB aumentando a expressdo de genes
angiogénicos, fatores inflamatérios e adesdo celular (GONZALEZ-RAMOS et al.,
2010;KAPONIS, et al., 2012).

O aumento de ROS influencia no desequilibrio redox no reticulo
endoplasmatico (RE), que por sua vez influencia na proteina desdobradora (UPR), a
ativar genes responsaveis pelo dobramento de proteinas e das enzimas antioxidantes
a restaurar o RE. O acumulo de proteinas mal dobradas e o estresse oxidativo na
organela RE, desencadeia fatores celulares que irdo determinar o caminho celular,

podendo ser por autofagia,apoptose ou senescéncia (LIN et.al.,2020)

No entanto, as enzimas antioxidantes como CAT,GPX, SOD e Vitamina E, s&o
enzimas fundamentais para acompanhar a progressao da doenca, uma vez que
durante o processo inflamatorio intenso causado pela endometriose, favorece o
desequilibrio redox. A SOD catalisa a dismutacdo do superoxido em peroxido de
hidrogénio e oxigénio. Na literatura foi descrito que no plasma de mulheres com
endometriose, esta enzima encontra-se em menor atividade, o que sugere a
diminuicdo da capacidade antioxidante em mulheres com endometriose. Além disso,
os niveis de malondialdeido (MDA) importante marcador de dano celular também
encontra-se aumentado em mulheres com a patologia (SCUTIERO,2017, AMINI
et.al.2021).
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Sendo assim, desequilibrio entre ROS e antioxidantes ocasionado pela
inflamacédo crénica estd associado aos sintomas comuns da doenca, como a
dismenorréia, dispareunia e a infertilidade. O aumento de ROS no microambiente
folicular interfere negativamente na foliculogénese, maturacdo do oécito, ovulagéo e
embriogénese (LIN et.al.,2020; AMINI,et.al.2021).

Conforme relatado anteriormente, o tratamento convencional da
endometriose é baseado no uso de contraceptivos orais possuem diversos efeitos
colaterais, tais como dores de cabeca, edema, acne, irregularidades no ciclo,
sangramento anormal, nauseas, ganho de peso, trombose, sangramento,
ressecamento vaginal, hipossexualidade, insonia, depressdao e sensibilidade
mamaria. Nesse contexto, apesar de eficaz, a laparoscopia, padrdo ouro do
tratamento, submete ao paciente a cirurgia e tornando-se invasivo (DONG, 2019;
ROLLA, 2019;KOBAYASHIAet.al. 2021). Dessa forma, pesquisas com novos

modelos de tratamento farmacologico para a endometriose sao de extrema relevancia.
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1.6. Clotrimazol

O Clortimazol é um derivado azélico pertencente a classe de imidazois, criado
em 1960, tendo atividade antimic6tico de amplo espectro e sendo utilizado até os dias
atuais para o tratamento de Candida Albicans e outras infec¢des fangicas e de
tricomoniase resistente ao metronidazol e possui efeitos sob as bactérias Gram-
positivas. A formula molecular desse medicamento é C22H17CIN2, representado na
figura 6. (CROWLEY & GALLAGHER, 2014).

Figura 6: Estrutura quimica do Clotrimazol. 1-[(2-chlorophenyl) (diphenyl)methyl] 1H-imidazole

Fonte: CROWLEY & GALLAGHER, 2014

O clotrimazol € um medicamento de venda livre no Brasil e € comercializado
como genéricos, similares e manipulados magistrais. O medicamento referéncia é o
Canesten®, sua apresentacdo farmacéutica € em creme dermatologico e solugéo
topica, contendo 10 mg de clotrimazol. Popularmente € comercializado o Gino -
Canesten®, comprimido vaginal com 500 mg de clotrimazol e o creme vaginal com as
duas concentracdes 50 e 100 mg (FERREIRA,2019).

O mecanismo de acao pelo qual o clotrimazol exerce como terapia antifungica

resulta na reducéo da sintese de ergosterol, sendo um importante componente da
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membrana celular fangica e fundamental para a biorregulacéo da fluidez, integridade
da membrana celular e assimetria. Sendo assim, um potencial alvo da classe azéis.
O medicamento age sob a inibicdo da desmetilacdo do 14-a-lanosterol dependente
de citocromo p450 (CYP450) causa danos estruturais e funcionais da membrana
citoplasmatica fungica (Figura 7) (EMS, MOREIRA,2010; KATZUNG,et.al. 2014).

Figura 7: Mecanismo de acao da classe Azois, agindo diretamente no componente de membrana

celular fungica ergosterol e provocando a inibicdo de 14- lanosterol 14-a-desmetilase.
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Fonte: Adaptado de Moreira,2010

Além do mecanismo de acdo conhecido e bem descrito na literatura do
clotrimazol, este medicamento se mostrou eficaz no tratamento da endometriose em
modelo experimental. E esse mecanismo, foi descrito pelo nosso grupo de pesquisa,
mostrando que o clotrimazol esta associado a regulacdo do estrogénio via regulagéo
da aromatase. A enzima aromatase quando expressa favorece o aumento dos niveis
de estrogénio em pacientes com endometriose, e 0 aumento esta ligado diretamente
a acao do CYP19Al1l que é capaz de catalisar a conversdo da testosterona e

androstenediona em estradiol e estrona e assim aumentando a secrecdo de

28



estrogénio. No entanto, o clotrimazol foi capaz de regular negativamente o CYP19A1
e dessa forma diminuindo os niveis de estrogénio local e sistémico e regresséo das
lensdes endometridticas (MACHADO, 2020).

