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RESUMO

A endometriose é uma doenga ginecoldgica de aspecto inflamatério e crénico que
pode causar dor e infertilidade, com acometimento de, principalmente, mulheres em
idade fértil. E definida pela presencga de tecido similar ao endométrio fora do Utero e o
crescimento da doenca é dependente de estrogénio. O tratamento clinico da
endometriose consiste em tratar a sintomatologia da dor com analgésicos e anti-
inflamatorios e um tratamento hormonal para impedir a progressdo da doenca.
Contudo, esse tratamento apresenta modificagdes no organismo e efeitos colaterais
relevantes para a paciente, que trazem prejuizos para a vida da portadora dessa
doenga. Logo, este estudo buscou um possivel tratamento para a endometriose com
menos efeitos colaterais e que seja menos agressivo a saude da mulher. Dessa forma,
o presente estudo traz a possibilidade do tratamento da endometriose com a vitamina
D. Evidéncias mostraram que a vitamina D modula a inflamacéo e a proliferagao nas
células endometridticas. Além disso, um tratamento experimental de endometriose
feito em ratos que foram tratados com vitamina D mostrou uma reduc¢do nas lesdes
endometridticas, bem como uma diminuicdo do nivel de estrogénio nos animais
tratados. Com isso, avaliamos se a vitamina D atua na via da aromatase, uma enzima
responsavel pela etapa final da sintese do estrogénio ao converter testosterona em
estradiol e androstenediona em estrona. Logo, o presente projeto estabeleceu um
modelo experimental de endometriose em ratas Wistar, realizou tratamentos com
calcitriol nas lesdes endometridticas estabelecidas, analisou macroscopicamente e
histologicamente as lesdes endometridticas induzidas e quantificou os niveis de
aromatase nas les6es endometrioticas induzidas, antes e apds o tratamento. Apds o
periodo de tratamento, notamos que a vitamina D diminuiu as lesées do grupo tratado
a partir da diminui¢cao dos receptores de estrogénio nas células, além de ter diminuido
0s niveis de aromatase nos animais tratados. Logo, vimos que a vitamina D atua na
via da aromatase e, com isso, sugerimos que essa substancia possa controlar o

avango da endometriose.

Palavras-chave: Endometriose; Vitamina D; Tratamento alternativo; Aromatase.



ABSTRACT

Endometriosis is a ginecological disease of inflammatory and chronic aspect that can
cause pain and infertility, with involvement of, mainly, women of childbearing age. It is
defined by the presence of tissue similar to the endometrium outside the uterus and
the growth of the disease is dependent on estrogen. Clinical treatment of
endometriosis consists of treating pain symptomatology with analgesics and anti-
inflammatory drugs and a hormonal treatment to prevent disease progression.
However, this treatment presents changes in the body and side effects that are relevant
to the patient, which bring damage to the life of the carrier of this disease. Therefore,
this study sought a possible treatment for endometriosis with fewer side effects and
that is less aggressive to women's health. Thus, the present study brought the
possibility of treating endometriosis with vitamin D. Evidence has shown that vitamin
D modulates inflammation and proliferation in endometriotic cells. In addition, an
experimental treatment of endometriosis done in rats that were treated with vitamin D
showed a reduction in endometriotic lesions, as well as a decrease in the level of
estrogen in the treated animals. With this, we intended to evaluate whether vitamin D
acts in the pathway of aromatase, an enzyme responsible for the final stage of estrogen
synthesis by converting testosterone into estradiol and andosteredione into estrone.
Therefore, the present project established an experimental model of endometriosis in
Wistar rats, performed treatments with calcitriol in established endometriotic lesions,
macroscopically and histologically analyzed the induced endometriotic lesions and
quantified aromatase levels in induced endometriotic lesions before and after
treatment. After the treatment period, we noticed that vitamin D reduced the lesions in
the treated group due to the decrease in estrogen receptors in the cells, in addition to
reducing aromatase levels in the treated animals. As a result, we saw that vitamin D
acts on the aromatase pathway and, therefore, we suggest that that this substance
can control the progression of endometriosis.

Keywords: Endometriosis; Vitamin D; Alternative treatment; Aromatase.
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1 INTRODUGAO

A endometriose € uma doenga ginecologica de aspecto inflamatorio e crénico
que pode causar dor e infertilidade. E definida pela presenca de tecido similar ao
endométrio fora do utero. O crescimento da endometriose € dependente de estrogénio
e acomete mulheres na idade fértil, porém as manifestagdes clinicas e 0 manuseio da
doenga podem durar até depois da menopausa (FEBRASGO, 2019).

O tratamento clinico da endometriose consiste em tratar a sintomatologia da
dor com analgésicos e anti-inflamatérios e um tratamento hormonal para impedir a
progressdo da doenga. Contudo, esse tratamento apresenta modificagbes no
organismo e efeitos colaterais relevantes para a paciente, que trazem prejuizos para
a vida da portadora, como ganho de peso, alteragbes no humor e depresséo
(FEBRASGO, 2019). (GUIDELINE ESHRE 2022)

Logo, este estudo busca um possivel tratamento para a endometriose com
menos efeitos colaterais e que seja menos agressivo a saude da mulher. Dessa forma,
o presente estudo analisa a possibilidade do tratamento da endometriose com a
vitamina D, uma molécula lipossoluvel que € produzida, em sua maior parte, pelo
corpo humano através da radiagao solar ultravioleta B. (KRATZ, SILVA E TENFEN,
2018).

Diversos estudos in vitro mostraram que a vitamina D possui efeitos anti-
inflamatorios, anti-invasivos e antiproliferativos em patologias como a artrite
reumatoide, cancer e a psoriase. No modelo experimental feito por Miyashita (2016),
foi demonstrado que a vitamina D modula a inflamacgao e a proliferagao nas células
endometridticas, e que os niveis seéricos de 25-hidroxivitamina D3 foram
significativamente mais baixos em mulheres com endometriose grave do que no grupo
controle e nas mulheres com endometriose leve. Além disso, o modelo experimental
do PICFOA Efeito da vitamina D em lesbes endometridticas: modelo experimental
(2020 - 2021) (dados nado publicados) observou uma reducdo nas lesdes
endometridticas, bem como uma diminuicdo do nivel de estrogénio nos animais
tratados. Esses resultados sdo promissores e possibilitam uma investigacdo mais

aprofundada do real mecanismo de acdo da vitamina D nas lesdes. Com isso,
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planejamos avaliar se a vitamina D atua na via da aromatase, uma enzima importante
para a sintese do estrogénio.

As portadoras de endometriose sofrem diariamente tanto pela doenga quanto
pelos efeitos colaterais advindos de seu tratamento padrdo. Além disso, a
endometriose apresenta sintomas como dismenorreia, dispareunia, infertilidade, entre
outros, que ocasionam problemas sociais e pessoais as portadoras (FEBRASGO,
2019).

Devido a sua caracteristica estrogénio-dependente, o tratamento da
endometriose é feito por meio de hormdnios e intervengdes cirurgicas que controlam
a doenga, mas que contribuem também para modificagbes no organismo das
portadoras como ganho de peso, alteragdes no humor e depressao. (GUIDELINE
ESHRE 2022). Ja foi demonstrado no PICFOA Efeito da vitamina D em lesdes
endometridticas: modelo experimental (2020 — 2021) que a vitamina D reduz as lesdes
em modelo experimental de endometriose. O projeto em questao visa elucidar um
possivel mecanismo de agao da vitamina D na via da aromatase.

