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RESUMO

A endometriose ¢ uma desordem ginecoldgica estrogénio e angiogénese dependente
caracterizada pela presenga de tecido endometrial fora da cavidade uterina. Os principais
sintomas sdo dor pélvica cronica, dismenorreia, dispareunia e infertilidade. O tratamento da
endometriose pode ser cirurgico ou farmacoldgico, que ¢ baseado no alivio dos sintomas,
provocando efeitos adversos e dificultando a adesdao ao tratamento. A busca por novas terapias
farmacologicas, que sejam efetivas no tratamento da endometriose torna-se necessaria. O
clotrimazol (CTZ) ¢ um medicamento antimicotico utilizado no tratamento de Candida
albicans e outras infec¢des fungicas. Seus efeitos antiangiogé€nicos e sobre a inibicdo da
proliferacdo de células endoteliais ja sdo descritos na literatura. O CTZ também inibe a
aromatase, principal enzima da via de produgdo do estrogénio. Dessa forma, o objetivo do
estudo foi testar o CTZ na endometriose. Foram utilizadas ratas Wistar para estabelecimento do
modelo experimental de endometriose, conforme aprovagio pela Comissio de Etica no Uso de
Animais. Os animais foram divididos em 4 grupos: controle via oral e via intraperitoneal (IP),
e tratados via oral e via IP com 0,02g/Kg/dia de CTZ. Apds 15 dias de tratamento, realizamos
analises macroscopica e histoldgica das lesdes (coloracdo HE para avaliagdo a viabilidade da
lesdo), imunohistoquimica de VEGF e VEGFR-2 (avaliagdo do perfil angiogénico), ERa e
aromatase (avaliagdo da producdo de estrogénio local), citometria de fluxo para avaliar a
quantidade de macrofagos ativos (F4/80 e MAC2+), ELISA para VEGF, PGE2, IL-10
(avaliacao do perfil inflamatério), ELISA para avaliagdo dos niveis séricos de estrogénio.
Analises hematologica, de fungao hepatica (AST e ALT) e metabolica (glicose e insulina), peso
corporal e peso do figado foram realizadas para avaliacdo da toxicidade. Observou-se reducao
das lesdes nos animais tratados com CTZ quando comparados aos controles, o que foi
confirmado pela analise histoldgica, indicando atrofia e regressao das lesdes. Observou-se uma
menor marcagao para VEGF, VEGFR-2, ERa e aromatase nos animais tratados comparados aos
controles. Houve também reducdo na quantidade de macrofagos ativos, nas concentragdes de
VEGF, PGE2 e IL-10 no lavado peritoneal e nos niveis séricos de estrogénio nos animais
tratados em comparacdo aos controles. Sugere-se entdo que o CTZ apresenta efeitos
antiangiogénico, anti-inflamatério e supressor da produgdo de estrogénio em modelo
experimental de endometriose, sem apresentar toxicidade, podendo ser um fairmaco promissor

no tratamento da doenga.

Palavras-chave: Endometriose, Tratamento, Clotrimazol, Estrogénio, Angiogénese,

Inflamacao.



ABSTRACT

Endometriosis is a gynecological disorder estrogen and angiogenesis
dependent characterized by endometrial tissue outside the uterine cavity. The main symptoms
are chronic pelvic pain, dysmenorrhea, dyspareunia and infertility. The treatment of
endometriosis can be surgical or pharmacological, it bases which on the relief of the symptoms,
provoking adverse effects and hindering adherence to the treatment. In this context, the search
for new pharmacological therapies effective in the treatment of endometriosis becomes
necessary. Clotrimazole (CTZ) is an antifungal medicine used to treat Candida albicans and
other fungal infections. Its antiangiogenic effects and inhibition of endothelial cell proliferation
are already described in the literature. CTZ also inhibits aromatase, the main enzyme in the
estrogen production pathway. Thus, the aim of the study was to test CTZ in endometriosis.
Wistar rats were used to establish the experimental endometriosis model, as approved by the
Ethics Committee on Animal Use. It divided the animals into 4 groups: oral and intraperitoneal
(IP) control group, and treated orally and IP group with 0.02 g/kg /day of CTZ. After 15 days
of treatment, we performed macroscopic and histological analyzes of the lesions (HE staining
for lesion viability evaluation), VEGF and VEGFR-2 immunohistochemistry (evaluation of the
angiogenic profile), ERa and aromatase (evaluation of local estrogen production), flow
cytometry to test the amount of active macrophages (F4/80 and MAC2 +), ELISA for VEGF,
PGE2, IL-10 (evaluation of inflammatory profile), ELISA for the evaluation of serum estrogen
levels. Hematologic analysis, liver function (AST and ALT) and metabolic (glucose and
insulin), body weight and liver weight tests were performed for toxicity assessment. There was
a reduction in lesions in CTZ-treated animals compared to controls, histological analysis
confirmed which, indicating atrophy and regression of lesions. It observed lower labeling for
VEGF, VEGFR-2, ERa and aromatase in treated animals compared to controls. There was also
a reduction in the amount of active macrophages in the concentrations of VEGF, PGE2 and IL-
10 in the peritoneal lavage and serum levels of estrogen in treated animals compared to controls.
In conclusion, CTZ has antiangiogenic, anti-inflammatory and suppressive effects of estrogen
production in an experimental model of endometriosis, without presenting toxicity, and may be

a promising drug in the disease's treatment.

Keywords: Endometriosis, Treatment, Clotrimazole, Estrogen, Angiogenesis, Inflammation.
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1 INTRODUCAO

A endometriose ¢ uma patologia ginecoldgica inflamatoria que se caracteriza
pela presenca de tecido endometrial fora da cavidade uterina. Essa doenga ocorre em
10% das mulheres em idade reprodutiva no mundo (GIUDICE et al., 2010) e os
principais sintomas sdo dor pélvica cronica, dismenorréia, dispareunia e
infertilidade/subfertilidade (STRATTON et al., 2011).

Virias teorias podem explicar o surgimento da endometriose, porém a mais
aceita atualmente ¢ a menstruagao retrograda, proposta por Sampson (1927). Essa teoria
sugere que fragmentos de endométrio sofrem refluxo, retornam pelas tubas uterinas,
caem no peritdnio, onde se aderem, dando inicio ao desenvolvimento da doenca
(SAMPSON, 1927).

Para a visualizacdo das lesdes, a primeira opcdo de exame utilizada ¢ a
ultrassonografia, mas outros métodos de imagem como a ressondncia magnética,
possibilitam ao médico identificar alguns tipos de lesdes (KUZNETSOV et al., 2017;
THALLURI, 2017). Contudo, o diagnéstico definitivo de endometriose apenas ¢é
confirmado a partir de video laparoscopia seguida de biopsia e andlise histopatologica
(DANIILIDIS; PADOS, 2017). A laparoscopia além de ser o método diagndstico
padrdo ouro da doenga, € um dos tipos de tratamento cirirgico, pois permite ao médico
localizar e remover as lesdes endometridticas no ato da cirurgia (MOHAMED et al.,
2013). Entretanto, ¢ um método invasivo, de alto custo e a possui alta taxa de recorréncia
da doenga apés cirurgia, estimada em 30% a 50% das pacientes apds cinco anos
(SORIANO et al., 2017).

O tratamento clinico atual da endometriose tem por base alivio dos sintomas, a
supressao da produgdo de estrogénio e inducao da amenorreia, apresentando varios
efeitos adversos como ganho de peso, cdibras musculares, acne e seborreia
(DUNSELMAN, 2014). Até o momento, ndo existe nenhum farmaco capaz de erradicar
por completo os focos da doenga de forma definitiva (BEDAIWY, 2017). Nesse aspecto,
surge a necessidade de pesquisar por novas opgoes de tratamento que sejam efetivos na
eliminagdo por completo as lesdes de endometriose, com minimos ou nenhum efeito
adverso.

O clotrimazol (CTZ) ¢ um antifungico sintético, utilizado atualmente na pratica
clinica para o tratamento de Candida albicans e outras infec¢des flngicas. Ja ¢ descrito
que o CTZ inibe a proliferacao de células cancerigenas, incluindo células endoteliais,

sugere-se entao que o CTZ possa ser util para o tratamento de doengas dependentes do
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processo angiogénico (TAKAHASHI et al., 1998; FURTADO et al., 2012) . O CTZ
também suprime a producao de estrogénio através da inibicao da enzima aromatase
(TROSKEN et al., 2004). Estudos demonstram a eficacia do efeito antiangiogénico
desse farmaco em diferentes tipos de cancer como melanoma, carcinoma epidermoide,
cancer de mama e cancer cervical (FURTADO et al.,2012; WANG et al., 2014; CHUNG
et al., 2015; LIU et al., 2016). Como a endometriose apresenta caracteristicas de um
processo neoplasico benigno, com potencial de malignidade (WEI; WILLIAM;
BULUN, 2011), surgiu a ideia de se testar o CTZ em modelo pré-clinico de
endometriose.

Sabendo entdo que o CTZ possui caracteristicas antiangiogénicas e ¢ um potente
inibidor da aromatase, principal enzima da via de produg¢dao do estrogénio, que o
tratamento clinico atual da endometriose nao € capaz de erradicar por completo a doenga
e o tratamento cirurgico ¢ um método invasivo, de alto custo e que possui alta taxa de
recorréncia da doenga, a busca por novas terapias torna-se necessaria. Nesse contexto,
o presente estudo avaliard o efeito farmacologico e toxicologico do CTZ em modelo

experimental de endometriose.
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2 REFERENCIAL TEORICO

A endometriose ¢ uma doenga inflamatoria cronica que se caracteriza pela
presenca de tecido endometrial ectopico fora da cavidade uterina, acometendo
principalmente peritonio pélvico, ovarios, célon sigmoide, ligamentos uterossacros,
face posterior do ttero, fundo-de-saco e bexiga e pode ainda comprometer colo do utero,
ileo, apéndice, vulva, diafragma, septo retovaginal, vagina, rins, parede abdominal e
regides inguinais (KENNEDY et al., 2005).

Macroscopicamente, a doenca pode apresentar implantes como bolhas,
implantes planos ou manchas na superficie pélvica. Entretanto, esses implantes podem
ocorrer também na superficie peritoneal ou em 6rgdos pélvicos, ou invadem o peritdnio
e crescem formando nodulos (Figura 1) (ASRM, 1997). A coloragdo dos focos de
endometriose varia entre marrom, vermelho, branco e transparente e estdo associadas a
idade da lesdo, padrdo e conteudo glandular, sendo dificil padronizar a descri¢ao das
lesdes (DONNEZ et al., 2003; STREHL et al., 2014).