Em outro artigo do nosso grupo, o clotrimazol foi capaz de diminuir os niveis de
PGE:2 e TNF-a, secretado pelos macréfagos infiltrados, e diminuiu a expressao de
VEGF e VEGFR-2 no tecido, sugerindo um efeito antiangiogénico nas lesdes
(Machado et.al,2019). A angiogénese pode ser definida como o surgimento de novos
vasos sanguineos e este evento € mediado pelo VEGF e o receptor (VEFRG), o
estimulo para inducdo da cascata angiogénica ocorre devido aos macrofagos
peritoneais e das células endometriais em hipoxia, dessa forma as lesdes tem por
caracteristica serem altamente vascularizadas (LIU et.al.,2016; ZANI,2017). A adeséao
do tecido em regifes extra uterinas e a presenca de macrofagos na regido peritoneal,
séo fatores que evidenciam a inflamacédo crénica e promovem o desequilibrio redox
(LI et.al.,2019).

O figado é considerado o segundo maior 6rgdo do corpo humano e encontra-se
localizado na cavidade abdominal, abaixo do diafragma. Esse érgao possui a veia
porta, responsavel pelo aporte sanguineo do figado, responsavel por transportar
sangue pouco oxigenado e rico em nutrientes, vindo do intestino, pancreas e baco. A
artéria hepdtica, recepciona o sangue rico em oxigénio vindo do tronco celiaco da
aorta abdominal. A localizagdo anatémica, bem como a circulacao portal e sistémica,
possibilita que o figado desempenhe as suas funcdes imunes e metabdlicas
(BICALHO,2019). O processo de biotransformacdo, que ocorre no figado
desempenha um papel fundamental onde compostos enddégenos e exdgenos séo
convertidos em metabolitos menos polares para facilitar a sua eliminagcédo do corpo.
Esse metabolismo pode ser dividido em trés fases, sendo a fase | responsavel pelas
reacOes de funcionalizacdo. A fase Il, ocorre a reacdo de conjugacédo e a fase Il € a
eliminacdo do xenobidtico, esta mediada pelo sistema de transporte corporal, via
figado, rim e pulméo (ALMAZROQO, et.al.,2017).

Conforme dados da literatura, o clotrimazol em modelo in vivo, foi capaz de
induzir o aumento da expressdo do gene CYP3A, apontando a transativacdo de
Pregnane X (PXR), cujo qual é um receptor nuclear, capaz de induzir a expresséao de

diversos genes envolvidos no metabolismo e transporte de xenobidticos e
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endobidticos. Bem como, as concentracdes de enzimas hepaticas séricas aspartato
aminotransferase e alamina aminotransferaminase foram diminuidas nos animais
tratados com o CTZ. Indicando que o tratamento com o antimicético CTZ reduz as

lesBes hepaticas (Sousa,et al.,2009).

Sendo assim, o tratamento com o clotrimazol se torna um potencial alvo
terapéutico para pacientes com endometriose, uma vez que se mostra eficaz na
regressao de lesdes endometriais e dos parametros inflamatérios. Assim, o proximo
passo é entender o mecanismo do clotrimazol no estresse oxidativo e observar se o
uso desse medicamento pode acarretar possiveis efeitos adversos em modelo

experimental da endometriose.
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2. JUSTIFICATIVA

A endometriose € uma doenca inflamatoria ginecolégica que acomete mulheres
em idade reprodutiva em todo mundo, independente da raca ou classe social.
Segundo a Organizagdo Mundial de saude (OMS), 180 milh6es de mulheres tem
endometriose e no Brasil, atinge cerca de 7 milhdes de brasileiras em idade
reprodutiva. A doenca causa transtornos para a vida da mulher, como dores na regido
pélvica, dispareunia, desbalanco hormonal e infertilidade, refletindo em uma pior
qualidade de vida para essas mulheres. Ainda nesse contexto, o tratamento para a
endometriose é baseado de acordo com o0s sintomas e a gravidade da doenca,
utilizando contraceptivos orais combinados como andrégenos, progestagenos, anti-
progestagenos e analogos do hormdnio liberador de gonadotrofina. No entanto, esses
medicamentos oferecem riscos ao paciente a longo prazo, devido aos efeitos
adversos, como trombose, ganho de peso, sangramentos, insénia e depressao. Outra
opcdo de tratamento € a laparoscopia, que envolve cirurgia, trazendo risco do
procedimento para a paciente, e mesmo assim, existem taxas de recorréncia da

endometriose de 2 e 5 anos apoés a cirurgia.

Diante do exposto acima, torna-se relevante a busca de novos estudos para o
tratamento farmacologico mais eficiente e com menos efeitos adversos para a
endometriose. O antimicético Clotimazol, se apresentou como um excelente
tratamento em modelo experimental, aumentando a apoptose, diminuindo o VEGF e
assim regredindo as lesdes, diminuindo os marcadores inflamatorios e regulando os
niveis de estrogénio. Sendo assim, o Clotrimazol, torna-se um potencial medicamento

para o tratamento da endometriose, sendo eficaz e de baixo custo.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Verificar a seguranca farmacoldgica e a tolerabilidade do tratamento com o clotrimazol

em modelo experimental de endometriose.

3.2. Objetivos especificos

- Estabelecimento de modelo experimental de endometriose e analise macroscépica
e histologica das lesbes implantadas;

- Realizar tratamentos com clotrimazol nas lesbes estabelecidas;

- Avaliacdo da distribuicdo de NO2 no endométrio e nas lesdes endometridticas

controle e tratadas;

- Andlise de marcadores de estresse oxidativo catalase, superédxido dismutase,
glutationa e glutationa S- transferase nas lesées, no figado e no cérebro;

- Quantificacdo dos marcadores oxidativos malondialdeido e carbonilacdo de

proteinas nas lesdes, no figado e no cérebro;
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4 - METODOLOGIA

4.1. Animais

Foram utilizadas 20 Ratas Wistar com 8 semanas e pesando aproximadamente
200g, do género feminino, sendo tratadas de acordo com o protocolo aprovado pelo
Comité de Etica no Uso de Animais do Centro Universitario Estadual da Zona Oeste
(CEUA/UEZO (010.2015).