O objetivo geral do presente estudo € analisar o efeito da suplementagao de
vitamina D em lesdes endometridticas experimentais. Os objetivos especificos séo:
estabelecer um modelo experimental de endometriose em ratas Wistar, realizar
tratamentos com calcitriol nas lesdes endometridticas estabelecidas, analisar
macroscopicamente e histologicamente as lesdes endometridticas induzidas e
quantificar os niveis de aromatase nas lesdes endometridticas induzidas, antes e apds

o tratamento.

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Endometriose

A endometriose € uma doenga ginecoldgica estrogénio dependente e de
natureza multifatorial, a qual € definida pela presencga de tecido simile a glandula e/ou
estroma endometrial fora da cavidade do utero, com acometimento de, principalmente,
mulheres em idade fértil (FEBRASGO, 2019).
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De acordo com Nisolle e Donnez (1997), essa doenga € dividida em trés tipos
patolégicos baseados em aspectos morfoldgicos e clinicos: a endometriose peritoneal,
a endometriose ovariana e a endometriose profunda. Na peritoneal a paciente
apresenta implantes superficiais no peritdbnio, na ovariana a paciente apresenta
implantes superficiais ou cistos no ovario (endometriomas) e na profunda, a paciente
apresenta lesdo penetrante no espago retroperitoneal ou na parede dos orgaos
pélvicos de profundidade igual ou maior que 5 mm. (FEBRASGO 2019)

2.2 Sinais e sintomas

Segundo o Guideline ESHRE (2022), os sintomas achados e comparados com
o grupo controle foram: dor pélvico-abdominal, dismenorreia, grande fluxo menstrual,
infertilidade, dispareunia com sangue, sintomas do trato urinario. E com os sinais
pregressos de: cistos ovarianos, sindrome do intestino irritavel, doenga inflamatoria

pélvica e displasia mamaria.

2.3 Fisiopatogenia da endometriose

A fisiopatologia da endometriose & bastante controversa e possui varias teorias.
A orientagdo mais aceita a postulada por Sampson (1927), segundo a qual ele propde
que ocorre um fluxo retrogrado de sangue menstrual e tecido endometrial pelas tubas
de Faldpio até a cavidade peritoneal e, com isso, células endometriais se implantariam
no periténio, causando a endometriose. Isso ocorreria em mulheres com um ambiente
hormonal favoravel e fatores imunoldgicos, que contribuiriam para a ndo eliminagao
das células endometridticas desse local impréoprio (FEBRASGO, 2019).

Outra teoria € a da metaplasia celémica postulada por Vercellini et al. (2014), a
qual diz que a endometriose € ocasionada por um processo de diferenciagao
metaplasica dos tecidos celdmicos normais do ovario e do peritdénio, principalmente
(FEBRASGO, 2019).

Ha ainda uma outra teoria bastante discutida de que a teoria da menstruacao
em neonatos, postulada por Gordts et al. (2017), diz que o sangramento uterino
neonatal, ocasionado pelo utero do neonato em resposta a queda da progesterona

materna, refluiria pelas tubas uterinas e levaria junto células do tecido endometrial
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fragmentado, as quais podem se implantar no peritbnio, permanecem quiescentes e
assintomaticas até a menarca da paciente (FEBRASGO, 2019).
Além disso, existem teorias que explicam a causa da endometriose por

predisposi¢cao genética ou alteragdes epigenéticas (FEBRASGO, 2019).

2.4 Diagnéstico

O diagnéstico clinico da endometriose € feito pelo exame fisico da pelve,
inspecao e palpacado do abddmen.

Para mulheres com endometriose peritoneal e ovariana o diagnostico é feito,
pela palpagao bimanual e ultrassonografia transvaginal com imobilizador uterino e dos
anexos (NEZHAT et al., 1994). Para endometriose profunda, o exame vaginal pode
facilitar a detecgdo da infiltragcdo ou nodulos na vagina, ligamento uterossacral ou
fundo de saco de Douglas (BAZOT et al., 2009). (GUIDELINE ESHRE 2022)

As tecnologias de imagem e os biomarcadores combinados ou ndo com cirurgia
sdo metodos utilizados para identificar ou descartar o diagnodstico. Mas aliado a
imagem, a experiéncia clinica diagndstica e habilidade de realizar o laudo da imagem
garantirdo um diagnostico especifico. (GUIDELINE ESHRE 2022)

O padréo ouro de diagndstico para endometriose € a Laparoscopia, mas por
ser um procedimento invasivo, n&o é utilizado como rotina na maioria dos paises, com
um alto indice de morbimortalidade. Na rotina inicial de diagnéstico, sdo utilizados
ultrassonografia e ressonancia magnética. (GUIDELINE ESHRE 2022)

2.5 Tratamento

O foco do tratamento da endometriose € a dor e a infertilidade. As mulheres em
geral optam por analgésicos simples e AINEs sem prescricdo médica, mas n&o obtém
muito sucesso, pois ndo inibe a ovulagdo. Com auxilio médico, para o gerenciamento
da dor crénica, utilizam neuromoduladores que, diferente dos analgésicos simples e
AINEs, atuam na modulagao do sistema nervoso central. (GUIDELINE ESHRE 2022)

A terapia hormonal é baseada na evidéncia de tratamento de condig&o
esteroide dependente, comumente utilizada drogas que v&o modificar os horménios

locais pela supressdo da atividade ovariana ou na agdo direta dos receptores
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esteroides. Estdo inclusos: progestagenos, anti-progesterona, contraceptivos orais
combinados, GnRH agonista, GnRH antagonista, DIU-LNG, danazol e inibidor de
aromatase. O tratamento cirurgico visa eliminar lesées endometrioticas e retirar
tecidos acometidos do tecido sadio, a remogdo € realizada por tratamento
laparoscopico. (GUIDELINE ESHRE 2022)

2.6 Vitamina D

A vitamina D é uma vitamina lipossoluvel que possui diversos efeitos no
organismo do ser humano, como seu papel na regulagdo nos niveis plasmaticos de
calcio e na mineralizagao do esqueleto por meio da sua agdo nos 0sso0s, nos rins, No
intestino e nas paratireoides (KRATZ, SILVA E TENFEN, 2018). De acordo com Kratz,
Silva e Tenfen (2018), em torno de 20% da vitamina D é obtida pela alimentacéo,
enquanto a maioria € obtida através da exposicao solar.

Diversos estudos recentes demonstraram que a vitamina D € um modulador
eficaz do sistema imunoldgico, de forma que a substancia induz a tolerancia de células
dendriticas e controla a maturagdo, migragéo e adesao de macrofagos, produgao de
citocinas e proliferagédo de linfocitos T (MIYASHITA et al, 2016).

De acordo com Miyashita et al. (2016), estudos in vitro demonstram os efeitos
anti-inflamatérios, antiproliferativo e anti-invasivo em varias doengas como artrite
reumatoide, psoriase e cancer.