Figura 1 Visao macroscopica de lesdo endometridtica no peritonio.

Fonte: ABRAO, 2000.

Microscopicamente, como ja dito anteriormente, as lesdes de endometriose se
caracterizam pela presenca de tecido endometrial funcional, fora da cavidade uterina
(Figura 2), dando origem a um processo inflamatério cronico que pode conter
hemorragia e fibrose de padrdo cicatricial associados a estroma e/ou glandulas

(ABRAO, 2000; GIUDICE; KAO, 2004).
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Figura 2 Histologia de lesdo endometridtica peritoneal.

Observam-se elementos glandulares (®) e estromais (A ). Aumento: 200X.
Fonte: MACHADO, 2010.

2.1 TEORIAS ETIOPATOGENICAS DA ENDOMETRIOSE

Virias teorias propdem explicagdes para a patogénese da endometriose, dentre
elas destacam-se a metaplasia celomica, disfungdo imune e menstruagdo retrégrada
(SOURIAL; TEMPEST; HAPANGAMA, 2014). A teoria da metaplasia celomica
sugere que a endometriose se desenvolve a partir de células extra-uterinas que, de forma
anormal, se diferenciam em células endometriais. Essa diferenciagdo ocorre por fatores
hormonais ou imunoldgicos que estimulam a transformacao do tecido/célula peritoneal
em tecido semelhante ao endométrio (BURNEY; GIUDICE, 2012; FIGUEIRA et al.,
2011; GRUENWALD, 1942). Essa teoria suporta que a endometriose pode ser
encontrada em qualquer lugar onde o mesotélio esteja presente, como por exemplo, na
cavidade pleural, diafragma, cérebro e varios outros 6rgaos.

A teoria da disfun¢@o imune descreve que doencas autoimunes, por serem mais
comuns em mulheres com endometriose, apoia a possibilidade de que a patogénese da
doenga pode envolver uma resposta imune alterada nessas pacientes (SINAII et al.,
2002). Além disso, as mulheres com endometriose t€ém uma quantidade maior de
macréofagos ativos, porém essa resposta inflamatoria ¢ defeituosa e impede a eliminagao
dos detritos menstruais, promovendo a implantagdo e crescimento de células
endometriais nos locais ectopicos (SIKORA; MIELCZAREK-PALACZ; KONDERA-
ANASZ, 2011). As células imunes e endometriais secretam citocinas e fatores de
crescimento, o que induz a proliferacdo celular e angiogénese, promovendo assim a
implantacdo e crescimento das lesdes de endometriose (CHRISTODOULAKOS et al.,
2007; KYAMA et al., 2009; LASCHKE; GIEBELS; MENGER, 2011; MCLAREN et
al., 1996).
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A teoria da menstruagdo retrograda ¢ a mais aceita até hoje para o surgimento da
endometriose. Descrita por Sampson (1927), essa teoria sugere que fragmentos de tecido
endometrial retornam através das tubas uterinas e caem na cavidade peritoneal.
Entretanto, esse refluxo menstrual ocorre entre 76% e 90% das mulheres que possuem
as tubas desobstruidas, porém nem todas sdo portadoras de endometriose (SASSON;
TAYLOR, 2008). Essa teoria ¢ consolidada por transplantes de fragmentos de
endométrio que, quando realizados in vitro crescem com morfologia endometrial. Um
ponto importante nessa teoria ¢ o fato de que o aumento da descamacao e do volume de
liquido retrogrado encontrados na pélvis de pacientes com endometriose ¢ maior em
comparagdo a pacientes saudaveis. Para que ocorra o desenvolvimento da doencga, o
fragmento endometrial extravasado deve aderir na superficie peritoneal, invadir a
membrana basal e a matriz extracelular e adquirir novos vasos sanguineos para o
estabelecimento e sobrevivéncia da lesao (GIUDICE, 2010; KONINCKX; KENNEDY;
BARLOW, 1998).

2.2 EPIDEMIOLOGIA DA ENDOMETRIOSE

A doenga possui uma prevaléncia estimada de 1-10% e uma incidéncia de 0,1-
0,3% dentre mulheres férteis (MORASSUTTO et al., 2016; SAAVALAINEN et al.,
2018). Alguns estudos sugerem como estimativa de prevaléncia que a endometriose
afeta até 10% das mulheres da populagao geral em pré-menopausa, e aproximadamente
30-50% das mulheres que possuem a doenga, sdo sintomaticas. Entretanto, a verdadeira
prevaléncia e incidéncia de endometriose na populagdo feminina geral ainda ndo ¢
suficientemente clara, visto que ¢ uma doenca de dificil diagndstico e algumas vezes
assintomatica (ESKENAZI; WARNER, 1997; CRAMER; MISSMER, 2002; ROGERS
et al., 2009; EISENBERG et al., 2018).

Um estudo retrospectivo de base populacional realizado no Reino Unido utilizou
as bases de dados informatizadas do The Health Improvement Network (THIN), um
provedor do servico de satide, que possui registros de 2 milhdes de membros que
representa um quarto da populagdo israelense para avaliar a taxa de prevaléncia pontual
bruta (31 de dezembro de 2015) e a taxa de incidéncia anual (2000-2015) de
endometriose em mulheres de 15 a 55 anos. As pacientes prevalentes foram
caracterizadas e estratificadas de acordo com as caracteristicas sociodemograficas e

clinicas, incluindo infertilidade e doengas cronicas. A prevaléncia pontual de
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endometriose foi de 10,8 por 1000 (IC 95% 10,5-11,0). Mulheres entre 40 e 44 anos
tiveram a maior taxa de prevaléncia de 18,6 por 1000 (IC 95% 17,7-19,5). A infertilidade
foi observada em 37% das mulheres com a doenga. Além disso o estudo registrou uma
taxa de incidéncia anual média de 7,2 por 10.000 (IC 95% 6,5-8,0) (EISENBERG et al.,
2018).

A endometriose ¢ a terceira principal causa de hospitalizacdo ginecoldgica nos
Estados Unidos, e esse numero pode ser decorrente do atraso no diagnostico definitivo
da doenca, que pode variar de seis anos ou mais, considerando o inicio dos sintomas
(VELEBIL et al., 1995; SELCUK; BOZDAG, 2013). Mc Leod e Retzloff (2010)
realizaram um estudo de revisdo no qual investigaram parametros epidemioldgicos
existentes, principalmente os fatores de risco associados a endometriose, € observaram
que os trés grupos mais frequentes em relagdo a prevaléncia da doenga sdo: pacientes
assintomaticos submetidos a um procedimento ndo relacionado a doenga, pacientes
sintomaticos submetidos a laparoscopia ou tratados empiricamente e pacientes inférteis,
sendo este Ultimo os de prevaléncia mais alta, com variacao de 5% a 50% (MCLEOD;
RETZLOFF, 2010). Barbosa et al., (2014) realizaram um estudo transversal
comparativo com 387 mulheres brasileiras inférteis com e sem endometriose, e
observaram que 94% das mulheres com endometriose sofrem de infertilidade primaria
e a prevaléncia de mulheres com endometriose e infertilidade secundaria foi de
aproximadamente 6% (BARBOSA et al., 2014).

Por ser uma doenca estrogénio-dependente, a endometriose pode ocorrer apos a
menarca ou no inicio da idade adulta. Na maioria dos casos, o hipoestrogenismo
induzido devido a cessacdo da ovulacdo na menopausa, leva a regressdo das lesdes
endometrioticas e consequente alivio dos sintomas. Porém, mesmo apds a menopausa,
algumas lesdes podem permanecer, causando persisténcia de dor incapacitante e outros
sintomas da doenca. Isso pode ser explicado porque as lesdes podem ser estimuladas
por fontes de estrogénio extra-ovarianas, como tecido adiposo, glandulas adrenais ou
uma fonte exdgena (como a terapia de substituigdo hormonal, HRT) (BENDON;
BECKER, 2012; BULUN et al., 2002; STREULI et al., 2017).

Um estudo de revisdo realizado por Mcleod e Retzloff (2010) mostra que o
desenvolvimento da endometriose pode ter uma base genética , assim como 0 consumo
de alcool, cafeina e alimentos com alto teor de gorduras em geral também podem
aumentar o risco da doencga. A revisao cita alguns estudos que sugerem que distirbios

imunologicos podem aumentar o risco de desenvolver endometriose, como o
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Endometriosis Family Study, onde 4.000 pacientes responderam a questiondrios, a
prevaléncia de artrite reumatdide, lapus eritematoso sist€émico, hipotireoidismo,
hipertireoidismo e esclerose multipla foi maior em pacientes com endometriose quando
comparado a populagdo em geral (SIMPSON et al., 1980; BRITTON et al., 2000;
MCLEOD; RETZLOFF, 2010). Esses dados mostram que a endometriose ¢ uma doenga
em que multiplos fatores de risco podem estar associados ao seu desenvolvimento, como
histérico familiar, estilo de vida e comorbidades (MCLEOD; RETZLOFF, 2010).

Apesar de 10,7% das pacientes com endometriose serem assintomaticas (SINAII
et al., 2008), a maioria apresenta sintomas como dismenorreia (51,7%), dispareunia
(57,5%) e dor pélvica (51,7%) (CARDOSO et al., 2016). Além disso, os sintomas por
serem dolorosos, podem prejudicar significativamente o bem-estar fisico, mental e
social da paciente. A infertilidade pode causar estresse psicologico, baixa autoestima e
depressdo, e todos esses fatores, isolados ou combinados, supostamente reduzem a
qualidade de vida dessas pacientes (NNOAHAM et al, 2011). Esses achados
comprovam que as manifestacdes clinicas sdo de intensidade varidvel, e que a
intensidade dos sintomas nao se relaciona com a gravidade da doenca (BELLELIS et
al., 2010; BULLETTI et al., 2010).

Fauconnier et al., (2013) realizaram entrevistas com 41 pacientes de quatro
centros de referéncia, utilizando critérios qualitativos para avaliar a presenca de
sintomas dolorosos. Apds analise pelo método de Colaizzi, 33 pacientes apresentaram
endometriose infiltrativa em diferentes locais, incluindo endometriose intestinal (n=12)
ou de bexiga (n=5), 14 apresentaram endometriose ovariana (trés sem endometriose
infiltrativa associada) e 5 apresentavam apenas endometriose superficial. Durante o
estudo, as pacientes descreveram a dor pélvica como '"grave", "incapacitante",
"debilitante", interferindo com vida cotidiana. Os relatos de cada paciente foram muito
distintos, sugerindo que a descri¢do e interpretacao da experiéncia de dor relatada por
cada uma poderia explicar a variabilidade na conclusdo do diagnostico da doenca.
Sintomas intestinais como nauseas ¢ vomitos, diarreia, constipagdo ou ambos nao foram
relatados especificamente por pacientes apenas com endometriose intestinal. Assim
como sintomas na bexiga foram encontrados ndo s6 em mulheres com endometriose na
bexiga, mas também em outros locais. Além disso, neste estudo as pacientes relataram
também um comprometimento fisico e psicoldgico da atividade didria devido aos
dolorosos sintomas da doenca, como permanecer na cama, dificuldades nas atividades

diarias, comprometimento da vida sexual e sua relagdo com seu parceiro
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(FAUCONNIER et al., 2013).