4.2. Modelo experimental

As ratas foram anestesiadas com injecao intramuscular de ketamina e xilazina.
Um corno uterino foi localizado e removido sendo colocado em solucéo salina, aberto
longitudinalmente e seccionado para ser implantado na parede interna do periténio
por sutura de polipropileno (ProleneEthicon, Piscataway, NJ). O fechamento da
parede abdominal foi feito com o mesmo fio de sutura usado para aderir a lesédo a
cavidade peritoneal. O tempo de estabelecimento foi de 15 dias. Apés esse periodo,
os animais foram submetidos novamente a anestesia, a cavidade peritonial foi aberta

e avaliado macroscopicamente a leséo e fotografada.
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4.3. Tratamento com Clotrimazol

Apds o estabelecimento das lesbes de endometriose, 0os animais foram
divididos em dois grupos, o primeiro grupo controle com 10 ratas receberam por via
oral 0,3 ml de dleo de girassol, e o segundo grupo também com 10 ratas receberam
por via oral 200 mg/kg de Clotrimazol (SIGMA ALDRICH) (Figura 8). O tratamento foi
feito por 15 dias consecutivos, e apos esse periodo foram feitas as analises utilizando
0 endométrio, as les6es endometritticas, o cérebro e o figado. Vale ressaltar, que em
achados anteriores realizados pelo grupo o 6leo de girassol ndo exerce efeito algum
sobre as lesbes endometridticas, a dose de escolha ndo exerceu nenhum efeito

adverso e nao houve alteracfes em parametros hepaticos ou sanguineos.

Figura 8: Protocolo experimental de estabelecimento da lesédo e tratamento
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4.4. Histologia, imunohistoquimica e analise morfométrica

As amostras contendo o endométrio e as lesdes endometridticas foram fixadas
em formalina tamponada, apds inseridas em parafina e cortados em secc¢des com
espessura de 4 ym. Uma parte dos cortes foram corados com hematoxilina e eosina
(HE) e analisados em microscopia para avaliacao histologica da endometriose. As
outras seccOes foram colocadas em laminas tratadas com silano e incubadas
overnight com anticorpo policlonal contra INOS (ab-3523, Abcam), em diluigdo 1:100
e reveladas utilizando LSAB2, Kit HRP, rato ( Dako-Cytomation, Carpinteria,CA,EUA)
com diaminobenzidina (comprimidos de 3,3'-diaminobenzidina; Sigma, St. Louis, MO,
EUA) como cromdgeno e contracoloracdo com hematoxilina. A lamina de controle
negativo foi incubada com veiculo de anticorpo. As laminas foram analisadas através
de um microscépio de luz (Nikon), conectado a uma camera digital ( Coolpix 990;
Nikon) com ampliacdo de 400x. Dez secBes de campos imunocorados foram
escolhidos de forma aleatoria e capturadas imagens de alta qualidade (buffer de 2048
x 1536 pixels) e quantificadas as amostras no programa Image Pro Plus 4.5.1 (Media
Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA). Os scores histolégicos foram avaliados e
calculados com base na formula: H = ZPi, onde i é a intensidade que varia de 0 (células
negativas) a 3 (células fortemente coradas) e P € a porcentagem de células coradas
para cada dado i, com Valores de P de 1, 2, 3, 4 e 5 indicando 85% e 100% de células

coradas positivamente. Os dados sdo expressos como média + desvio padréo (DP).

4.5. Preparo do tecido para os ensaios de estresse oxidativo

Foram utilizados os tecidos de cérebro e figado, bem como as lesbes
endometrioticas para extracao de biomarcadores enzimaticos (SOD, CAT, GST) e ndo
enzimaticos (GSH). As amostras foram colocadas em solugéo tamponada com fosfato
(PBS) na proporcdo de 1:100, e ap0s a extracdo, os sobrenadantes foram
armazenados em ultrafreezer (-80°C) para analises posteriores. Os biomarcadores
enzimaticos foram expressos como unidade enzimatica internacional (U) e o

biomarcados ndo enzimatico foi expresso na concentracdo molar.
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4.6. Dosagem de proteinas pelo método de Brandford

Para a dosagem de proteinas, foi utilizada a metodologia descrita por Bradford
(1976). O reagente de Bradford (1mL) foi diluido em agua destilada (4 mL), sob
protecdo da luz. Em seguida, foi feita a curva padrédo em duplicata utilizando doses
crescentes de albumina bovina e a solucdo de Bradford. Assim, estabeleceu-se o
padrédo de 1 uL de amostra para 199 uL de Bradford. Posteriormente, foi feita a leitura da
absorbancia no espectrofotdmetro INNO (LTEK Co. Moita, Portugal) a 592 nm. A
partir dos resultados da leitura, foi feita a média das duplicatas das amostras e da
curva, sendo os valores expressos em pg/pL de proteina.

4.7. Quantificagdo da atividade da enzima catalase

A atividade da enzima catalase foi determinada pela velocidade de H202 em
altas concentracdes, a partir do primeiro minuto de reacdo (1 minuto com At 10
segundos). Para esse ensaio, foi preparado o “MIX”, contendo 50 mL de &gua
destilada e 80 uL de perdxido de hidrogénio. Posteriormente, foi adicionado 1 uL de
amostra para 199 uL do MIX. A leitura das amostras foi feita em espectrofotdmetro
INNO (LTEK Co. Moita, Portugal) em absorbancia de 240 nm, utilizando-se placa UV.