Estudos observacionais, artigos experimentais in vivo e in vitro e estudos em
modelo experimental realizados sobre a relagdo da vitamina D com a patogenia da
endometriose constatam o potencial terapéutico dessa substancia no tratamento da
doenga citada. Logo, a normovitaminose D pode apresentar respostas anti-
inflamatorias e antiestrogénicas que resultariam na redugdo das lesbes
endometridticas e, consequentemente, reduziriam os efeitos maléficos do tratamento
padrdao (MIYASHITA et al, 2016).

No modelo experimental PICFOA Efeito da vitamina D em lesdes
endometridticas: modelo experimental (2020 — 2021), foi observada redugédo nas
lesbes endometridticas e diminuicdo do nivel de estrogénio nos animais tratados com

vitamina D.
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2.7 Aromatase

A aromatase € uma enzima que atua na etapa final da sintese do estrogénio,
ao converter testosterona em estradiol e androstenediona em estrona. Em mulheres
na idade fértil essa enzima é secretada pelos ovarios a partir de um estimulo do
horménio foliculo estimulante (FSH) e, nas mulheres pos-menopausa, a formagao do
estrogénio pela aromatase ocorre no tecido adiposo e na pele (T. MORI et al., 2018).

O estudo de Noble et al. (1997) demonstrou que n&o foi detectada atividade da
aromatase no endométrio topico de mulheres sem endometriose, mas foi
demonstrado atividade no endométrio e nos implantes de endometriose de mulheres
com a doenga, com incidéncia 11 vezes maior nos implantes.

Como a endometriose é uma doenga estrogénio dependente, o tratamento
pode ser feito com a diminuigdo da sintese do estrogénio nas lesdes, que pode ocorrer
pela diminuigdo da expressao da aromatase no local (T. MORI et al., 2018).

3 METODOLOGIA

3.1 Estabelecimento e caracterizacao de modelo experimental de endometriose
peritoneal em Ratas Wistar.

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica de Uso de Animais (CEUA) do
UniFOA e esta registrado com o numero de protocolo 002/2022 (certificado de
aprovagao em anexo). Para os experimentos foram utilizadas 10 Ratas Wistar de
procedéncia do biotério do UNIFOA — Centro Universitario de Volta Redonda, com 8
semanas de vida, pesando em torno de 300 gramas.

Os animais, os quais nao precisaram de jejum ou restricdo hidrica, foram
anestesiados com 0,6 Rompum® (Ketamina) + 0,2 Xilazina 2% intraperitoneal e apos
a completa anestesia foi realizada antissepsia e uma incisdo na linha alba, ligadura e
secgao de um dos cornos uterinos. Em placa de petri com solugio salina, o utero foi
aberto longitudinalmente e o endométrio foi seccionado em 3 fragmentos de tamanho
entre 3 e 4mm? e foram implantados na cavidade peritoneal utilizando fio de Nylon 6-
0. Posteriormente, a parede abdominal foi fechada também com fio de Nylon 6-0. Os
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animais permaneceram anestesiados durante no maximo 30 minutos, pois o tempo
necessario e suficiente para a realizagao do procedimento cirurgico proposto neste
trabalho € de 10 minutos, conforme PICFOA Efeito da vitamina D em lesdes
endometridticas: modelo experimental (2020 — 2021).

Foi realizada a antissepsia no pds-operatorio e diariamente, para evitar
contaminagdes. N&o houve uso de farmacos analgésicos ou relaxantes musculares
no pré e pos-operatorio porque as lesdes foram tratadas com Vitamina D3 e o
tratamento com outros farmacos pode interferir no mecanismo de acdo do composto
que esta sendo proposto.

Apos 15 dias de inducdo da lesdao endometridtica, foi iniciado o tratamento
diario, via gavagem, durante 30 dias com 0,2 mg/mL de solug¢ao salina (n = 5), e com
200 Ul de 1,25 dihidroxicholecalciferol (n = 5).

Apoés o periodo de 30 dias de tratamento, foram realizadas eutanasias dos
animais, mediante overdose de anestésico. As amostras foram retiradas a partir de
laparotomia mediana para ablagdo endometrial. As amostras retiradas foram
avaliadas macroscopicamente para medigao do crescimento das lesdes (comprimento
e largura), preparadas para realizacdo das analises histologica. Todas as analises
foram realizadas em ambos os grupos (controle x tratado).

Os animais foram mantidos em gaiolas comuns no biotério, sendo 2 animais
por gaiola, com agua filtrada nao clorada e ragao industrial comum, sem suplemento.

O grau de invasividade (Gl) do experimento, segundo o CONCEA, é GI2, por
conta de ser um experimento que causa estresse, desconforto ou dor, de leve
intensidade.

Conforme as DIRETRIZES DA PRATICA DE EUTANASIA DO CONCEA (em
anexo) utilizamos o método recomendavel para eutanasia de mamiferos da ordem
Rodentia. Para eutanasia € necessaria a aplicagdo de no minimo 3 vezes a dose
anestésica. Dessa forma, foi administrado Propofol intravenoso na dose letal de 30
mg/kg (Guia de eutanasia 2019 — em anexo).

3.2 Caracterizagao Morfolégica das Lesoes

ApOs a coleta das amostras, as lesées foram fixadas em paraformaldeido (PFA)
e tratadas para analise histolégica conforme o seguinte protocolo:
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As amostras foram colocadas em cassetes e direcionadas a sucessivos banhos
em alcool I, Il e lll, 30 minutos cada. Foram também banhadas em xilol |, Il e lll durante
30 minutos e, em seguida, as amostras foram colocadas em parafina | e Il por 20
minutos cada. Foram realizados cortes no tamanho de 5um com um micrétomo.
Posteriormente as laminas foram coradas com hematoxilina por 3 minutos e eosina
por 30 segundos. Os cortes entédo foram hidratados sucessivamente em 3 banhos de
alcool 70%, 80% e 100%, clarificados com xilol [, 1l e lll, 5 minutos cada. A laminula
foi colada com entellan na lamina para que as mesmas fossem analisadas no
microscopio optico. A confirmagéo da viabilidade das lesdes era realizada a partir da

observacéo da presenca de glandulas e/ou estroma.

3.3 Estudo Imunohistoquimico para CYP19

Para o estudo da distribuicdo de CYP19 (aromatase), foi realizada
imunomarcacéo. O protocolo foi o seguinte:

Desparafinizagao: 3 banhos de alcool por 30 minutos cada e 3 banhos com xilol
por 30 minutos cada seguido de banho com agua destilada por 5 minutos.

Recuperagéo antigénica: tampao citrato 0,01M, pH 6,0 em microondas e dois
banhos com tampé&o fosfato (PBS 0,1M, pH 7,4) a temperatura ambiente por 5 minutos
cada.

Inativacdo da peroxidase endogena: peroxido 3% por 15 minutos em
temperatura ambiente seguida de dois banhos com tampé&o fostato (PBS 0,1M, pH
7,4) a temperatura ambiente por 5 minutos cada. O bloqueio dos sitios inespecificos
foi feito com PBS/BSA 5% por 30 min em camara umida.

Os cortes foram incubados com anticorpo primario policlonal antiaromatase
(ab-18995, Abcam) diluido em PBS/BSA 1% em camara umida overnight.