Uma revisao integrativa realizada por Marinho et al., (2017) cita um estudo
realizado por Marki et al. (2017), em que se utilizou um questionario de qualidade de
vida, baseado em 36 itens (Short Form Health Survey SF-36) para analise de 193
mulheres com endometriose. O grupo mostrou uma piora na qualidade de vida quando
correlacionada com variaveis psicologicas, dificuldades no controle de emocdes e
sintomas de dor. No modelo construido, essas trés varidveis explicaram 55% da
variancia na qualidade de vida global, 41% da variancia na qualidade de vida fisica e
55% da variancia na qualidade de vida mental. A dor foi significativamente associada
ao componente mental da qualidade de vida relacionada a satide, porém indiretamente,
através do estresse da paciente (MARINHO et al., 2017; MARKI et al., 2017).

Os custos anuais de cuidados em saude de uma mulher com endometriose
sintomadtica, tratada em centros de referéncia em paises europeus, atingem €3113,
semelhante aos custos estimados de saide em 2009, para diabetes mellitus (€2858),
doenca de Crohn (€3100-€7447) e artrite reumatoide (€4284) (KOSTER et al., 2006;
LEARDINI et al., 2002; PENG YU et al., 2008).

2.3 DIAGNOSTICO DA ENDOMETRIOSE

A endometriose ¢ uma doenga de dificil diagnostico, em que o atraso médio do
mesmo pode durar de 4 a 10 anos, resultando em menor qualidade de vida da paciente
(BALLARD; LOWTON; WRIGHT, 2006; HUDELIST et al., 2012; KUZNETSOV et
al., 2017). Para o rastreamento da doencga, a primeira op¢ao usada ¢ a ultrassonografia,
mas existem outros métodos como a ressonancia magnética e a dosagem sérica do
biomarcador antigeno de cancer (CA-125), que nao ¢ especifico para endometriose, mas
pode ser utilizado como exame complementar no diagndstico definitivo da doenca
(KUZNETSOV et al., 2017). No diagnoéstico clinico, ao associar a dor pélvica da
paciente a endometriose, o médico deve ter em mente que diversos fatores podem estar
contribuindo para a dor e que os niveis da dor devem ser relatados e documentados de
acordo com uma escala analdgica (0-10) (FALCONE; FLYCKT, 2018). Embora haja
pouca correlacdo entre nivel de dor e a gravidade da doencga, a endometriose infiltrativa
estd associada ao aumento do nivel de dor (CHAPRON et al., 2012).

Viarias modalidades de ultrassonografia sdo utilizadas para avaliacao de doengas
que variam de acordo com o tipo e especialidade. A ultrassonografia transvaginal ¢ a

primeira op¢ao de imagem para o diagnostico da endometriose, € caso nao seja viavel,
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como em pacientes que nunca se relacionaram sexualmente, se opta pela
ultrassonografia transabdominal da pélvis (HOYOS; JOHNSON; PUSCHECK, 2017).
A utilizacdo da ultrassonografia transvaginal possui varias vantagens como sua ampla
disponibilidade, aceitagdo pela paciente, avaliacdo completa da pelve, procedimento
rapido, econdmico e informativo (EISENBERG et al., 2017; MABROUK et al., 2017).
Além disso, o método possui sensibilidade de 91% (IC 95% 88.1-93.5) e especificidade
de 98% (IC 95% 96.7-99.0). Porém, dentre as desvantagens estdo o campo de visdo
restrito, podendo ndo detectar pequenos nddulos e cistos, além disso, muitas vezes nao
permite visualizar lesdes do trato intestinal (KUZNETSOV et al., 2017).

A ressonancia magnética também pode ser usada na avaliacdo da endometriose.
Esse exame desempenha um papel fundamental na orientacdo da cirurgia e ¢ utilizado
para avaliar a extensdo da doenca (KUZNETSOV et al., 2017). E cada vez mais
utilizado, particularmente quando o exame ultrassonografico ndo ¢ claro, quando ha
suspeita de endometriose pélvica profunda ou quando a cirurgia é planejada, pois
proporciona melhor resolu¢cdo de contraste € um campo de visdo maior comparado ao
ultrassom (BOURGIOTI et al.,, 2017). A ressonancia possui sensibilidade e
especificidade variando de 69 a 92% e 75 a 98%, respectivamente (GOUGOUTAS et
al., 2000; STRATTON et al., 2003). Como desvantagens, a ressondncia magnética
possui limitacdes quando se trata de pacientes com obesidade morbida, claustrofobia e
outras contraindicagdes médicas, além de problemas estruturais que podem interferir na
visualiza¢ao dos ovarios. Essa técnica também ¢ dispendiosa, demorada e limitada aos
departamentos de radiologia (HOYOS; JOHNSON; PUSCHECK, 2017; THALLURI;
KNOX; NGUYEN, 2017).

A dosagem do CA-125 sérico ¢ utilizada para detec¢do do cancer de ovario de
origem epitelial e pode ser utilizado como exame complementar para diagnostico de
endometriose, assim como outros marcadores como CA19-9, interleucinas 6, 8 € 10 e o
fator de necrose tumoral alfa (MIHALYI et al., 2010; FASSBENDER et al., 2015).
Estudos mostram que ha forte associagdo entre os altos niveis séricos de CA-125 e o
estagio avancado de endometriose, tornando a dosagem desse biomarcador util na
diminui¢do do intervalo entre o primeiro sintoma e o diagnostico definitivo (CHENG;
WANG; CHOU, 2002; KARIMI-ZARCHI et al., 2016). Este exame possui
especificidade de 96% (IC 95% 81,7-99,9%) e a sensibilidade foi de 57% (IC 95% 37,4-
74,5%) (HIRSCH et al., 2017). A limitagdo da dosagem sérica de CA-125 ¢é que esse

biomarcador nao € especifico para a endometriose e a sua dosagem normal ndo descarta
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a presenca da doenga (NISENBLAT et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2017).

Estudos mostram que a endometriose ¢ principalmente diagnosticada por
laparoscopia seguida de exame histopatologico (ALMEIDA FILHO; OLIVEIRA;
AMARAL, 2008; KENNEDY et al., 2005). Esse procedimento permite o médico
identificar os focos da doenga e fazer a retirada para a confirmagdo histopatologica,
conforme os critérios da American Society for Reproductive Medicine (ASRM) e da
European Society of Human Reproduction and Embryology (ESHRE) (DANIILIDIS;
PADOS, 2018). O exame laparoscopico apresenta 97,68% de sensibilidade e 79,23% de
especificidade (ALMEIDA FILHO; OLIVEIRA; AMARAL, 2008). A combinagio
desses dois tipos de exame aumenta a sensibilidade do diagndstico definitivo da doenga,
diminuindo assim possiveis erros (WALTER et al.,, 2001; ALMEIDA FILHO;
OLIVEIRA; AMARAL, 2008).

2.4 TRATAMENTO DA ENDOMETRIOSE

Atualmente, o tratamento da endometriose pode ser clinico ou cirurgico, sendo
o tratamento clinico baseado no alivio dos sintomas, ja que nao existe um medicamento
capaz de erradicar por completo os focos da doenca, € o cirirgico que também ¢ a
principal forma de diagndstico (ABRAO, 2000; BARRA et al., 2018).

O tratamento cirargico da endometriose ¢ principalmente indicado para
pacientes com dor que nao ¢ aliviada apds o tratamento clinico, infertilidade irreversivel,
endometriomas e endometriose infiltrativa profunda sintomatica (OLIVE;
SCHWARTZ, 1993; OZYUREK; YOLDEMIR; KALKAN, 2018). Um dos métodos
cirirgicos utilizados em certos casos graves da doencga ¢ a histerectomia (remog¢ao
completa ou parcial do utero) em combinagdo com a remog¢ao de um ou ambos 0s
ovarios (ooforectomia) e das tubas uterinas (salpingectomia) (DUNSELMAN et al.,
2014; SOLIMAN et al., 2016). A laparotomia vem sendo rapidamente substituida pela
laparoscopia (cirurgia minimamente invasiva) no campo de cirurgias ginecologicas
(BRADFORD; BORUTA, 2013). Pois ao contrario da laparotomia, a laparoscopia
possui diversos beneficios, como redugdo da dor pos-operatdria, rapida recuperagao,
menor custo, redu¢dao da morbidade/mortalidade e melhoria geral nos resultados (JUNG;
KIM; KIM, 2009; SALAMAH; ABUZAID; ABU-ZAID, 2017). Esse tipo de cirurgia ¢
o mais realizado para a remogao das lesdes profundas da doenga e consequente alivio
da dor (SURREY, 2010; SOLIMAN et al., 2016).

Apesar de o tratamento cirargico ser efetivo na remog¢do das lesdes
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endometrioticas, ja foi descrito uma taxa de recorréncia de endometriose em 30% a 50%
das pacientes apods cinco anos da realizagdo da cirurgia (CEA SORIANO et al., 2017).
Em um estudo realizado entre 2008 e 2013, com 352 pacientes que foram submetidos a
cirurgia, foi observado que 191 pacientes apresentaram recorréncia de endometriose
ovariana (endometrioma) (TOBIUME et al., 2016). Sabe-se também, que apos o
tratamento cirargico, a taxa de recorréncia de endometriose tende a ser maior em
mulheres com estagios avangados da doenga (PARAZZINI et al., 2005). Além disso, por
ser um método invasivo, a cirurgia pode causar danos a 6rgdos adjacentes aos afetados
pela endometriose, bem como ocorrer complicagdes pos-operatorias, como a formagao
de adesao ou infeccdo (METTLER; RUPRAI; ALKATOUT, 2014).

Outro ponto relevante ¢ que o tratamento cirtirgico ¢ um método caro. Soliman
et al.,(2016) realizaram uma revisao sistematica e mostraram que os custos relacionados
ao tratamento cirtrgico da endometriose nos EUA variam entre US $ 4852 para
laparoscopia, e US § 12 894 para histerectomia abdominal (SOLIMAN et al., 2016).
Além disso, nesta revisdo os autores citam um estudo prospectivo, randomizado
realizado no Brasil por Ikeda et al. (2005), em que foram avaliadas 54 pacientes com
diagnéstico clinico de endometriose pélvica do estagio I e II que foram submetidas a
microlaparoscopia sob sedacdo, microlaparoscopia sob anestesia geral e laparoscopia
convencional para diagnostico definitivo e tratamento da doenga. O estudo mostra que
os custos da laparoscopia no Brasil variaram de R$ 203 a R§ 389 (IKEDA et al., 2005).