Os valores foram expressos por U/mg de proteina.

4.8. Quantificacdo da atividade da enzima Superoxido Dismutase

A atividade da superoxido dismutase foi determinada pelo Kit fornecido pela
Cayman Chemical Company ( Michigan,EUA). A curva com o padrdao de SOD foi
preparada anteriormente a determinacdo enzimatica. Foi misturado as amostras o sal
Tratazolico e Xantina oxidase em uma microplaca de 96 pocos, apos incubadas ao

abrigo da luz por 30 minutos e feita a leitura em espectofotdmetro a Amax =450 nm
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4.9. Quantificacao da atividade da glutationa-S-Transferase (GST)

A atividade da GST foi determinada pelo método descrito por Habig, Pabst &
Jakoby (1974). A GST presente na amostra catalisa a formacéo de tioésteres pela
adicdo de GSH ao 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) . Em cubetas de quartzo sé&o
adicionados 100 uL de tampao fostato 0,1M,20 uL de CDNB 0,1M,20 pL de GSH 0,1M e
20 pyL a amostra diluida 20x. Apés um minuto de reacgao foi realizada a leitura em

espectofotometo Bel uv-M51 (Bel, Monza, Itélia) Amax = 340 nm.

4.10. Quantificacao da glutationa reduzida (GSH)

A quantificacdo da glutationa reduzida (GSH), foi realizada através de método
colorimétrico. A curva de calibracdo utilizando padrdo de GSH foi preparada e as
amostras de cérebro e figado foram diluidas cinco vezes. As amostras foram
incubadas por 15 minutos ao abrigo da luz na presenca de acido 2,2’-diitro-5,5'-
ditiodibenzd6ico(DTNB;025 mmol L-1) e a absorbancia foi medida em Amax = 412 nm,

usando o leitor de microplacas INNO (LTEK Co. Moita, Portugal)

4.11. Quantificacdo de substancias reativas ao acido Tiobarbiturico

Para a quantificagdo dos niveis de malondialdeido (MDA), foi utilizado o método
de TBARs descrito por Draper e colaboradores (1990), como parametro de
peroxidacao lipidica. As amostras de figado e cérebro (100 pL) foram misturadas em
100 uL de acido tricoloroacético 10% e centrifugadas por 15 minutos, a 3.600 RPM
em temperatura de 4°c. Posteriormente, o sobrenadante foi recolhido e adicionado
150 uL de acido Tiobartiturico (TBA), as amostras foram aquecidas em banho-maria
a seco a 95 °C, por 10 minutos. Niveis de MDA foram determinados por absorbancia
a 532 nm INNO (LTEK Co. Moita, Portugal) e expressas como nM/mg de proteina.

37



4.12. Quantificacdo da carbonilacdo de proteinas

Para determinacdo da quantificagcdo de carbonilacdo de proteinas, foi utilizado o
método colorimétrico adaptado de Mesquita et.al. 2014. As amostras foram diluidas 5
vezes, sendo 100 pL de amostra para 100 pL de 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNPH) (10
mM em HCI| 2 M). As mostras foram incubadas em temperatura ambiente por 10
minutos e adicionado 50 uL de NaOH(6M) e incubada novamente por 10 minutos em
temperatura ambiente. Posteriormente a leitura é realizada a 450 nm, na leitora de
microplacas INNO (LTEK Co. Moita, Portugal)

4.13. Analise estatistica

Os resultados foram expressos com média + DP e verificada pelo teste Shapiro-
Wilk. A andlise de estatistica foram realizadas com teste t Student e para andlise
morfométrica, os calculos estatisticos foram realizados com o programa Stat-Xact5
(CYTEL Software Corporation, Cambridge, MA). As diferencas foram consideradas
estatisticamente significativas quando os valores de P foram < 0,05. A anélise dos
componentes principais (PCA), foi realizada com os resultados morfolégicos (peso),
imunologicos (INOS) e bioquimicos, utilizando apenas o figado. A adequacéo da PCA
foi determinada pelo fator de adequacéo de Kaiser-Meyer- Olkin (KMO) e analise de
correlacdo foi realizada com o Software R versdo 3.5.2 e a plotagem gréfica foi

realizada com o programa GraphPad Prism.
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5- RESULTADOS

5.1. Efeito do tratamento com clotrimazol sobre as lesdes

endometridticas em ratas Wistar.

Apoés 15 dias do transplante das lesbGes endometridticas, os animais foram
anestesiados e submetidos a abertura da cavidade peritoneal para a analise
macroscopica (Figuras 9 A e B). Apds a confirmagédo do estabelecimento das lesdes,
iniciou-se o tratamento por 15 dias consecutivos com o clotrimazol 200 mg/kg. Apés
esse periodo, uma nova analise macroscopica foi realizada mostrando uma
diminuicdo das lesbes nos animais tratados (Figura 9 D) em relacdo aos animais
controles (Figura 9 C). Os resultados das andlises macroscopicas foram confirmados
pelas observacdes microscépicas das amostras coradas com hematoxilina e eosina.
Nos animais controles foram observadas células endometriais e estroma confirmando
as lesdes (Figura 9 E). Ja nos animais tratados, observa-se atrofia das células
endometriais e a presenca de tecido muscular, sendo confirmada a reducédo das

lesbes endometridtica (Figura 9 F).