Em seguida, apds dois banhos com tampéao fosfato a temperatura ambiente, os cortes
foram incubados com anticorpo secundario Biotina e Estreptavidina por 30 minutos
cada.

Por fim, os cortes foram incubados com DAB até o tempo necessario de se
obter uma coloragao castanha e colocados em Hematoxilina por 3 minutos, passando,
em seguida por banho de agua corrente por 2 minutos.
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Os cortes entdo foram hidratados com 2 banhos sucessivos de alcool,
clarificados em xilol (5 minutos cada) e montados com entellan para serem

observados em microscopio optico.

3.4 Estudo Morfométrico

A analise morfométrica dos resultados foi feita por meio da observagao
microscopica (microscopia Optica) de cortes das lesbes endometridticas
imunomarcadas com aromatase, fotografados em camera digital e posteriormente
analisados em programa de analise de imagem, Image Pro Plus 4.0. Para cada lamina
foram estudados 10 campos aleatorios de maior aumento (400X), utilizando a média
dos resultados obtidos.

3.5 Analises Estatisticas

Os graficos foram efetuados no programa Oringin Graph. Os dados foram
representados em tabelas e graficos, sendo informados a média e o desvio padrao (x
+ DP) e/ou o erro padrao (x + EP). Para essas analises, um p < 0,05 foi considerado
significativo apds aplicagdo do teste estatistico T-student. Para analise estatistica

utilizamos o programa ANOVA.

4 RESULTADOS FINAIS E DISCUSSAO

4.1 Macroscopia

Apods 15 dias da indugao da lesao endometridtica, os 10 animais apresentaram
cistos viaveis e lesdes vascularizadas no local da implantagao e, apos esses 15 dias,
foi realizado o tratamento durante 30 dias. As 10 ratas foram divididas em grupo
tratado e grupo controle e, enquanto o grupo tratado recebeu 200 Ul de 1,25
dihidroxicholecalciferol diariamente, o grupo controle recebeu solugéo salina.
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Notou-se apds o periodo de tratamento, que as lesdes do grupo tratado diminuiram
consideravelmente em relagé&o as do grupo controle, as quais aumentaram de

tamanho (Figura 1).

CONTROLE TRATADO

Wy/ \
oy,

15 DIAS APOS [ “s
OS IMPLANTES

30 DIAS APOS O
TRATAMENTO

—

Figura 1 - Analise macroscopica das les6es endometridticas controle e tratada. Apos
15 dias da inducéo da lesao endometribtica, observou-se a presenca de cistos viaveis
em ambos os grupos (A e C). Apos o tratamento, notou-se um crescimento das lesdes

no grupo controle (B) e uma reducgao significativa no grupo tratado (D).
4.2 HE

Apds a analise macroscépica das estruturas, foi realizada a coleta e a
confecgdo das laminas com a coloragdo de hematoxilina-eosina (HE). Abaixo, est&o
dispostas na seguinte ordem: endométrio controle, endométrio tratado, endometriose

controle e endometriose tratada.

No endométrio controle e tratado, observou-se a presenga de glandulas
envolvidas por um estroma composto por tecido conjuntivo. Na amostra de

endometriose controle, observou-se a presenca de glandulas endometriais viaveis
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circundadas por um tecido conjuntivo, entretanto, nas lesbes tratadas as glandulas
encontram-se regredidas com uma intensa atrofia das células endometriais sugerindo

que as lesdes estao em processo de regresséao (Figura 2).

CONTROLE TRATADO

)

ENDOMETRIO

ENDOMETRIOSE

Figura 2 - Analise histolégica de amostras coradas com HE. No endométrio controle e
tratado, observa-se a presencga de glandulas (*) envolvidas por um estroma composto
por tecido conjuntivo (T). Nas lesdes tratadas as glandulas (—) encontram-se

regredidas com uma intensa atrofia das células endometriais

4.3 Imunomarcagao para receptor de estrogénio (RE)

A imunorreatividade para RE foi detectada nas amostras de endométrio em
ambos os grupos. Ja nas lesdes de endometriose, a distribuicdo de RE foi observada
principalmente no nucleo das células epiteliais glandulares e mais difusamente no
estroma ao redor das glandulas. A imunodistribuicdo deste marcador foi
significativamente menor no grupo tratado quando comparado ao grupo controle
(Figura 3). Essas observagdes foram confirmadas pela analise histomorfométrica
(Tabela 1 e Gréfico 1).
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CONTROLE TRATADO

ENDOMETRIO

ENDOMETRIOSE

Figura 3 - Imunorreatividade para RE. A presenca do RE foi detectada nas amostras
de endométrio em ambos os grupos (A e C). Ja nas lesbes de endometriose, a
distribuicdo de RE é observada principalmente no nucleo das células epiteliais

glandulares no grupo controle (B) e com menos intensidade no grupo tratado (D).

RE (células marcadas)

ENDOMETRIO CONT 38,6 4,22
ENDOMETRIO TRAT 37,7 +3,88
ENDOMETRIOSE CONT 68,1+ 4,62
ENDOMETRIOSE TRAT 46,5 + 3,10

80
70
60

*
50
40
30 -
20 -
10 -
0 -

Endométrio Endométrio Endometriose Endometriose
CTRL TRAT CTRL TRAT

Células RE+

Tabela 1 e Grafico 1 - Analise histomorfométrica das quantificagdes de células

marcadas com RE.

4.4 CYP19
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Resultados semelhantes foram observados com a enzima aromatase. Também
detectamos imunorreatividade principalmente no nucleo das células epiteliais
glandulares. Este marcador foi maior no grupo controle e diminuiu significativamente
no grupo controle (Figura 4). Esses resultados foram confirmados pela analise
histomorfométrica (Tabela 2 e Grafico 2).

ENDOMETRIOSE CTRL ENDOMETRIOSE TRAT

Figura 4 - Imunorreatividade para CYP2C19. As marcagbes foram detectadas
principalmente no nucleo das células epiteliais glandulares (—). Este marcador foi

maior no grupo controle e diminuiu significativamente no grupo tratado.

CYP19 (% células marcadas)

ENDOMETRIOSE CONT 40,33 +2,93
ENDOMETRIOSE TRAT 719+1,42

45
40
35
30
25
20
15
10

% CYP19

Endometriose CTRL Endometriose TRAT

Tabela 2 e Grafico 2 — Analise histomorfométrica das quantificagbes da células
marcadas com CYP19



24

5 CONCLUSAO

Os resultados demonstraram que a vitamina D reduziu o tamanho das lesdes
endometridticas a partir da diminuigdo dos niveis de receptores de estrogénio. Além
disso, foi visto que a vitamina D atua na via da aromatase, uma vez que este marcador
foi significativamente menor nos animais tratados. Com isso, sugerimos que a
vitamina D possa controlar o avango da endometriose e seus sintomas, tornando-se

um importante alvo para testes de novos medicamentos.
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7 ANEXO

7.1 Guia de eutanasia para animais de ensino e pesquisa — CEUA UNIFESP 2019

. Lo . . . . UNIFESP
Guia de eutandsia para animais de ensino e pesquisa: e T
Mamiferos

Data Emissdo Data Vigéncia Versdo n°®
Abril/2019 Abril/2021 01

2. METODOS RECOMENDAVEIS

2.1. PROTOCOLOS DE EUTANASIA MEDIANTE A UTILIZACAO DE ANESTESICOS INJETAVEIS

11 - Propofol

= Promove depressdo do SNC através de agdo em receptores gabaérgicos.