O tratamento clinico normalmente ¢ focado na supressdo da produgdo de
estrogénio e indugdo da amenorreia, inibindo o crescimento das lesdes e prevenindo a
progressdo da endometriose, porém o tratamento clinico possui varias limitagdes
tornando a cirurgia fundamental no caso de lesdes profundas, por exemplo (BEDAIWY
et al.,, 2017). Dentre as terapias medicamentosas para o tratamento clinico da
endometriose utilizadas atualmente encontram-se os anti-inflamatdrios ndo esteroides
(AINEs), contraceptivos orais, progestdgenos, agonistas do hormoénio liberador de
gonadotrofina (GnRHa), androgenos e inibidores da aromatase (BEDAIWY et al.,
2016).

A acdo anti-inflamatoria dos AINEs esta associada com a inibi¢ao da enzima
ciclo-oxigenase (COX), reduzindo dessa forma a producdo de tromboxanos e
prostaglandinas, moléculas envolvidas na génese da dor associada a endometriose
(COBELLIS et al., 2004). Os AINEs sdo largamente utilizados no tratamento dos

sintomas da endometriose, porém nao ha evidéncia da eficicia de cada farmaco dessa
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classe individualmente (RAY et al., 2015). Nosso grupo ja& descreveu o efeito
significativo do parecoxibe, um inibidor seletivo de COX-2, na redugdo do tamanho das
lesdes endometrioticas em modelo experimental de endometriose (MACHADO et al.,
2010b). Um estudo de revisdo com inibidores da COX-2 revelou que outros inibidores
especificos da COX-2, como rofecoxib, também tém a propriedade de bloquear o
crescimento de células ectopicas e induzir apoptose, com resultado equivalente a
estudos com analogos de GnRH (ZARGHI; ARFAEI, 2011). Contudo, os AINEs estao
associados a varios efeitos adversos, entre eles o aumento da pressdo arterial, diarreia,
dor abdominal, dispepsia, infarto do miocardio, ndusea, refluxo gastresofagico, vomito
e aumento de peso (ANVISA, 2015; OLADOSU; TU; HELLMAN, 2017).

Os contraceptivos orais agem inibindo a produgdo de estrogénio gonadal,
bloqueando o eixo hipotdlamo-ovéario e induzindo uma supressdao da funciao ovariana.
Além disso, ao suprimir a atividade ovariana, ha uma reducdo na produgdo de
prostaglandinas induzida por estrogénio, diminuindo a inflamag¢do associada a
endometriose (ZITO et al., 2014). Apesar da efic4cia limitada, os contraceptivos orais
sdo a primeira op¢ao de tratamento para dor associada a endometriose peritoneal, devido
a menor quantidade de efeitos colaterais quando comparado as outras classes de
medicamentos (DUNSELMAN et al., 2014). Um estudo de coorte ndo randomizado
com acompanhamento de mais de 17.000 mulheres por até 23 anos, mostrou que o risco
de endometriose era baixo em mulheres que faziam o uso de contraceptivos orais até o
término do estudo (RR 0,4; IC 95% 0,2-0,7), e elevado em mulheres que usavam essa
classe de medicamento e cessaram o uso (RR: 1,8; IC 95%: 1,0-3,1 em mulheres que
pararam 25-48 meses antes do término) (BEDAIWY et al., 2016). Por outro lado, os
contraceptivos orais impedem a implantacdo embrionaria devido a supressao da
ovulagdo, sendo uma limitagdo para pacientes que desejam engravidar (BEDAIWY et
al., 2017).

Os progestagenos representam a proxima linha de tratamento para pacientes com
dor associada a endometriose que, por algum motivo, ndo podem utilizar contraceptivos
orais (TAYLOR, 2017). Esta classe de medicamentos possui uma alta seletividade para
os receptores de progesterona e quase nenhuma afinidade de ligacdo ao receptor de
estrogénio, possuindo um efeito poderoso sobre o endométrio, causando inicialmente
decidualiza¢do do tecido endometrial, posteriormente, para tratamentos prolongados,
causa atrofia das lesdes e inibe o aumento do nivel de estradiol, suprimindo assim a

ovulagdio (LAGANA et al., 2017). O acetato de noretindrona (NETA) ¢ um
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progestageno derivado da 19-nortesterona, aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA) para o tratamento o da dor associada a endometriose. Mostra-se
uma opg¢ao econdOmica para as pacientes que possuem um perfil tolerdvel aos efeitos
adversos desta classe (VERCELLINI et al., 2016). Outro exemplo de progestageno € o
dienogest, derivado da 19-nortestosterona que possui as propriedades farmacologicas da
combinagdo de derivados de 19-nortestosterona com os de derivados de progesterona
natural. No entanto, o dienogest ndo deve ser administrado a pacientes com diabetes,
doenga hepatica grave, histérico de tumores hepaticos ou doencgas malignas dependentes
de hormonios sexuais (SCHINDLER, 2011; SZUBERT; ZIETARA; SUZIN, 2018). A
utilizagdo de progestagenos para o tratamento dos sintomas de endometriose ¢ limitada
devido a quantidade de efeitos adversos, dentre eles o ganho de peso, cdibras
musculares, acne, seborréia, diminui¢do da mama e hirsutismo, todos fortemente
relacionados a acdo androgénica (VERCELLINI et al., 2009).

Os GnRHa agem suprimindo a produgdo de estrogénio devido a uma baixa
regulacdo dos receptores de GnRH a nivel pituitario, causando um hipoestrogenismo
profundo e, consequentemente, amenorréia e uma regressao hipoatrofica do endométrio.
Essa classe de farmacos ¢ utilizada em caso de falha na terapia com contraceptivos orais
ou progestagenos, quando ndo sdo tolerados ou sdo contra-indicados. Os andlogos da
GnRH fornecem uma redugdo de sintomas em cerca de 50% dos casos. Entre as
limitagdes encontram-se a alta taxa de recorréncia da dor pélvica (5 anos apds a
interrupcao da terapia, a recorréncia € de 75%) e os efeitos adversos como depressao,
rubor, atrofia urogenital, perda da libido e diminui¢ao da massa 6ssea (SURREY, 2010;
HUANG et al., 2013; WENG et al., 2014; BECKER et al., 2017).

Na classe dos andrégenos encontra-se o danazol, que ¢ um derivado de 17-etinil
testosterona e suprime efetivamente os sintomas de dor relacionados a endometriose em
2 meses de uso. Possui varios niveis de acgao, dentre eles a inibi¢dao central da secregao
de gonadotrofina pituitaria, inibi¢do direta do crescimento do implante endometridtico
e inibicao direta de enzimas ovarianas responsaveis pela produgao de estrogénio. O uso
deste medicamento também ¢ limitado devido a quantidade de efeitos adversos que
incluem acne, pele oleosa, hirsutismo, engrossamento da voz, edema, ganho de peso,
rubor, vaginite atréfica, labilidade emocional, ganho de peso, retengdo de liquidos,
enxaquecas, perfil lipidico alterado, tonturas, fadiga e depressio (BEDAIWY et al.,
2017; GODIN; MARCOUX, 2015; SZUBERT; ZIETARA; SUZIN, 2018).

As pacientes com endometriose possuem uma alta expressao da aromatase,
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enzima responsavel pela sintese de estrogénio no endométrio ectopico (AMSTERDAM
et al., 2005). Apds entrar na mitocondria através da proteina de membrana proteina
reguladora esteredoigénica aguda (StAR), o colesterol ¢ convertido em estrona e
estradiol por enzimas mitocondriais pertencentes a esta via (HUHTINEN K. et al, 2012).
A aromatase € responsavel pela conversdo de testosterona e androstenediona em estrona
(E1) e estradiol (E2), respectivamente, aumentando a producdo de estrogénio e a
progressao da doenga (MORI T. et al, 2018). Existem trés geracdes de inibidores da
aromatase, sendo que a terceira inclui os farmacos letrozol, anastrazol e exemestano
(POLYZOS et al., 2011). Um estudo de revisao sistematica teve como objetivo mostrar
a eficécia dos inibidores da aromatase ndo esteroides do tipo II (anastrozol e letrozol)
no tratamento da dor causada pela endometriose. Os autores mostraram que o letrozol
combinado com acetato de noretisterona ¢ mais eficaz na redugao da dor e dispareunia
profunda do que acetato de noretisterona sozinho. Entretanto, o letrozol, assim como os
outros farmacos dessa classe, possui muitos efeitos adversos como dor de cabega,
rigidez ou dores nas articulagdes, nduseas e diarreia e o uso prolongado desses
medicamentos favorece o inicio de fraturas dsseas, osteopenia e osteoporose (PAVONE;
BULUN, 2012). Assim, observa-se a insatisfagao das pacientes no tratamento, causando
recorréncia dos sintomas apds a descontinuagdo do tratamento (FERRERO S. et al,
2011).

Tendo em vista que o tratamento cirtirgico ¢ um método invasivo e de alto custo,
e o tratamento clinico ndo elimina por completo as lesdes, apresenta inimeros efeitos
adversos, impactando diretamente na vida da paciente com endometriose, a busca por

novas terapias torna-se necessaria.

2.5 CLOTRIMAZOL

O CTZ ¢ um farmaco antimicoético sintético que possui amplo espectro, sendo
normalmente utilizado na pratica clinica para o tratamento de Candida albicans e outras
infecgdes por fungos. Suas propriedades antimicoticas foram descobertas no final da
década de 1960 por Karl Hienz Buchel (Bayer), como o primeiro composto em uma
familia de derivados de azo6is, sendo patenteado pela Bayer, em 1972 e introduzido nos
mercados alemdes em 1973, sob a marca Canesten. Além de antimicético, o CTZ
também ¢ utilizado no tratamento de tricomoniase resistente a metronidazol e exibe

atividade contra algumas bactérias gram positivas (CROWLEY; GALLAGHER, 2014;
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CUDMORE et al., 2004; WANG et al., 2014).