As andlises do peso, volume e area da lesdo foram corroboradas com a anélise
macroscopica e microscopica, verificando que houve diminuicdo da area (Figura 9 G),
volume (Figura 9 H) e peso (Figura 9 |) das les@es tratadas quando comparadas ao

grupo controle.
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Figura 9: Efeito do tratamento do clotrimazol em modelo experimental de endometriose, em relacédo a

analise macroscopica e morfologica das lesGes endometroticas.
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A fotografia A e B, mostrando transplante da endometriose na regido perintonial. Apés 15 dias de
tratamento com clotrimazol mg/kg, observa-se uma diminui¢édo da leséo (fig. D), quando comparado ao
grupo controle (fig. C), que recebeu 3ml de dleo de girassol V.O. O resultado da analise macroscépica

foi corroborado com as analises histoldgicas Fig. E, o grupo controle apresenta glandulas endometriais
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(setas) e estroma (*), nos animais tratados com clotrimazol (fig. F), observa-se a atrofia das glandulas
estromais (seta) e tecido muscular. As analises estatisticas de tamanho, volume e peso das lesées (fig.
G,H,l), apontam que houve diminuicdo desses parametros em animais tratados com clotrimazol,

quando comparados ao grupo controle apés 15 dias de tratamento.

5.2. Efeito do tratamento com clotrimazol sobre a quantificacéao de

INOS em tecido endometrial.

Para a determinagdo da quantificacdo de INOS foram utilizadas amostras
histoldgicas do tecido endometrial e das leses endometritticas e aplicada a técnica
de imuno-histoquimica. O endométrio do grupo controle (Figura 10 A) apresentou
maior marcacédo para iINOS em glandulas, quando comparado ao grupo tratado com
CTZ (Figura 10 B). Nas lesdes endometribticas, o grupo controle (Figura 10C)
apresentou maior marcacado e células estromais, quando comparados ao grupo CTZ
(Figura 10 D). Os dados obtidos através da imuno-histoquimica, foram confirmados
em analise morfométrica (Figura 10 E), indicando que o tratamento com CTZ apés 15
dias, foi capaz de diminuir as marcacgfes de INOS tanto no endométrio e quanto nas

lesdes endometridticas.
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Figura 10: Efeito do tratamento com clotrimazol na quantificagdo de iINOS no tecido endometrial com

a técnica de imuno-histoquimica.
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No endomeétrio, as marcacgdes de iNOs foram evidenciadas em glandulas(*) (fig. A) nos animais controle
e quando tratadas com CTZ (fig. B), houve a diminuigdo das marcacgdes. Nas lesdes endometridticas,
0 grupo controle (Fig. C), apresentou maior marcacdo em glandulas(*) e estroma (seta), quando
comparados ao grupo CTZ (D). Os resultados da imuno-histoquimica, corroboram com os dados

obtidos por andlise morfométrica (fig. E)
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5.3. Efeito do tratamento com Clotrimazol sobre a atividade da
enzima Superoxido dismutase no cérebro e figado de ratas Wistar
em modelo experimental de endometriose.

Consideranto que o tratamento utilizando o CTZ se mostrou eficaz até o
momento, buscou-se compreender a tolerabilidade e seguranca desse tratamento,
utilizando os tecidos de cérebro e figado desses animais. Durante 0 processo
inflamatorio é produzido O2-, cujo qual é metabolizado a H202 por acdo da enzima
SOD. Sendo assim, buscou-se avaliar a atividade da SOD. A figura 11, demonstra
que no cérebro ndo houve diferenca significativa na atividade da SOD nos animais
tratados com CTZ, quando comparados ao grupo controle. No entanto, o tratamento
com CTZ foi capaz de reduzir a atividade de SOD no figado desses animais.
Sugerindo que a atividade da SOD exerce um efeito protetivo no figado dos animais

tratados com CTZ.

Figura 11: Efeitos do tratamento com antimicético clotrimazol sobre a atividade da enzima superdxido

dismutase (SOD) no cérebro e figado de ratas Wistar em modelo experimental de endometriose.
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A atividade da enzima foi avaliada através de ensaio bioquimico enzimatico, apds 15 dias de tratamento
consecutivo de CTZ via oral (200 mg/Kg). No figado, houve a diminuicdo da atividade de SOD nos
animais tratados com CTZ, quando comparados ao grupo controle. No entanto, ndo houve diferenca

significativa na atividade de SOD no cérebro.
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5.4. Efeito do tratamento com clotrimazol sobre a atividade da enzima catalase
no cérebro e figado de ratas Wistar em modelo experimental de endometriose.

A atividade da enzima antioxidante catalase, foi realizada no cérebro e figado dos
animais. De acordo com o gréfico (Figura 12), no cérebro ndo houve quantificacéo da
enzima catalase em ambos os grupos e no figado houve atividade da enzima CAT,

porém nao apresentou diferenca significativa entre os grupos controle e tratamento.

Figura 12: Efeitos do tratamento com CTZ sobre a atividade da enzima catalase no cérebro e figado
de ratas Wistar em modelo experimental de endometriose.
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A atividade da enzima foi avaliada através de ensaio bioquimico enzimatico, apds 15 dias de tratamento
consecutivo de CTZ via oral (200 mg/Kg). Nao houve direferenca significativa no figado e no cérebro

ndo houve quantificacdo da atividade de catalase.
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5.5. Efeito do tratamento com clotrimazol sobre a atividade da enzima glutationa
S transferase no cérebro e figado de ratas Wistar em modelo experimental de
endometriose.