= Para eutanasia é necessdria a aplicagdo de no minimo 3 vezes a dose anestésica ou a
aplicagdo da dose anestésica seguida da complementagdo com um método secundario
(ex. decapitagdo ou exsanguinagao).

= Recomendagdo: todas as espécies.

Dose
Espécies Anestésica e
(me/kg) (ma/kz)
Camundongos 30 90
Ratos 10 30
Hamsters 30 90
Cobaia 10 30
Coelhos 10 30
Suinos 1.66 5
Primatas
(Callithrix sp.) 2o 20

Vias de administragdo:
= Administragdo exclusivamente por via intravenosa para todas as espécies.
Exemplo:

Espécie: Coelho Peso:3kg Dose: 10mg/Kg Farmaco: Propofol 1% (10 mg/mL)

Utilizando a férmula apresentada no item “célculo de dose para eutanasia” temos:

Dose anestésica = 3kg x 10mg/kg = 3 mL
10mg/mL

Dose letal=3mLx3=9mL

7.2 Diretrizes da pratica de eutanasia do CONCEA

Tabela 1: Agentes e métodos de asia por grupos taxondmicos* (conti
Classe Mammalia (Mamiferos)
Ordem Rodentia - Roedores e pequenos mamiferos — camundongos, ratos, hamster, gerbil, cobaios

Recomendaveis Barbitricos intravenoso ou intraperitoneal (em casos P is quando da impossibilidade de admini a
intravenosa)
Anestésicos gerais i 050 ( plo propofol)
A ésicos inalatorios (e. g. isofluorano)
Sobred: da iagdo de ésicos dissociativos (e.g. ina) e istas de adrenorreceptores alfa-2
(e.g. xilazina) administrada pelas vias i 05, i lar, ou intraperitoneal (em casos excepcionais
quando da impossibilidade de admini do int
Apos a perda do reflexo corneal, os métodos acima podem ser complementados por cloreto de potassio associado
ou ndo a bloqueador neur lar, ambos por via intravenosa

Aceitos com restri¢io CO,_desde que sejam idas as d: desta diretriz referentes ao item 8.1.1.2
Desl cervical (ratos <150 g, dongos)
D itagdo com equi iais de uso especifico tipo guilhotina (laminas e tesouras afiadas apenas
em )
Micro-ondas especificos para esta finalidade (ndo é aceito micro-ondas de uso doméstico)
Congel rapido ou nitrogénio liquido para fetos e de ratos e dongos
Atord seguido de inagdo (apenas em animais silvestres em situagdes de campo)

Inaceitiveis Eter, cloroformio, nitrogénio, argonio e outros métodos ndo descritos nesta diretriz
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7.3 Formulario para solicitagdo de autorizagdo para uso de animais em

experimentagao

ryryy s
FOA niFOA

de Volta Redonda

USO EXCLUSIVO DO CEUA
C E UA PROTOCOLO N2
Comité de Etica .
no Uso de Animais RECEBIDO EM: / /

FORMULARIO PARA SOLICI'I:AQZ\O DE AUTORIZAGAO PARA USO DE ANIMAIS
EM EXPERIMENTACAO - PROTOCOLO PARA USO DE ANIMAIS

1. TITULO DO PROJETO:
[ Estudo da via de aromatase em lesdes de endometriose em animais tratados com vitamina D |

1.1. AREA DO CONHECIMENTO:
I 20601000 - CITOLOGIA E BIOLOGIA CELULAR I
Lista das areas do conhecimento disponivel em:
http//www.capes.gov.br/avaliacao/instrumentos-de-apoio/tabela-de-areas-do-conhecimento-avaliacao

2. PRAZO:
| Inicio 01/08/2022 Término 30/11/2023 |

3. DOCENTE/ PESQUISADOR RESPONSAVEL:
| Nome: Daniel Escorsim Machado |

3.1. TITULACAO
|[ ] Graduagdo [ ]Especializagio [ ]Mestrado [ X]Doutorado [ ]Pés-Doutorado |

3.2. INSTITUIGAO/DEPARTAMENTO/CURSO:
[ UNIFOA — Curso de Medicina |

3.3. CONTATO

| Tel: (21) 98813-0215 Ramal: e-mail:daniel.machado@foa.org.br |
3.4 EXPERIENCIA PREVIA

[Sim[X] N&o[ ] Por quanto tempo: 15 anos |

3.5. TREINAMENTO
[Sim[X] Nio[ ] Por quanto tempo: 15 anos |

3.6. VINCULO COM A INSTITUICAO:
| Por quanto tempo: 10 anos |

4. COLABORADORES:

Nome completo Daniela de Paula Paraiso Alves e Daniela Fernandes de Souza
Instituigio UniFOA Centro Universitéario de Volta Redonda

Nivel académico Académica

Experiéncia Prévia | Sem experiéncia prévia

(anos)

Telefone (24)998545363 e (22)998307682

E-mail ddpaulaparaisca@gmail.com danielaf.desouza98@gmail.com
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Utilize essa tabela para o preenchimento dos dados de um colaborador. Copie, cole e
preencha a tabela, quantas vezes forem necessarias, até que todos os colaboradores sejam contemplados.

Centro Universitério
de Volta Redonda

5. RESUMO DO PROJETO

A endometriose caracteriza-se pela presenga de tecido endometrial, composto por elementos
estromais e/ou glandulares, fora da cavidade uterina. Os sintomas mais comuns s&o dor pélvica,
dismenorreia, dispareunia e infertilidade, sendo estrogénio-dependente e progressiva, afetando
15% de todas as mulheres na idade reprodutiva.

O tratamento padrao da endometriose tem por objetivo impedir sua progresséo, tratar os sintomas,
eliminar seus focos e prevenir sua recorréncia. Todavia, os tratamentos farmacoldgicos mais
eficazes apresentam efeitos colaterais relevantes como ganho de peso, diminuigdo da libido e
instabilidade emocional trazendo prejuizos a vida pessoal e social da portadora. Com isso, o
tratamento cirdrgico ganha relevancia, mas € um modelo caro e invasivo. Nesse contexto, a busca
por novos tratamentos clinicos mais eficientes torna-se essencial.

Ha um grande interesse em se identificar tratamentos mais naturais que auxiliam na redugéo da
endometriose que podem ser benéficos para somar aos objetivos terapéuticos. A suplementagéo
de vitaminas pode ser entendida como complementar ao tratamento da doenga, visto que a mulher
pode integrar novos habitos e comportamentos a sua rotina.

O desenvolvimento do estresse oxidativo no ambiente peritoneal pode ser um dos eventos
envolvidos na patogénese da doenga, ja que sabe-se que a endometriose apresenta um intenso
processo inflamatério. A alimentagéo atual - rica em aglcares e gorduras saturadas e trans -
baseada em produtos industrializados pode vir a ser um fator externo favoravel a cascata
inflamatéria. Desse modo, a inclusdo de alimentos ricos em nutrientes antioxidantes e fitoquimicos
pode contribuir para a redugédo do status inflamatério da doenga.