O CTZ ¢ quimicamente peculiar, possuindo quatro anéis aromaticos ligados a
um atomo de carbono tetraédrico (sp3 hibridizado), deixando esse atomo altamente
estatico (Figura 3). Um dos grupos aromaticos do CTZ ¢ um anel de imidazol, e essa
estrutura pode mediar reacdes de transferéncia de elétrons em sistemas bioldgicos. Os
outros anéis aromaticos compreendem um sistema trifenilmetil, estrutura que forma e
estabiliza radicais intermedidrios, sendo que um desses anéis € substituido por cloro na
sua posi¢cdo C2. Embora o CTZ seja uma molécula aquiral, seus dois anéis de fenil sdo
enantiotopicos, sendo um pro-R e o outro pro-S. Essas especificidades enantiotopicas
podem ser diferenciadas de acordo com interagcdes com moléculas quirais (HALLER,
1985; MAST et al., 2013). Por ser uma base fraca, o CTZ interage eficientemente com
espécies acidas presentes em moléculas metabolicas bioldgicas através do seu
nitrogénio ndo substituido. Este composto ¢ um po cristalino de férmula molecular
C22H17CIN2 e possui um peso molecular médio de 344,8 g/ mol. E uma molécula com
caracteristicas lipofilicas e sua solubilidade em agua ¢ de 0,49 mg /L (GOODMAN,
2003).

Figura 3 Estrutura molecular do Clotrimazol.
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Fonte: CROWLEY; GALLAGHER, 2014

Os antimicoticos azo6is agem bloqueando a enzima esterol 14a-desmetilase
(CYPS51), responsavel pela biossintese de ergosterol, um componente lipidico da
membrana plasmatica de células fungicas (Figura 4) (VANDEN BOSSCHE et al.,
1989). A inibigdo dessa enzima forma uma ligagao coordenada axial com o grupamento
heme prostético, afetando assim o potencial de ferro, que ¢ reduzido. Em seguida,
compete com o substrato esterol dentro do sitio ativo da enzima. A forca da inibi¢do da
CYP51 depende da composi¢ao estrutural molécula do composto azol, o CTZ inibe 78%
da atividade enzimatica da CYP51. Estudos mostram que os antifingicos azois sdo

fortes inibidores da CYP51 em protozoario, mas que nenhum deles inibe a enzima em
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humanos (LEPESHEVA; WATERMAN, 2011).

Figura 4 Mecanismo de agao dos azdis.
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Os antifungicos azo6is agem na inibicdo da enzima CYPS51, responsavel pela produgdo de ergosterol,
principal componente da membrana plasmatica da célula fungica. Dessa forma, causa instabilidade na

membrana e inviabilidade celular. Adaptado: MOREIRA, 2010.

Os antifungicos derivados de imidazol e triazol podem ser utilizados tanto topica
quanto sistemicamente, sendo a forma de administragdo desses agentes baseada no custo
e na disponibilidade. O CTZ encontra-se disponivel em forma de creme, solugao,
pastilhas e comprimidos vaginais. As aplicagdes cutaneas sao feitas 2 vezes ao dia, a
aplicacdo e o tempo de tratamento da formulagdo vaginal depende do grau da infecg¢ao,
sendo as concentragdes mais altas utilizadas menos vezes em um menor tempo de
tratamento e as pastilhas orais sdo utilizadas 5 vezes ao dia, durante 14 dias
(GOODMAN, 2003).

A absor¢ao do CTZ ¢ minima quando aplicado topicamente sobre a pele intacta
ou inflamada (menor que 0,5%), atingindo o pico da concentrag¢do plasmatica de 0,001
pg/ml. Para formulagdes vaginais, a absor¢do ¢ de 3-10%, sendo essa pequena
quantidade absorvida metabolizada pelo figado e excretada na bile, atingindo o pico da
concentragdo plasmatica inferior a 10 ng/ml, ap6s aplicagdo vaginal de uma dose de 500
mg. A dose oral de 200mg/dia em adultos atinge concentragdes plasmaticas de 0,2-
0,35ug/ml, seguidas de declinio progressivo. As baixas concentracdes plasmaticas

dessas formulagdes podem sugerir que o CTZ provavelmente nao causa a efeitos
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sist€émicos mensuraveis ou a efeitos adversos (GOODMAN, 2003; ANVISA,2015).
Além disso, as interagcdes medicamentosas do CTZ nao sdo um problema importante de
sua utilizagao. Pode ser utilizado com seguranga paralelamente ao consumo de alcool,
pois ndo afeta a coordenag¢ao motora do individuo. Também nao ha evidéncias de que
represente um risco para o desenvolvimento do feto na gravidez e na amamentagao, bem
como ¢ seguro para uso em idosos (CROWLEY; GALLAGHER, 2014).

Devido a alta tolerabilidade, baixo custo e poucos relatos de efeitos adversos, o
CTZ tem sido testado em modelos experimentais (testes pré-clinicos) para o tratamento
do melanoma, carcinoma epidermdide, cincer de mama e cancer cervical, ja
demonstram a eficadcia do CTZ, com resultados promissores para o tratamento de
diferentes tipos de cancer (FURTADO et al., 2012; WANG et al., 2014; CHUNG et al.,
2015; LIU et al., 2016).

Dentre os mecanismos de agdo do CTZ, destaca-se a acdo anti-angiogénica ja
descrita no estudo de Takahashi et al 1998, que avaliou o efeito antiangioénico do CTZ
em modelo in vitro (10 uM de CTZ) de células endoteliais e in vivo (600mg/Kg/dia de
CTZ por via oral) em modelo experimental de angiogénese induzida em camundongos
(TAKAHASHI et al., 1998). Takei et al (2003) também mostrou os efeitos anti-
angiogénicos do CTZ na carcinogénese de bexiga de ratos que receberam 100mg/kg/dia
de CTZ, por via oral (TAKEIL; ISEDA; YOKOYAMA, 2003).

O CTZ também apresenta atividade anti-inflamatéria, como Thapa et al (2008)
mostrou em seu estudo o efeito do CTZ sobre a inflamacdo na patogénese intestinal
utilizando ratos (10 a 50 mg/Kg/dia de CTZ por via intraperitoneal) devido a inibi¢do
de IL-8 nas células endoteliais e epiteliais vasculares do colon (THAPA et al., 2008).

E descrito na literatura os efeitos do CTZ como suppressor de estrogénio
(AYUB; LEVELL, 1990; GYLLENHAMMAR et al., 2008; BEIJER et al., 2018).
Trosken et al (2004) realizaram um estudo em que utilizaram um ensaio fluorimétrico
com a enzima CYP19 recombinante humana e dibenzilfluoresceina como substrato para
comparar a poténcia inibitoria de 22 compostos azolicos. Os antifingicos mais potentes
na inibicdo da sintese de estrogénio foram o bifonazol, o miconazol e o clotrimazol
(TROSKEN et al, 2004).

Como a endometriose ¢ uma doenca inflamatoria, dependente de estrogénio e do
processo angiogénico, o CTZ torna-se um farmaco potencial para o tratamento da
endometriose, ja que apresenta atividade antiangiogénica (TAKEI et al., 2003), inibe a

enzima aromatase (BEIJER et al., 2018) e possui atividade anti-inflamatéria (THAPA
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et al., 2008).

3 JUSTIFICATIVA

e A endometriose ¢ uma doenca ginecoldgica inflamatoria e estrogénio-
dependente com alta taxa de prevaléncia e incidéncia;

e O tratamento cirurgico ¢ oneroso, invasivo € com recidiva;

e O tratamento farmacologico ¢ ineficaz e com efeitos adversos;

e Tornando a doenca um problema global de saude ptblica;

e O CTZ possui efeitos positivos no cancer;

e A endometriose, apesar de ser uma doenca benigna, possui similaridades com

0 cancer;

e Além disso, ¢ elucidado que o CTZ possui caracteristicas antiangiogénica, anti-
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inflamatoria e inibe a produgao de estrogénio;

e Nesse contexto entdo, surgiu a ideia de testar o CTZ na endometriose.

4 OBJETIVO

4.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar os efeitos farmacoldgicos e toxicologicos do CTZ em modelo experimental

de endometriose peritoneal.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar macro e microscopicamente o efeito do CTZ nas lesdes endometrio-

ticas experimentais;
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e Verificar o efeito do CTZ na via da angiogénese e da inflamag¢do na endome-

triose experimental;

e Determinar o possivel mecanismo de acdo do CTZ na via de producao do

estrogénio;

e Estimar a toxicidade do CTZ no tratamento da endometriose experimental.

5 METODOLOGIA
5.1. MODELO EXPERIMENTAL DE ENDOMETRIOSE

O projeto obteve a aprovagio do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)
do Centro Universitario Estadual da Zona Oeste (UEZO), protocolo CEUA/UEZO
009.2014 (Anexo I). A condugdo dos experimentos atendeu as diretrizes €ticas do Co-
missdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) e das Diretrizes de Cuidados e Utilizacdo

de Animais de Laboratdrio (http://oacu.od.nih.gov/regs/index.htm. Edicao; 2011).
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Foram utilizadas ratas da espécie Wistar, com peso corporal entre 250 ¢ 300 g e
com oito semanas de idade. Os animais foram mantidos a temperatura de 25°C no Bio-
tério da UEZO, sob um ciclo de iluminagdo de 12 horas claro/escuro e livre acesso a
agua e comida.

A indug¢do da endometriose foi realizada conforme o método descrito por Vernon
e Wilson em 1985. As ratas foram anestesiadas com inje¢@o intramuscular de 0,2 ml de
Ketamina e 0,Iml de Xilazina 2%. Um corte cirtirgico de 3 cm na linha central do ab-
domen foi realizado para exposi¢do do utero, em seguida, um corno do utero foi remo-
vido e colocado em tampao fosfato-salino (PBS), uma solucdo salina tamponada com
fosfato, a temperatura ambiente de 37°C. Consequentemente, esse segmento de aproxi-
madamente 5X5 mm foi dividido longitudinalmente e implantado com fio de nylon (6-
0 Prolene, Ethicon, Piscataway, NJ) no peritdnio dos animais com a parte endometrial
voltada para parede abdominal. Apos a cirurgia, os animais tiveram o abdémen fechado
e os mesmos alocados em gaiolas de polietileno para devida recuperagdo (VERNON;
WILSON, 1985).

Para confirmagao do estabelecimento das lesdes endometridticas, foi necessario
um periodo de 15 dias, conforme descrito anteriormente pelo, nosso grupo, como o
tempo ideal e minimo para implantagdo das lesdes (MACHADO et al., 2010b). Assim,
apos 15 dias de indugdo do modelo as ratas foram novamente anestesiadas, outra incisao
abdominal foi realizada e as lesdes puderam ser identificadas macroscopicamente (Fi-
gura 5). Nesse momento as lesoes foram fotografadas para realizar a medida da area da
lesdo com o auxilio do programa ImageJ. Em seguida, os animais que desenvolveram
as lesdes endometridticas foram alocados aleatoriamente em 4 grupos: controle e tratado

com CTZ por via oral (VO) e controle e tratado com CTZ por via intraperitoneal (IP).