Tendo em vista que atualmente os medicamentos utilizados na clinica médica para
o tratamento e controle dos sintomas da endometriose ndo se apresentam de forma
segura e trazem efeitos adversos significativos, buscamos avaliar a atividade da
enzima GST. Conforme o gréfico representado na figura 13, no cérebro ndo houve
diferenca entre a atividade enzimatica em ambos o0s grupos. Porém, de forma
interessante, a atividade da GST aumentou significativamente no figado de animais

submetidos ao tratamento com CTZ quando comparados ao grupo controle.

Figura 13: Efeitos do tratamento com CTZ sobre a atividade da enzima glutationa S tranferase no

cérebro e figado de ratas Wistar em modelo experimental de endometriose.
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A atividade da enzima foi avaliada através de ensaio bioquimico enzimatico, apés 15 dias de tratamento
consecutivo de CTZ via oral (200 mg/Kg). Nao houve diferenca significativa no cérebo dos animais. No
entanto, no figado a GSH se mostou em maior atividade em animais tratatos com CTZ quando

comparados aos grupo controle.
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5.6. Efeito do tratamento com clotrimazol sobre a atividade da Glutationa
redutase no ceérebro e figado de ratas Wistar em modelo experimental de
endometriose.

A atividade da GSH foi avaliada uma vez que a enzima possui um papel
fundamental na biotransformacdo e eliminacdo de xenobibticos. Conforme
demonstrado na figura 14, no cérebro ndo houve diferenca significativa na atividade
da GSH. No entanto, no figado houve um aumento significativo da atividade de GSH
guando comparado ao grupo controle. Assim, os dados obtidos de SH sugerem que
0 aumento de ambas atividades enziméaticas, contribuem para a diminuicdo da
toxicidade do xenobidtico, aumentando a conjugacdo de GSH e tornando o farmaco

mais soluvel e melhorando a sua eliminacéo.

Figura 14: Efeitos do tratamento com CTZ sobre a atividade da enzima glutationa no cérebro e figado

de ratas Wistar em modelo experimental de endometriose.
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A atividade da enzima foi avaliada através de ensaio bioquimico enzimatico, apds 15 dias de tratamento
consecutivo de CTZ via oral (200 mg/Kg). Nao houve diferenca significativa no cérebo dos animais. No
entanto, no figado a GSH se mostou em maior atividade em animais tratatos com CTZ quando

comparados aos grupo controle.
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5.7. Efeito do tratamento com clotrimazol sobre os niveis de Malondialdeido no
cérebro e figado de ratas Wistar em modelo experimental de endometriose.

ApoOs a avaliagdo da enzimas antioxidantes frente ao tratamento com CTZ, buscou-
se avaliar um dos marcadores de dano oxidativo, MDA, produto final da peroxidacéo
lipidica. De acordo com a figura 15, no cérebro ndo houve diferenca entre os niveis
de MDA, entre os grupos. Entretanto, no figado os animais tratados com CTZ
demonstram uma diminui¢cdo nos niveis de MDA quando comparados ao controle.
Indicando, que o tratamento com CTZ é capaz de diminuir os danos a nivel de

membrana plasmatica.

Figura 15: Efeitos do tratamento com clotrimazol sobre os niveis de malondialdeido (MDA) no cérebro

e figado de ratas Wistar em modelo experimental de endometriose.
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Os niveis de MDA foram quantificados através do método de TBARs. 15 dias apds o tratamento
consecutivo via oral com clotrimazol (200 MG/kg). Nao houve diferenca significativa no cérebro. No
entanto, no figado, houve a diminuicdo do niveis de MDA em animasi tratados com CTZ, quando

comparados ao grupo controle.
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5.8. Efeito do tratamento com clotrimazol sobre os niveis de Proteina
carbonilada no cérebro e figado de ratas Wistar em modelo experimental de
endometriose.

Durante o processo inflamatério sdo geradas EROs e espécies carboniladas
reativas (RCS), que podem causar modificacbes em proteinas através de oxidagéo e
carbonilacdo, acarretanto em alteragbes na estrutura e fungdo das proteinas.
Conforme o grafico apresentado na figura 16, as amostras de cérebro nao
apresentaram diferenca significativa nos niveis de PTC. No entanto, no figado houve
uma diminuigdo na presenca de PTC em animais tratados com o CTZ, quando
comparados ao grupo controle. Os dados obtidos dos ensaios de PTC e dos niveis de
MDA, sugerem que o CTZ possui um papel fundamental na diminuicdo de danos

celulares e de proteinas, assim atuando no equilibrio redox.

Figura 16: Efeitos do tratamento com clotrimazol sobre os niveis de pr no cérebro e figado de proteina

carbonilada (PTC) ratas Wistar em modelo experimental de endometriose.
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Os niveis PTC foram quantificados através do método colorimétrico adaptado de Mesquita et.al. 2014.
Apos 15 dias apdés o tratamento consecutivo via oral com clotrimazol (200 MG/kg). Nao houve direrenca
significativo no cérebro. No figado, houve a reducao de PTC em animais tratados com CTZ, quando

comparados ao grupo controle.
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5.9. Analise de componentes principais (PCA)