A vitamina D em diversos estudos € apontada como importante modulador do sistema imunolégico,
em particular varios estudos in vitro tem demonstrado os efeitos anti-inflamatério, antiproliferativo
e anti-invasivo em varias patologias como artrite reumatoide, psoriase e cancer. Dessa forma, o
nosso grupo observou uma redugéo nas lesdes endometrioticas em modelo experimental (PICFOA
2020-2021), bem como uma diminuicdo do nivel de estrogénio nos animais tratados. Esses
resultados sdo promissores e possibilitam uma investigagdo mais aprofundada do real mecanismo
de agdo da vitamina D nas lesdes. Com isso pretendemos avaliar se a vitamina D atua na via de
aromatase, uma enzima importante para a sintese do estrogénio.

5.1. OBJETIVOS (na integra)

Objetivo geral:
Analisar o efeito da suplementagao de vitamina D em les6es endometridticas experimentais.

Objetivos especificos:

- Estabelecer um modelo experimental de endometriose em ratas Wistar

- Realizar tratamentos com calcitriol nas lesdes endometridticas estabelecidas

- Analisar macroscopicamente e histologicamente as lesées endometridticas induzidas.

- Quantificar os niveis de aromatase nas lesdes endometrioticas induzidas, antes e apds o
tratamento
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5.2. JUSTIFICATIVA

O modelo experimental de endometriose ja estda bem estabelecido pelo grupo, que mostra
experiéncia prévia nos ultimos 15 anos com varias publicagbes na area:

1-MACHADO, D. E. et al. Higher expression of vascular endothelial growth factor (VEGF) and its
receptor VEGFR-2 (Flk-1) and metalloproteinase-9 (MMP-9) in a rat model of peritoneal
endometriosis is similar to cancer diseases. Journal of Experimental & Clinical Cancer
Research: CR, v. 29, n. 1, p. 4,19 jan. 2010.

2-MACHADO, D. E. et al. Developing a Noninvasive Procedure Using Labeled Monoclonal Antibody
Anti-VEGF (Bevacizumab) for Detection of Endometriosis. BioMed Research International, v.
2015, p. 751460, 2015.

3-MACHADO, D. E. et al. Euterpe oleracea Extract (Agai) Is a Promising Novel Pharmacological
Therapeutic Treatment for Experimental Endometriosis. PLoS ONE, v. 11, n. 11, 16 nov. 2016.

Além das publicagdes, esse projeto trata-se da continuagéo do PICFOA2020-2021, no qual vimos
uma redugdo nas lesdes dos animais tratados com a vitamina D. Essa experiéncia é fundamental
para a condugao dos experimentos, que seguirdo rigorosamente os principios éticos, evitando ao
maximo o sofrimento dos animais.

Item 5.2. A justificativa devera conter as bases cientificas para o estudo, aula ou treinamento proposto,
particularmente os dados prévios in vitro e in vivo que justifiquem a experimentagdo em animais.

5.3. RELEVANCIA

As portadoras de endometriose sofrem diariamente tanto pela doenga quanto pelos efeitos

colaterais advindos de seu tratamento padrédo. Além disso, a endometriose apresenta sintomas

como dismenorreia, dispareunia, infertilidade, entre outros, que ocasionam problemas sociais e

pessoais as portadoras. Devido a sua caracteristica estrogénio-dependente, o tratamento da

endometriose é feito por meio de horménios e intervengdes cirlrgicas que controlam a doenga,

mas que contribuem também para modificagdes no organismo das portadoras como ganho de

peso, alteragbes no humor e depresséo.

O projeto em questédo busca um possivel tratamento menos agressivo a saude fisica e mental da

mulher, visto que normovitaminose D pode apresentar respostas anti-inflamatérias e

antiestrogénicas que resultariam na redugdo das lesdes endometridticas e consequentemente,

reduziriam os efeitos maléficos do tratamento padrao.

Item 5.3. O potencial impacto da utilizagdo dos animais para o avango do conhecimento cientifico, a salide
humana, e/ou a satide animal devem ser incluidos nesse item. Deve ficar claro que os beneficios potenciais da
atividade envolvendo animais em pesquisa ou ensino se sobrepbem as consequéncias negativas da
experimentagdo animal.

5.4 METODOLOGIA
Estabelecimento e caracterizagao de modelo experimental de endometriose peritoneal em
Ratas Wistar.




ryy .
FOA niFOA

W de Volta Redonda

Para os experimentos serdo utilizadas 10 Ratas Wistar com 8 semanas de vida pesando em torno
de 300 gramas. Os animais serao anestesiados e apds a completa anestesia sera realizada uma
incisdo na linha alba, ligadura e secgao de um dos cornos uterinos. Em placa de petri com solugao
salina, o Utero sera aberto longitudinalmente e o endométrio sera seccionado em 3 fragmentos de
tamanho entre 3 e 4mm?2para em seguida serem implantados na cavidade peritoneal utilizando fio
de Nylon 6-0. Posteriormente a parede abdominal sera fechada também com fio de Nylon 6-0. Os
animais permanecerdo anestesiados durante no maximo 30 minutos, pois o tempo necessario e
suficiente para a realizagdo do procedimento cirurgico proposto neste trabalho é de 10 minutos.
Apds 15 dias de indugéo da lesdo endometridtica sera iniciado o tratamento diario, via gavagem,
durante 30 dias com 0,2 mg/mL de solugdo salina (n = 5), e com 200 Ul de 1,25
dihidroxicholecalciferol (n = 5).

Apds o periodo de 30 dias de tratamento serdo realizadas eutanasias dos animais, mediante
overdose de anestésico. As amostras retiradas serao avaliadas macroscopicamente para medigédo
do crescimento das lesdes (comprimento e largura), preparadas para realizagdo das analises
histolégicas e imunohistoquimica.

Caracterizagao Morfolégica das Lesoes

As amostras das lesdes endometridticas serdo fixadas em formol tamponado e processadas para
a histologia. A coloragédo com hematoxilina-eosina (HE) permitira confirmar as lesées pela presenga
de componentes endometriais estromais e/ou glandulares.

Estudo Imunohistoquimico
Para o estudo da distribuigdo de aromatase, sera realizada imunomarcagéo. O protocolo
sera o seguinte:

. Desparafinizagéo: 3 banhos de alcool por 30 minutos cada e 3 banhos com
xilol por 30 minutos cada seguido de banho com agua destilada por 5 minutos.
. Recuperagéo antigénica: tampao citrato 0,01M, pH 6,0 em microondas e dois

banhos com tampéo fosfato (PBS 0,1M, pH 7,4) a temperatura ambiente por 5
minutos cada.

D Inativagdo da peroxidase enddgena: peréxido 3% por 15 minutos em
temperatura ambiente seguida de dois banhos com tampéao fostato (PBS 0,1M, pH
7.,4) a temperatura ambiente por 5 minutos cada.

. O bloqueio dos sitios inespecificos foi feito com PBS/BSA 5% por 30 min em
camara umida.

. Os cortes serao incubados com anticorpo primario policlonal anti-aromatase
(ab-18995, Abcam) diluido em PBS/BSA 1% em camara Umida overnight.