Figura 5 Tlustracdo do estabelecimento do modelo experimental de endometriose

peritoneal.
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endomeétrio
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Laparotomia final para confirmacéo Implantacdo do endométrio
do estabelecimento da doenca na cavidade peritoneal

5.2. TRATAMENTO COM O CLOTRIMAZOL

Os animais dos grupos tratados por via oral (n= 15) e IP (n= 10) receberam
0,02g/Kg de CTZ por um periodo de tratamento de 15 dias consecutivos. Aos animais
dos grupos controle via oral (n= 15) e controle via IP (n= 10) foi administrado apenas o
6leo de girassol (veiculo), pelo mesmo periodo de 15 dias (Figura 6). Antes, durante e
ao final do tratamento, os animais foram pesados. Ao final do tratamento (30 dias apds
a inducao da endometriose), os animais foram eutanasiados por overdose de anestésicos
para coleta das amostras (lesdes endometrioticas, figado, liquido peritoneal e sangue) e

analise, conforme metodologias descritas a seguir.

Figura 6 Linha do tempo ilustrando desde a indugdo até a coleta das amostras do

modelo experimental de endometriose.
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Indu¢do do modelo de endometriose peritoneal, estabelecimento da doenca, inicio do tratamento com

CTZ (Dia 0), final do tratamento (Dia 15) e eutanasia para coleta do material para analise.

5.3 PESO DOS ANIMAIS

Os animais foram pesados no inicio do tratamento (DO0), sete dias apds o inicio
do tratamento (D7) e no final do tratamento (D15). Ao final do tratamento também
foram pesados o figado e a lesdo de cada animal. Em seguida, todos os pesos foram
organizados em uma planilha Excel e posteriormente realizou-se a analise estatistica

desses valores.

5.4 ANALISE DO EFEITO DO CLOTRIMAZOL NA ENDOMETRIOSE
5.4.1 Analise histologica, imunohistoquimica e histomorfométrica

Apos a coleta das amostras, as lesdes foram fixadas em paraformaldeido (PFA)
e tratadas para analise histologica conforme o seguinte protocolo:

As amostras foram colocadas em cassetes e direcionadas a sucessivos banhos em
alcool I, II e III, 30 minutos cada. Foram também banhadas em xilol I, II e III durante
30 minutos e, em seguida, as amostras foram colocadas em parafina I e II por 20 minutos
cada. Foram realizados cortes no tamanho de Sum com um micrétomo. Posteriormente
as laminas foram coradas com hematoxilina por 3 minutos e eosina por 30 segundos. Os
cortes entdo foram hidratados sucessivamente em 3 banhos de alcool 70%, 80% e 100%,
clarificados com xilol I, II e III, 5 minutos cada. A laminula foi colada com entellan na
lamina para que as mesmas fossem analisadas no microscopio Optico. A confirmacdo da
viabilidade das lesdes era realizada a partir da observagdo da presenca de glandulas e/ou
estroma.

Foi realizada imunohistoquimica para identificagdo de VEGF, seu receptor

VEGFR-2, ERa ¢ CYP19 (aromatase) baseada no protocolo a seguir descrito por
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MACHADO et al., 2014b. Em resumo, as laminas foram desparafinizadas com 3 banhos
sucessivos de alcool por 30 minutos cada, depois foram banhadas 3 vezes com xilol por
30 minutos cada e, em seguida, foram banhadas por 5 minutos em agua destilada. Em
seguida, realizou-se a recuperacao antigénica com tampao citrato 0,01M, com o pH 6,0
na panela de pressdo. Apos ferver o tampao, as laminas foram banhadas nele por 10
minutos. Entre as vdrias etapas do processo, as lavagens foram feitas com tampao
fosfato (PBS 0,1M, pH 7,4), na temperatura de 37°C, em 2 banhos de 5 minutos cada.
Posteriormente, foi realizada a inativagdo da peroxidase endoégena com peréxido a 3%
por 15 minutos em temperatura ambiente, seguidamente de 2 banhos com tampao
fosfato (PBS 0,1M, pH 7,4), em temperatura ambiente, por 5 minutos cada. O bloqueio
dos sitios inespecificos foi realizado com tampao fosfato salino/albumina sérica bovina
(PBS/BSA) 5% por 30 minutos em camara imida. Os cortes foram entao incubados com
anticorpo primario monoclonal anti-VEGF (SC 57496 — Santa Cruz Biotechnology)
1:100, anti-VEGFR-2 (SC-6251 - Santa Cruz Biotecnology) 1: 100, anti- ERa (sc-8005
-Santa Cruz Biotechnology) 1:100 e anti- CYP19 (aromatase) (ab-18995 - abcam
discover more) 1:100 diluidos em PBS/BSA 1% em camara escura e imida overnight.
Para controle negativo, utilizou-se apenas o PBS/BSA 1% sem o anticorpo monoclonal.
Seguidamente aos 2 banhos com tampao fostato, os cortes foram incubados com
anticorpo secundario Biotina (K 0690 - DAKO) e Estreptavidina por 30 minutos cada,
com 2 banhos com tampao fosfato em temperatura ambiente por 5 minutos cada entre
os anticorpos. Os cortes foram revelados com diaminobenzidina (DAB) (K 3468 -
DAKO) para obter uma coloragado castanha, seguido de um banho de agua destilada por
2 minutos e depois hematoxilina por 5 minutos e, em seguida, colocados em agua
corrente por 2 minutos. Por fim, os cortes foram hidratados em 2 banhos de alcool 90%
e 100%, clarificados banhos com xilol I, IT e III de 5 minutos cada, ¢ montados com
laminula e entellan para posteriormente serem observados em microscopio Optico
(Nikon, Tokyo, Japao).

Apo6s analise imunohistoquimica das amostras marcadas com anticorpos anti-
VEGF, VEGFR-2, ERa e aromatase, foi realizada a analise histomorfométrica
utilizando um microscopio optico (Nikon, Tokyo, Japao). As amostras marcadas foram
fotografadas em camera digital. Para cada lamina foram analisados 10 campos aleatorios
de maior aumento (40X), utilizando a média dos resultados obtidos. A contagem das
areas marcadas foi analisada em programa de analise de imagem Image Pro Plus 4.0

sendo correlacionada com as areas demarcadas (per area), expressas em porcentagem.
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5.4.2 Citometria de fluxo

Foi realizada a citometria de fluxo para andlise da quantidade de macréfagos
ativos no local da leso através do lavado peritoneal. Introduziu-se entdo 10 ml de PBS
no peritonio das ratas e aspirando o liquido em seguida. Apos coletado, o material foi
colocado em tubos falcon, centrifugado por 5 minutos em uma rotagdo de 1200 rpm e
desprezado o sobrenadante. Ao pellet formado foram adicionados 2 ml de PFA a 4% e,
em seguida, colocado na geladeira. Para processamento das amostras foi utilizado o
protocolo descrito por (DOS SANTOS et al., 2011):

As amostras foram centrifugadas por 5 minutos e foi descartado o sobrenadante.
O pellet foi ressuspendido em 300 ul de PBS/BSA, em seguida, foi separado em dois
tubos falcon, um para o controle negativo e outro para as marcagdes, deixando por 30
minutos. Posteriormente, o tubo que o anticorpo foi incubado foi centrifugado por 5
minutos, descartado o sobrenadante e colocado 99 ul de PBS e 1 pl do anticorpo F4-80
e MAC-2+ (BMS FITC - Abcam), deixando incubar por 30 minutos. Ap6s esse periodo,
a amostra foi novamente centrifugada por 5 minutos e o sobrenadante descartado. O
pellet foi ressuspendido em 300 ul de PBS/BSA, centrifugado por 5 minutos e
descartado o sobrenadante. Por fim, adicionou-se 500 pl de PBS em cada tubo e estes
foram colocados no citdometro (BD Facs Calibur) para leitura. Foram contados 10000
eventos por amostra e os resultados foram analisados usando o programa CellQuest (BD

Biosciences, USA).

5.4.3 Imunoensaio enzimatico

O lavado peritoneal também foi utilizado para essa analise dos niveis de PGE-2,
VEGTF, interleucina 10 (IL-10), enquanto o estrogénio foi analisado utilizando-se
sangue. Todas as andlises foram realizadas pelo método imunoensaio enzimatico
(ELISA), com base no principio da competi¢cdo por anticorpo monoclonal especifico.
Coletado da mesma forma descrita no item anterior, porém neste caso foi centrifugado
por 10 minutos a uma rotacdo de 4000 rpm até 30 minutos apos a coleta. Apos a
centrifugacao, o sobrenadante foi dividido em eppendorfs de 1,5 ml com 1 ml da amostra
em cada tubo, devidamente identificado e acondicionado no freezer de -80°C até o
momento da andlise.

Para dosagem das concentracdes de PGE2 foi utilizado o kit PGE-2 monoclonal

EIA da Cayman Chemical (Ann Arbor, MI), segundo o fabricante. Assim, foram
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utilizados 50 pl de amostra por pogo (no minimo duas dilui¢cdes em triplicata), 50 ul de
PGE-2 AChE Tracer e 50 pl de PGE-2 anticorpo monoclonal. Em seguida, a placa foi
coberta com plastico filme e incubada por 18 horas, a temperatura de 4°C. Apds
incubacdo, os pogos foram esvaziados e lavados com tampdo de lavagem, entdo
adicionou-se 200 ul de reagente Ellman e colocou-se a placa em agitador por um periodo
de 60 a 90 minutos. Por fim, realizou-se a leitura na absorbancia de 405 nm no leitor de
microplacas SpectraMax 190 (Molecular Devices Corporation, Sunnyvale, CA). As
concentragdes de PGE-2 foram entdo quantificadas por uma curva de calibragdo
(coeficiente de correlagdo sempre maior ou igual a 0,98), com utilizagdo programa
SoftMax (Molecular Device Corporation, Sunnyvale, Califérnia — EUA). O limite de
quantificacdo foi de 7,8 pg/ml e o ponto mais alto da curva foi de 1000 pg/ml.