A PCA é uma técnica baseada em multivariagdo de modelagem da estrutura de
covariancia. A adequacéao a técnica foi determinada por KMO , cujo qual obteve um
KMO global de 0,75, indicando adequacédo ao método. Durante a analise individual
dos fatores de cada variavel CAT obteve um KMO de 0,28 e GST de 0,36. Sendo
assim, ambos foram retirados das analises. Por outro lado, a PCA associou as
variaveis SOD, GSH, peso, iINOS, MDA e PTC em dois compontentes principais,
compartilhando 76% da variancia total. Como demonstra a figura 17, houve uma
associacao forte e positiva entre SOD e GSH (p2=0,75),enquanto SOD e iNOS,
apresentou-se como uma associacdo moderada (p2=0,68), sugerindo que entre os
biomarcadores de estresse oxidativo e INOS, apresentam uma correlacdo especifica
entre as respostas antioxidantes e inflamatérias em pacientes com endometriose. E a
associacao entre MDA e PTC (p2=0,71), se apresentou forte e positiva, esse resultado
sugere que o0s subprodutos de LPO podem estar contribuindo para a carbonilacéo de
proteinas. Sendo assim, esse efeito pode contribuir para a intensificagdo das
respostas do sistema imunolégico, uma vez que foram observadas correlacdes
moderadas entre INOS, MDA e PTC.
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Figura 17. Andlise de componentes principais (PCA)
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Os parametros obtidos de peso, GSH,SOD,INOS, MDA e PTC, utilizando apenas figado. O fator de
adequacao de Kaiser- Meyer- Olkin (KMO), apresentando média global de 0,75. A correlagéo foi
realizada com o Software R versdo 3.5.2 e a plotagem gréfica foi realizada com o programa GraphPad
Prism.
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6. Discussao

As mulheres que tem a endometriose sdo impactadas na vida pessoal, social e
profissional, devido aos sintomas associados a doenca e a baixa eficacia dos
tratamentos atuais, se tornando um problema de saulde publica. Estima-se que
ocorram anualmente 51.000 internacdes hospitalares em decorréncia a complicagcdes
da endometriose e a incidéncia anual da doenca esta entre 1,4 a 3,5 mil. Assim,

gerando um alto custo em saude publica (GUEDES et.al.,2021).

O modelo experimental que utilizamos recebeu o tratamento de 200 mg/kg de CTZ
por via oral por 15 dias consecutivos. A dose de escolha foi baseada em estudos
anteriores, que ndo apresentou nenhuma reagdo adversa consideravel, variacéo de
parametros hepaticos ou sanguineos. E baseado em experimentos anteriores, o 6leo
de girassol que utilizamos como veiculo do CTZ e administrado no grupo controle nao
tem efeito sobre as lesdes endometrioticas ( MACHADO et al. 2018, MACHADO
et.al.,2020).

Atualmente,os medicamentos e a laparoscopia utilizandos na clinica médica sao
ineficientes no tratamento da doenca e possuem efeitos adversos significativos. Por
esse motivo, nesse projeto avaliamos a seguranca e a tolerabilidade do CTZ, uma vez
gue esse medicamento possui poucos efeitos adversos, de baixo custo e se mostrou
eficaz no tratamento da endometriose em modelo experimental. Anteriormente, foi
descrito pelo grupo que o CTZ foi capaz de impedir o crescimento das lesdes
endometridticas, reduzindo o VEGF e VERGF-2. Esses fatores desempenham um
papel fundamental na angiogénese da endometriose peritoneal (MACHADO et.al.
2018). O VEGF é um fator angiogénico importante na progressdo da endometriose,
aumentando a proliferacao celular, permeabilidade vascular e migracao celular, esse
fator é secretado pelas células estromais eutopicas e ectopicas, pelos macrofagos
peritoneais presentes durante o processo inflamatério (GAZVANI &
TEMPLETON,2002, LI et.al. 2020,ARABLOU et.al.,2021). Outro fator importante para
o desenvolvimento das lesdes endometriais é a proteina quinase B (AKT), envolvida
na proliferacdo celular (HUNG,et.al.2021). Mas, em estudos prévios realizados pelo
grupo, demostrou que o tratamento com CTZ foi capaz de diminuir a expressao de

AKT (MACHADO et.al.,2018) Esses fatores, explicam a diminuicdo das lesdes
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endometrias quando administrado o CTZ. Além disso, a fosforilagdo do PERK que

possui um papel no estresse oxidativo.

Outro fator importante para a progressao da doenca sdo os altos niveis de
estrogénio. O CYP450 aromatase ( CYP19A1), catalisa a converséo de testosterona
e androstenediona para estradional e estrona, elevando a producéo de estrogénio. Ja
foi descrito pelo grupo anteriormente que o tratamento com CTZ € capaz de regular
negativamente a via da aromatase, diminuindo o0s niveis de estrogénio
(MACHADO,et.al.2020). Em outro estudo in vitro, avaliou quatro classes de
antimicoticos imidazolicos, sendo eles o CTZ, miconazol, cetoconazol e fluconazol. O
estudo apontou que o CTZ foi capaz de inibir a CYP19A1, bem como se mostrou
como o Unico medicamento capaz de diminuir de esterdides e resultando no completo
desligamento da sintese de estrogénio (MUNKBOEL,et.al.2019).

Durante o processo inflamatério ocorre a ativacdo de macrofagos que aumentam a
expressdo da iINOS e a producdo de ON, sendo um dos fatores que contribuem para
a evolucédo e as complicacbes da endometriose, como a desregulacdo menstrual,
problemas associados a ovulacdo, manutencdo da gravidez e implantagcéo
embrionaria (MAUL et.al.,2003, XIU-LI Y et.al. 2009). Esses marcadores atuam como
mediadores do processo inflamatério e da angiogénese (FUKUMURA et.al.2001;
KORHONEN et.al. 2005). Por outro lado, o sistema antioxidante neutraliza a geracao
de ROS. No entanto, caso ocorra um desequilibrio entre o sistema oxidante-
antioxidante gera no desequilibrio redox (Dai et.al.,2021). Por esse motivo, foi feita a
marcacao de iNOS no tecido endometrial por imuno-histoquimica e observamos que
qguando tratado com CTZ, ocorreu a diminuicdo da marcacao de iNOS no endométrio
e na lesdo endometridtica. Sugerindo que o tratamento com CTZ € eficaz em
balancear o sistema oxidante-antioxidante, suprimir a manutencao e o crescimento da

lesdo endometridtica.