. Em seguida, apds dois banhos com tampéo fosfato a temperatura ambiente,
os cortes serdo incubados com anticorpo secundario Biotina e Estreptavidina por 30
minutos cada.

. Por fim, os cortes serdo incubados com DAB até o tempo necessario de se
obter uma coloragéo castanha e, colocados em Hematoxilina por 3 minutos passando
em seguida por banho de agua corrente por 2 minutos.

. Os cortes entdo serdo hidratados com 2 banhos sucessivos de alcool,
clarificados em xilol (5 minutos cada) e montados com entellan para serem
observados em microscépio optico.

Estudo Morfométrico

A analise morfométrica dos resultados sera feita por meio da observagdo microscépica
(microscopia optica) de cortes das lesbes endometridticas imunomarcadas com aromatase,
fotografados em camera digital e posteriormente analisados em programa de anadlise de imagem,
Image Pro Plus 4.0. Para cada lamina serédo estudados 10 campos aleatérios de maior aumento
(400X), utilizando a média dos resultados obtidos.
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6.6. TIPO E CARACTERISTICA:

o

uantidade

Espécie Linhagem | Idade | Peso aprox. M F M+F

Anfibio

Ave

Bovino

Bubalino

Céao

Camundongo heterogénico

Camundongo isogénico

Camundongo Knockout

Camundongo transgénico

Caprino

Chinchila

Cobaia

Coelhos

Equideo

Espécie silvestre brasileira

Espécie silvestre ndo-brasileira

Gato

Gerbil

Hamster

Ovino

Peixe

Primata ndo-humano

Rato heterogénico Wistar 8 sem 300¢g 10

Rato isogénico

Rato Knockout

Rato transgénico

Réptil

Suino

Outra

TOTAL 10

6.7 METODOS DE CAPTURA (somente em casos de uso de animais silvestres)

6.8. Existe planejamento estatistico?

[Sim[X ] Nao[ ]

6.8.1 Detalhar o planejamento estatistico/delineamento experimental

Para os experimentos serao utilizadas 10 Ratas Wistar com 8 semanas. Apds 15 dias de indugéo
da lesdo endometridtica sera iniciado o tratamento diario com 0,2 mg/mL de solugdo salina (n = 5),
e com 200 Ul 1,25 dihidroxicholecalciferol (n = 5). Todas as analises serdo realizadas em ambos
os grupos (controle x tratado).
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| N° de espécimes: 10 N° de grupos: 2 N° total de espécimes: 10 ]

Centro Universitdrio
de Volta Redonda

8. Grau de Invasividade
GIM[ ] GI2[X ] GI3[ ] Gl4[ ]

GRAU DE INVASIVIDADE (Gl) - definices sequndo o CONCEA

GI1 = Experimentos que causam pouco ou nenhum desconforto ou estresse (ex.: observagdo e exame fisico;
administragdo oral, intravenosa, intraperitoneal, subcutanea, ou intramuscular de substancias que ndo causem
reagbes adversas perceptiveis; eutanasia por métodos aprovados apés anestesia ou sedagdo; deprivacao
alimentar ou hidrica por periodos equivalentes a deprivagdo na natureza).

GI2 = Experimentos que causam estresse, desconforto ou dor, de leve intensidade (ex.: procedimentos cirtirgicos
menores, como bidpsias, sob anestesia; periodos breves de contengao e imobilidade em animais conscientes;
exposigao a niveis ndo letais de compostos quimicos que ndo causem reagbes adversas graves).

GI3 = Experimentos que causam estresse, desconforto ou dor, de intensidade intermediaria (ex.: procedimentos
cirtrgicos invasivos conduzidos em animais anestesiados; imobilidade fisica por varias horas; indugdo de
estresse por separagdo materna ou exposicdo a agressor; exposicdo a estimulos aversivos inescapaveis;
exposi¢ao a choques localizados de intensidade leve; exposi¢ao a niveis de radiagdo e compostos quimicos que
provoquem prejuizo duradouro da fungdo sensorial e motora; administragdo de agentes quimicos por vias como
a intracardiaca e intracerebral).

Gl4 = Experimentos que causam dor de alta intensidade (ex.: Indugéo de trauma a animais néo sedados).

9. CONDIGCOES DE ALOJAMENTO E ALIMENTAGAO

9.1. Condigoes de manuteng¢ao
| Numero de animais/gaiola: 2 Tipo de gaiola/cama: Gaiola comum |

9.2. Local onde sera mantido o animal:
[ Biotério |
Ex: (biotério, laboratério, etc.).

9.3. Ambiente de alojamento:
| Gaiolas [X] Jaula[ ] Baia[ ] Outros[ ] - Especificar: |

9.4. Agua Filtrada:
|Sim[ ]Ndo[ X] Clorada: Sim [ ]Nao[X ] ]

9.5. Alimentagao:
| Ragao industrial: Sim [ X] Ndo [ ] Qual: Ragdo comum \

9.6. Suplemento:
[sim [ ]Nao [X] Qual: \

10. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS DO PROJETO
10.1 ESTRESSE/DOR INTENCIONAL NOS ANIMAIS
Sim[ JNao[X ]

(Se “sim”, justifique:)

Estresse:

Dor:

Restrigao hidrica/alimentar
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| Outros: |

10.1.2 PERIODO DO ESTRESSE/DOR INTENCIONAL NOS ANIMAIS
|[X]Curto [ ]Longo Especificar: |

10.2 USO DE FARMACOS ANESTESICOS:

Sim[X ] Nao [ ]

Farmaco Xilazina e Ketamina

Dose (Ul ou mg/kg) 0,6 Rompum® (Ketamina) + 0,2 Xilazina 2%
Via de administragao Intraperitoneal

Frequéncia No momento da cirurgia

Utilize esta tabela para o preenchimento de um farmaco. Copie, cole e preencha a tabela, quantas vezes forem
necessarias, até que todos os farmacos sejam contemplados. No campo “farmaco”, deve-se informar o(s)
nome(s) do(s) principio(s) ativo(s) com suas respectivas Denominagdo Comum Brasileira (DCB) ou
Denominagdo Comum Internacional (DCI).

10.3. USO DE FARMACOS ANALGESICOS:
Sim [X] Nao [] Justifique em caso negativo:

Via de administragao

Farmaco Ibuprofeno (AINEs)
Dose (Ul ou mg/kg) 7.5 mg/kg
Oral

Frequéncia

6-12 horas (5 dias)

Utilize esta tabela para o preenchimento de um farmaco. Copie, cole e preencha a tabela, quantas vezes forem
necessarias, até que todos os farmacos sejam contemplados. No campo “farmaco”, deve-se informar o(s)
nome(s) do(s) principio(s) ativo(s) com suas respectivas Denominagdo Comum Brasileira (DCB) ou
Denominagao Comum Internacional (DCI).

10.4. USO DE RELAXANTE MUSCULAR

Sim [ ] Nao [X] Justifique em caso negativo: As lesdes serdo tratadas com Vitamina D3. O
tratamento com outros farmacos pode interferir no mecanismo de agédo do composto que esta
sendo proposto.