Para dosar as concentragdes de VEGF foi utilizado o kit mouse VEGF ELISA
da Boster Immunoleader (Pleasanton, CA), de acordo com recomendacdes do
fabricante. Resumidamente, utilizou-se 0,1 ml de amostra por po¢o (no minimo duas
dilui¢des em triplicata), 0,1 ml de solugdo padrao de VEGF por poco e 0,1 ml de tampao
diluente da amostra em um pogo controle. Cubriu-se a placa com plastico filme e a
mesma foi incubada por 90 min a temperatura de 37 °C. Apos incubagao, os pogos foram
esvaziados e lavados com tampdo de lavagem, adicionou-se 0,1 ml de solucdo
biotinilada de anticorpo anti-VEGF humano e a placa foi novamente selada e incubada
com plastico filme por 60 minutos a temperatura de 37 °C. Em seguida, os pogos foram
esvaziados e lavados com tampao de lavagem sendo adicionado 0,1 ml de solugdo do
complexo avidina-biotina-peroxidase por poco e a placa foi novamente selada e
incubada por 30 minutos, a 37 °C. Apos esse periodo, foram adicionados 90 ul de agente
revelador de cor (TMB) por pogo, selou-se novamente a placa e incubou-se por mais 20
minutos a 37 °C. Por fim, realizou-se a leitura na absorbancia de 450 nm no leitor de
microplacas SpectraMax 190 (Molecular Devices Corporation, Sunnyvale, CA). As
concentragdes de VEGF foram entdo quantificadas em uma curva de calibragdo
(coeficiente de correlacdo sempre maior ou igual a 0,98), utilizando-se do programa
SoftMax (Molecular Device Corporation, Sunnyvale, Califéornia — EUA). O limite de
quantificagdo foi de 15,6 pg/ml e o ponto mais alto da curva foi de 1000 pg/ml.

Para a dosagem das concentra¢des de IL-10, em cada pogo foi adicionado um
volume de 50 pl de amostra, onde realizou-se pelo menos duas dilui¢des em triplicata,
50 ul de tampao de lavagem e 50 pl do anticorpo IL-10. A placa foi entdo coberta com

pléstico filme e incubada a temperatura de 37°C, por 3 horas. Apos incubagao, os pogos
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foram esvaziados e lavados com tampao de lavagem, adicionando-se 50 pl de reagente
de Anticorpo Biotinilado em cada pogo, cobrindo a placa com pléstico filme e
incubando-a a temperatura de 37°C, por 1 hora. Apo6s incubagdo, os pogos foram
novamente esvaziados e lavados com tampao de lavagem, sendo adicionados 100 pul de
solu¢do de Streptavidina-HRP em cada pogo, cobrindo-se e incubando-se novamente a
placa com plastico filme, a temperatura de 37°C, por 30 minutos. O contetido da placa
foi desprezado e a lavagem foi realizada com tampao de lavagem. Em seguida, foram
adicionados 100 pl de solugdo de substrato TMB em cada pogo, incubando no escuro a
temperatura de 37°C, por 30 minutos. Ap6s os 30 minutos, adicionou-se 100 pl de
Solucdo de Paragem em cada poco. Apos esse periodo, a placa foi lida no leitor de
microplacas SpectraMax 190 (Molecular Devices Corporation, Sunnyvale, CA) na
absorbancia de 450 nm, gerando automaticamente as concentragdes de IL-10 em uma
curva de calibragdo, com um coeficiente de correlacdo sempre maior ou igual a 0,98,
utilizando-se para isso o programa SoftMax (Molecular Device Corporation, Sunnyvale,
CA). O limite inferior de detecgdo foi de 37 pg/ml e o ponto mais alto da curva foi de
3000 pg/ml.

Os niveis séricos de estrogénio foram quantificados através do kit Elisa fabricado
pela Diagnostics Biochem Canada Inc (DBC), em amostras de sangue coletadas da aorta
abdominal e centrifugadas a 3.000 rpm por 10 minutos para a extragdo do soro para
analise do perfil hormonal. Em cada poco foi adicionado um volume de 25 ul de
amostra, onde realizou-se pelo menos duas dilui¢des em duplicata. Em seguida foram
adicionados 150 pl de Estrogénio- HRP conjugado em cada poco. Agitou-se suavemente
a placa por 10 segundos para misturar o contetdo dos pogos. Em seguida, incubou-se
com papel filme por 2 horas, a temperatura ambiente. Apos esse periodo, os pogos foram
lavados por 3 vezes com 350 pul de tampao de lavagem diluido. Em seguida, as placas
foram batidas firmemente contra papel absorvente para garantir que ndo houvesse
goticulas nos pogos. Depois disso, pipetou-se 150 pl de substrato TMB em cada posso
com intervalos cronometrados e incubou-se de 20 a 30 minutos, em temperatura
ambiente. Apos esse tempo, pipetou-se 50 pl de solugao de paragem em cada pogo, com
intervalos cronometrados. A leitura foi realizada no leitor de microplacas SpectraMax
190 (Molecular Devices Corporation, Sunnyvale, CA) na absorbancia de 450 nm, 20
minutos apds a adicdo da solucdo de paragem, gerando as concentragdes de estrogénio

em uma curva de calibragdo padrao.
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5.5 ANALISE TOXICOLOGICA DO CLOTRIMAZOL
5.5.1 Analise hematolégica

Na eutandsia dos animais, coletou-se amostras de 5 ml de sangue por puncao
cardiaca com uma agulha 13 x 4,5 mm e seringa de 5 ml, colocada em um tubo com
anticoagulante 4cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA). A andlise hematologica da
série branca foi realizada no analisador hematologico Sysmex XS 8001 (Registro:
80015490053, Roche, Sao Paulo, Brasil). Com amostras de sangue periférico de cada
animal foram feitas laminas de esfregago sanguineo que foram devidamente
identificadas. Com o auxilio de outra ldmina em um angulo de 45° foi realizado um
movimento para frente de modo que a gota fosse carregada por toda a lamina, formando
uma camada delgada e uniforme. Apos a fixagcdo em temperatura ambiente foi realizado
a coloracdo com o kit Pandtico Répido (Cddigo: 620529 Laborclin, Pinhais, PR),
imergindo cada lamina por 2 segundos, 3 vezes consecutivas em cada solugdo (solucio
1, 2 e 3). Posteriormente foi realizada a contagem das células brancas em microscopio

optico (Nikon, Tokyo, Japao). Os resultados foram apresentados em porcentagem.

5.5.2 Analise bioquimica

Das amostras de sangue periférico coletadas, 1 ml foi colocado em eppendorf de
1,5ml até a coagulacdo do sangue (aproximadamente 5 minutos). Posteriormente, o
eppendorf foi levado a centrifuga por 5 minutos em uma rotacao de 3.000 rpm. Retirou-
se entdo o soro e colocou-se em outro eppendorf de 1,5ml devidamente identificado,
deixando na geladeira até a andlise.

Para andlise da funcdo hepatica, utilizou-se kits para dosagens de
Aminotransferase de aspartato (AST) e Aminotransferase de alanina (ALT) (Doles,
Goiania, GO, Brasil). As dosagens foram aferidas no analisador bioquimico
automatizado BioSystems A15. Apos eutandsia dos animais, realizou-se também o peso
do figado através de uma balanga analitica de precisdo e, além disso, o o6rgdo foi
analisado macroscopicamente para verificar alteracdo entre os grupos.

Para analise da fungao metabolica, foram realizados testes para determinacao de
glicose e insulina através da utilizacao de um glicometro (Accu-chek Active Roche) e
um kit ELISA para insulina (Mouse / Rat Insulin kit ELISA, Merck Millipore, MO,
EUA). Os resultados obtidos foram anotados em uma planilha Excel para anélises

estatisticas posteriores.
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5.6 ANALISE ESTATISTICA

A significancia para todas as comparagoes estatisticas foi avaliada. O programa
Primer foi utilizado para realizacdo das andlises estatisticas e para os graficos, foi
utilizado o programa Oringin Graph. Os dados foram expressos em média e desvio
padrdo e as andlises estatisticas foram realizadas com teste — t de Student. Para andlise
morfométrica de VEGF, VEGF-R, ERa ¢ aromatase, calculos estatisticos foram
realizados utilizando o programa de software Stat Xact-5 (CYTEL Software

Corporation, Cambridge, MA), considerando p< 0,05 estatisticamente significativo.

6 RESULTADOS

Os dados obtidos neste estudo constituiram dois artigos e serdo apresentados
individualmente em duas partes denominadas: Efeitos farmacologicos e toxicoldgicos
do clotrimazol em modelo experimental de endometriose (artigo 1) e Efeitos do
clotrimazol na via de producao do estrogénio em modelo experimental de endometriose

(artigo 2).
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6.1. EFEITOS FARMACOLOGICOS E TOXICOLOGICOS DO CLOTRIMAZOL EM
MODELO EXPERIMENTAL DE ENDOMETRIOSE

Este artigo teve como objetivo avaliar o efeito farmacologico e toxicologico do
CTZ na endometriose peritoneal induzida em modelo experimental. Dessa forma,
primeiramente foi avaliado o efeito macro e microscopico do CTZ nas lesdes
endometrioticas. Em seguida, foram avaliadas as alteragdes moleculares, angiogénicas
e inflamatdrias induzidas pelo CTZ na endometriose. Nesse trabalho as ratas Wistar que
desenvolveram lesdes endometridticas foram tratadas com CTZ (20mg/kg/dia) ou 6leo
de girassol por via oral durante 15 dias consecutivos. O tratamento com CTZ diminuiu
significativamente o crescimento ¢ o tamanho das lesdes, o que foi confirmado pelo
exame histoldgico que indicou regressdo e atrofia dessas lesdes. Para avaliar o perfil
angiogénico, realizamos imunohistoquimica com marca¢ao para VEGF e VEGFR-2, e
ELISA para avaliar a concentracdo de VEGF no lavado peritoneal. O CTZ mostrou
caracteristicas antiangiogénicas, pois a imunohistoquimica revelou uma menor
marcacao para VEGF e VEGFR-2 na lesdo dos animais do grupo tratado (4,09% e
4,77%, respectivamente) quando comparados aos do grupo controle (25,52% e 31,72%,
respectivamente), assim como concentragdo de VEGF no lavado peritoneal dos animais
tratados também foi menor (98,07 pg/ml) quando comparado aos animais do grupo
controle (151,70 pg/ml). Para avaliacao do perfil inflamatorio, realizamos ELISA para
analise das concentracdes de IL-10 e PGE2, além da citometria de fluxo para analise de
macréfagos ativos no local da lesdo. O CTZ também mostrou caracteristicas anti-
inflamatorias, pois as concentragdes de IL- 10 e PGE2 no grupo tratado foram menores
(100,83 pg/ml e 37,05 pg/ml, respectivamente) quando comparado ao grupo controle
(222,24 pg/ml e 96,29 pg/ml). A quantidade de macréfagos ativos no local da lesdao
também foi menor no grupo tratado (18,39 %) quando comparado ao controle (38,32%).
Finalmente, apos avaliarmos o peso corporal e do figado do animal, o perfil
hematologico pelo leucograma, a funcao hepatica (ALT e AST) e metabolica (glicemia
e insulina) observamos que o CTZ se mostrou efetivo no tratamento da endometriose
sem causar toxicidade. Nesse estudo foi possivel observar que o CTZ promove uma
melhora geral no quadro da endometriose experimental, provavelmente devido as
propriedades anti-angiogénicas e anti-inflamatorias do CTZ, sem causar toxicidade nos
animais.