A condicéo de endometriose favorece a producao de espécies reativas de oxigénio
(MACHADO et al., 2018). Para avaliar a tolerabilidade farmacolégica do CTZ,
utilizamos o cérebro e o figado dos animais submetidos ao modelo experimental de
endometriose, uma vez que a patologia é considerada uma doenca sistémica, que
afeta principalmente a regido pélvica e afeta 0 metabolismo do figado e do tecido

adiposo, levando a uma inflamacao sistémica e alteragdo da expressao génica no
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cérebro, ocasionando dor e alteracdes de humor (TAYLOR et.al.,2021). A SOD é um
grupo de metaloenzimas, que atuam na primeira linha de defesa contra danos
causados por ROS e desempenha um papel fundamental no tratamento de doencas
inflamatorias, como a endometriose (ARABLOU et.al.,2021, ZHAO, et.al.2021). A
SOD é uma enzima antioxidante que atua dismutando O2-, transformando em H202,
evitando o acimulo de uma ROS mais deletéria que o H202 (SALES JUNIOR et al.,
2021). No figado o CTZ foi capaz de diminuir a sua atividade comparando ao grupo

controle, sugerindo que o tratamento exerce um efeito protetivo na producéo de Oz- .

Corroborando com o resultado obtido da atividade de SOD, ocorreu um aumento
significante de GST no figado dos animais tratados com CTZ. O mesmo foi observado
por Dadali (2000), que quantificou um aumento da atividade de GST em 91% no figado
de ratos, quando administrado 200 mg/kg de CTZ. O aumento da atividade de GST
no figado do grupo tratado com CTZ esta diretamente associado a uma acéo
desintoxificante do organismo. O CTZ aumenta a atividade das subunidades das
isoenzimas de GST presentes nos hepatécitos e do CYP450. Acédo esta ja esperada,
pois o figado exerce uma funcdo no metabolismo de xenobidticos (GONZALEZ et.al.
1998). O aumento da atividade de GST induzido pelo tratamento com CTZ, pode
explicar o aumento da atividade de GSH no figado de animais tratados com CTZ, uma
vez que a enzima diminui a toxicidade do farmaco e aumenta a conjugacéao de GSH,
tornando em mais sollvel em agua, substratos menos toéxicos e aumentando as taxas

de excrecao.

A peroxidacéo lipidica é uma das vias do estresse oxidativo e o MDA é um dos
produtos dessa peroxidacéo, sendo considerado um marcador para avalicdo de leséo
celular e estresse oxidativo. Uma vez que a geracdo de peroxidacédo lipidica esta
diretamente relacionada a uma producéo excessiva de ROS ou a uma deficiéncia de
defesa antioxidante (AL-SHEBLY & MANSOUR,2012). Observamos que nos animais
tratados com CTZ, ocorreu uma diminuicdo dos niveis de MDA. Outro excelente
biomarcador para danos que envolvem proteinas sdo as PTC’s , uma vez que as
proteinas sdo os principais alvos para dano oxidativo (DALLE-DONE et.al. 2003,
DALLE-DONE,2006). Observamos que no figado ha uma diminuicdo da presenca de
PTC em animais tratados com CTZ. Esses dados sugerem que o tratamento com CTZ

regula do desequilibrio redox e exerce um efeito protetivo a danos hepaticos.
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A andlise de PCA mostrou uma associacao forte e positiva entre as enzimas SOD
e GSH, sugerindo que a GSH promoveu a quebra de H202 gerado pela SOD na
dismutacéo de -O2 (SALES JUNIOR et al., 2022, 2021). O aumento de GSH no figado,
pode ser explicado pela alta atividade de GST, uma vez que esta enzima utiliza o
grupamento tiol da GSH, para aumentar a conjugacgao de xenobidticos, tornando mais
sollveis em agua e menos téxicos (SATO et al., 2004). A analise permitiu observar
uma associacdo moderada entre SOD e INOS, sugerindo que ocorre o aumento do
sistema antioxidante em relacdo a formacdo de ROS gerando um aumento da
resposta do sistema imunoldgico. O estresse oxidativo tem um papel relevante na
progressao da endometriose e resultando em respostas inflamatérios (SAMIMI et al.,
2019; SIRACUSA et al., 2021).

A PCA apontou uma associacao forte e positiva entre os marcadores oxidantes MDA
e PTC, sugerindo que os subprodutos da peroxidacgao lipidica podem contribuir para
a carbonilacao de proteinas (FURUTA et al., 2012). E a correlacdo moderada entre a
INOS, MDA e PTC, sugerem que esse efeito pode contribuir para o aumento das
respostas do sistema imunolégico. Sendo assim, o tratamento com CTZ, se mostrou
eficaz, seguro e toleravel para o tratamento da endometriose. Sendo um medicamento
de baixo custo, facil acesso e conhecido na clinica médica (MACHADO et al., 2018;
MACHADO et al., 2020)

54



7. Conclusodes

A partir dos resultados obtidos, o clotrimazol foi capaz de reduzir a lesao
endometrial, diminuir a quantificacdo de INOS, tanto no endométrio quanto na
endometriose. Aumentou a acao das enzimas antioxidantes no figado dos animais
tratados e diminuiu os biomarcadores de danos celulares e de proteinas. Assim,
sugerindo que o CTZ atua no equilibrio redox, exerce um efeito protetivo no figado, se
mostra menos toéxico e toleravel. Sendo assim, o CTZ se torna um potencial farmaco
para o tratamento da endometriose, se mostrando seguro, de baixo custo e com

poucos efeitos adversos.
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