Farmaco

Dose (Ul ou mg/kg)

Via de administragao

Frequéncia
Utilize esta tabela para o preenchimento de um farmaco. Copie, cole e preencha a tabela, quantas vezes forem
necessarias, até que todos os farmacos sejam contemplados. No campo “farmaco”, deve-se informar o(s)
nome(s) do(s) principio(s) ativo(s) com suas respectivas Denominagdo Comum Brasileira (DCB) ou
Denominagao Comum Internacional (DCI).

10.5. IMOBILIZAGCAO DO ANIMAL:
| Sim [X] Nao [ ] Especificar: Aplicacdo do anestésico

10.6. CONDICOES ALIMENTARES:
10.6.1 Jejum:
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[ Sim[ ]Nso [X] Duragio: (horas) |
10.6.2. Restricao Hidrica:
| Sim [ ] Néo [X] Duragio: (horas) |

10.7 CIRURGIA:
Sim [X] Nao [ ]
[X] Unica [ ]Multipla Qual(is) Endometriose experimental

10.8 P()S-OPERATS')RIO B
10.8.1 OBSERVACAO DA RECUPERAGAO:
| Sim [X] Nao [ ] Periodo de observagao: 12 (horas)

10.8.2 USO DE ANALGESIA

Sim[ ]Nao[ X]

Justificar o “NAO”-uso de analgesia pés-operatério, quando for o caso: As lesdes serdo
tratadas com Vitamina D3. O tratamento com outros farmacos pode interferir no mecanismo de
acdo do composto que esta sendo proposto.

Farmaco

Dose (Ul ou mg/kg)

Via de administragao

Frequéncia
Utilize esta tabela para o preenchimento de um farmaco. Copie, cole e preencha a tabela, quantas vezes forem
necessarias, até que todos os farmacos sejam contemplados. No campo “farmaco”, deve-se informar o(s)
nome(s) do(s) principio(s) ativo(s) com suas respectivas Denominagdo Comum Brasileira (DCB) ou
Denominagdo Comum Internacional (DClI).

10.8.3. OUTROS CUIDADOS POS-OPERATORIOS
Sim [X] Nao [ ] Descrigao: Sera realizada a antissepsia no pos-operatério e diariamente para
evitar contaminacdes.

10.9. EXPOSIGAO/INOCULAGAO/ADMINISTRAGAO:
Sim [X] Ndo [ |

Farmaco

1,25 dihidroxicholecalciferol

Dose (Ul ou mg/kg) 200 Ul
Via de administragao Gavagem

Frequéncia Diéria
No campo ‘farmaco”, deve-se informar o(s) nome(s) do(s) principio(s) ativo(s) com suas respectivas
Denominagdo Comum Brasileira (DCB) ou Denominagdo Comum Intemacional (DCI).

11. EXTRAGAO DE MATERIAL BIOLOGICO

Sim [X] Ndo [ |

Material biolégico

Lesado endometridtica

Quantidade da Amostra

1 les&o por animal

Frequéncia

Ao final do tratamento

Métodos de coleta

Biopsia
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FY VN utilize esta tabela para o preenchimento de um material biolégico.
Copie, cole e preencha a tabela, quantas vezes forem necessarias, até que todos os
materiais sejam contemplados.

12. FINALIZAGAO ,
12.1 METODOS DE EUTANASIA

Sim [X]Ndo[ ]

Descrigao do método de eutanasia (substancia, dose, via, materiais, equipamentos, membros
da equipe envolvidos, método de confirmagédo da morte, etc.)

Conforme as DIRETRIZES DA PRATICA DE EUTANASIA DO CONCEA (em anexo), utilizaremos
o método recomendavel para eutanasia de mamiferos da ordem Rodentia (Tabela 1 pagina 44).
Para eutanasia é necessaria a aplicagdo de no minimo 3 vezes a dose anestésica. Dessa forma,
sera administrado Propofol intravenoso na dose letal de 30 mg/kg (Guia de eutanasia 2019
pagina 9 — em anexo).

12.2 DESTINO DOS ANIMAIS APOS O EXPERIMENTO:

| Os animais serdo eutanasiados.

12.3 FORMA DE DESCARTE DA CARCACA

| Sacos plasticos ou caixas hermeticamente fechadas.

13. TERMO DE RESPONSABILIDADE

Eu, Daniel Machado (nome do responsavel) certifico que:

a) Li o disposto na Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, e nas demais normas aplicaveis a
utilizagdo de animais em ensino e/ou pesquisa, especialmente as Resolugdes Normativas do
Conselho Nacional de Controle de Experimentagao Animal — CONCEA,;

b) Este estudo ndo é desnecessariamente duplicativo, tem mérito cientifico e que a equipe que
participa deste projeto foi treinada e € competente para executar os procedimentos descritos neste
protocolo.

c) Tenho conhecimento do teor da Diretriz Brasileira de Pratica para o Cuidado e Utilizagao de
Animais para Fins Cientificos e Didaticos — DBPA, do Ministério da Ciéncia, Tecnologia e
Inovagao, de 14 de agosto de 2012.

d) Nao existe método substitutivo que possa ser utilizado como uma alternativa ao projeto.

e) Declarado neste protocolo é a absoluta expressdo da verdade. Estou ciente que o ndo
cumprimento das condigdes aqui especificadas € de minha total responsabilidade
(docente/pesquisador principal) e que estarei sujeito as puni¢des previstas na legislagao em vigor.

Assinatura:

Data: 24/05/2022
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14. RESOLUGAO DA COMISSAO

A Comissio de Etica no uso de animais, na sua reuniao de / / , considera o

presente PROTOCOLO DE USO DE ANIMAIS:

Aprovado
Nao aprovado

Volta Redonda, de de 20

Dimitri Ramos Alves
Coordenador do Comité de Etica no Uso de Animais — CEUA
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7.4 Certificado de aprovacdo do presente projeto pelo Comité de Etica no Uso de
Animais (CEUA)

rv s
[FOA  Comité de Etica no Uso de Animais niFOA
(CEUA - UniFOA) =
PARECER N® 002/2022

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “ESTUDO DA VIA DE AROMATASE
EM LESOES DE ENDOMETRIOSE EM ANIMAIS TRATADOS COM VITAMINA D”,
registrada com o nimero de Protocolo 002/2022, sob a responsabilidade de Daniel
Escorsim Machado - que envolve a produgao, manutengao, ou a utilizagao de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para
fins de pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo com os preceitos da
Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899, de 15 de julho de 2009,
e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle e Experimentagao
Animal (CONCEA), e foi APROVADO pelo COMITE DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS (CEUA-UniFOA), DO CENTRO UNIVERSITARIO DE VOLTA REDONDA
/ RJ - UniFOA, em reuniao de 08/06/2022.

Finalidade ( ) Ensino ( X ) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagcdao  Inicio: 01/08/2022 | Término: 30/11/2023
Espécie / linhagem / raga | Rato heterogénico / Wistar

N° de animais 10

Peso / idade 300g / 8 Semanas
Sexo Fémeas

Origem Biotério
Observacao

Volta Redonda, 08 de Junho de 2022.

Assinado de forma digital
Prof. Dr. s glegocusel

Dimitri Ramos  famos Aves
Dados 20220608

Alves 155000 0300
Dimitri Ramos Alves
Coordenador do Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA-UnIiFOA)