Os resultados deste estudo foram publicados na revista Molecular and Cellular
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Endocrinology, fator de impacto 3.859, em colaborag¢do com os grupos de pesquisa dos
laboratérios da Universidade Federal do Rio de Janeiro (Laboratério de Oncobiologia
Molecular e Laboratorio de Enzimologia e Controle do Metabolismo). As anélises
adicionais realizadas pelos grupos parceiros foram realizadas com amostras coletadas
pelo nosso grupo, ap6s indu¢ao do modelo experimental de endometriose e tratamento
com CTZ, com o intuito de descrever um possivel mecanismo de acdo do CTZ na

endometriose (Figura 7 do artigo, pagina 52).



44

Molecular and Cellular Endocrinology

journal homepage: waw_elsevier com/locate/mes

Contents hets available ab Sciencelinect

Clotrimazole is effective for the regression of endometriotic implants ina = W)
Wistar rat experimental model of endometriosis =
Daniel Escorsim Machado™”, Jamila Alessandra Perini™, Erika Menezes de Mendonga™,
Jessica Ristow Branco”, Karina Cristina Rodrigues-Baptista®”, Jessica Alessandra-Perini™”,
Jair Machado Espindola-Neito®, Thiago Alves dos Santos”, Wagner Santos Coelho',
Luiz Furico Nasciutti®, Mauro Sola-Penna®, Patricia Zancan™
 Linddadr dr fa, Cnirn [ d da Zonm (leaie, Mie de Jonsin, 0, Hroed
" frebifrcin o Cifncian Hismédicns, Unieeridode Frderl de Sie de faneirn, Bio de Jmei, 10, Hrosil
e Pis-Cordingin am Soddde Pdlion @ Melo Ambdenie, Fecals Nactenal de Sodide Pbilica, Pasdecie Gkl O, Bio de Jnetrn, B, ol
“wﬁmmm Ueparrarmenin e Moeecmalighs Farmiodsiod (e TerFar), Fombdade & Foroulols, Dntwerehlode Federal do Rl de
mnﬁnmum
"I imislagin & Costrole do Askshaii (PR, Loy e Hi i duricn (Mo Teckor], Ferukinde de Formdcie,
mtnﬁm mdumun-d
ARTIGLE INFO ABSTRAGT
[— The: prrescant work siised 1o cvabuste mobocilar, angiogenic and infl ¥ changes induoed by cotrimasobe
Cloisimasade (CTZ) om endometrivsis lesions. For this, thirty femake Wistar rts with surgically implantesd autobogous o
Eadimctrineis tealment dometrium were treated with CTE ar vehicke (200 mg/kg) wia esophageal gavage for 15 conseoutive days. ©T2
Augingenesis freadneent significantly de d the: groswity amd Bhe size of the implants, and hissological exansimation indicated
eflammaioey sepgrussionn sl atraphy, with m ity b e animals, The levels of the asgivgenic markers VEGE anl VEGEL2
were significantly decreased in CTE group. The treatment also promotes a redection om PGE; and TNF-a levels.
Al thise cffects imvalve the smeliorstion of ERE1/L, Alt, AMPE s PERE signaling apos CTZ trestment. Tn
concluson, CT2 prometod an vverall amdiortion of cadomectriods in a rat model due i e sti-agiogenic
praperties of the dnag. Therefore, aur resalts support the propesal of a dinical trial wsing CTZ for the reatment
of endumetriosis.
1. Iniroduciion 1; Vigand el al, 2007). Many of the symptons of endometrios
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productive age worldwide, with a prevabence of approximaiely 109
within this group (Rulan, S09) The povalence increases up o 0%
arniig inlertifle women and up o 60% among women i leenagens
with pelwie pain (Giudice, 2000), Alihasigh considered a berign disease,
emdometrinsis frequently presents characheristics of malignancy, sich
a8 cell prolifertion and active angiogenesis (Kemar o0 sl 2011;
Machado of al, 2004), and it has been reporied as & risk facior for
ovarian cancer (Reid el al, 2017; Brinton et al., 2005, Kumar ef al,
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healihy women (Hesie of al, 2004; Hever o al, J07; Jeng ot al,
016; Kwak et al., 2002; Schulke et al., 2009 W and Ho, 2003) This
process beads io the increased production of reactive oxygen species
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vieeulnr diveases, peorinsls and capcer (Armstrong e al, 2001; Kim
et al, 2007 Udhio-Fakal, 2006; Xia ot al,, 2007, Indood, angloponesis
s eruckal for the endometriosis deselopment, since, in order o survive
onnlabale e uleerus, eondomelrbolic esbons lawe Do creale & ovel vascular
netwirk (Laschhe and Menger, 20007; Mari-Alexandee o al, 2005), In
thia crtexl, me anly e inereassd inlammation aml ROS produoetion
bl alse the induction of vascular endothelial growih Getor (VEGE)
lgnaling via VEGITE plays the mujor trmnsducing pathway in the oo
dometrioss anglogenesls process (Candoso et sl 2007; Machado e ol
200HY, Therefore, stsdies suggest ihal ihe fargeied inhibition of an-
glogenesis might offer an important Wargel foe the clinfeal restment of
emdomelrionks (Laschie and Memger, 2007, Mar-Alexandoe of al,
201 5),

Clatrimazabe (CTE) i8 one of the mosl ussd antimyestic dnags in
gyneealogy Chou of al, 2006), s 8 well-tolerated dg, presenting
minor side-elfects and & beosd-spoctrum of wse (Choa o 8l 2006),
Severnl sindios have shown thal CTE also presents anticaneer [roperiios
(Adinolll et al., 3005 Forisdo et al., 2005, 2012, Marcondos of sl
2015, 2010, Morendo-Sinches ol al., 3009, 2007). Thise propértle in-
widve different mechonisms interfering with cell proliferation, ecll
mirvival, eell metabolism, growth signaln and  peesenting anli-in-
Nammatory effects (Chang ot al, 2005; Porsdo o al, 2005, 2012,
Marcomdes e al., 2015, 20100 Therefore, we hypodheskoed that this
drug might be a potentisl agent for reating endomeiriosis.

T st ihis hypodhesis, we caperimentally indueed endomedriosis in
Wistar rats and neated (hem with vehilcle or CTF for 2 weeks. The
tredabment promsided o regresdon of endometriotic mplanis o an ex-
perimemial model of endomelriosis. To dentify molecalar changes in
the endometriosis lesions promssed by the reaiment with CTZ, we
performaed & sorbes of Western Hnt mll;dl o edecular markers of
cell blobogy, as well as | istry, Mow cy ry anid
FLISA immunoasays analyses Lo investigale whether CTE moslulabed
angiogenesis and the inflammaiory process in the development of en-
domitriois.

2 Materials and methods
2.1, Endometriosis experinsenial model and (1F reament

Thirly female Wistar rals (2005 and B weeks of age) were used in
thie caperimenal induction of endomeliriosis, using the method de-
peribed eardber (Vemon and Wikson, 1985) Al caperimenls went con-
duscted in accordance with the ethical guidelines from e Ehics
Commission on Animal Use (CEUAL, the NIH Guidelines for the Care
and Use of Labomiory Animals (hiipe/foaes.nd.nibgov/regs/index.
b, Bih Bdithom, 20010 and approoved by the Staie University of Wiest
B (LUFR00) CEUA (protoco] oode (0220030 In brbel, after the an-
esthesia wilh miramascular injection of ketamine and xylazine, the
animal’s abdomen was opened and one alerine ham was remosed,
pogmaentod and split longiindinally, One 5 * 5mm ploce was sectioned
amel anchored with the endomeirum dde adjacent o the peritoneam of
the ventral abdominal wall by monadsorbable polypropylese sutures
(6 4+ O Prodene, Ethicon, Piscataway, BT Lasily, the abdomen was
choged and afier fifleen days, veniral midline laparolomy was per-
formed o determine the atachasent, viability and the area ol en-
dometrial explanis.

Adier one day, the animals were recoversd and  divided 10 twao
groupa: CTE group dally-treated with 200 mg/dg body weeight CTZ
(Clotrimaznle, Sigma Chemieals Co., 51 Louis, MO, USA) disolved in
sunflower oil; and Control group received sanflower il only. Both
treatments were administered daily by esophageal gavage for 15 con-
seculive days, Body weight was messured immediately before e firsg
treatment (day wero, [N), on the seventh day of treatment (D7) and on
the last day of ireatment {101 5), when the animals were enthanized by
pentoharbital overdose. The peritoneal fuld was collected for flow
eylomelry and FLISA immimoassiy analysis. Then, the abdomen was
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opemed, pnad implaniation sies were klentified by the pressnes of o
leston or by sture alone. The sirfsce arca of cach expland was mea-
muread lenygih = webdih) o ihe nearest 0,1 mm sing calipens and after
by emciseal wore welghed amd mnmediately divided lor histological
anl Western blol analysis. In sddition, the lver wos weighed aml oo
mnmples were collactad for binehemieal sl hematologieal analysea. To
evaluaie the insulin signaling in the tssues of the anbmals, 1 b bedore
enlhamasia, eight rondon anbmals o of Theen ol csch groupg were
injected with 0.5 Uskg insulin (Humalin &, i Lilly, 860 Pasko, 5P,
Brenadll im tha tail vein, Al asesmments were madle withowi taking inio
aconunl eslnous slage,

22 Hhaslagy, inmmisnchinioehemiry and swsrphomerne analyiia

Formalin-Naed Ussues were paraifio-enbsedded amld cul nlo 4me-
thick secthns. Part of the secbons were stained with Harris ematos-
ylin and ensin (HE) amd examined mieroscopieally ai 200 % magnifi-
calion For the presence of hisologieal hallmarks of endometriosts, such
as endonsetrial ghamds and stroma. The other paralfia-enbedded tasoe
sections were placed on silane reated slides sl incobated with the
fallowing antibodica: monoelonal aniibody againal VEGF, SC-57496
(Santa Crie Biotochaobogy, Santa Croe, CA, USAY an 1: 100 dilution and
mumoclonal  antibody  against  VEGIFR-2Z, SC-625] (Santa  Crae
Biotechnology, Sani Crue, CA, USA) at 1100 diletion. Incubations
were carried oul ovemighi and then revealed wsing LSARE Kt HRP, mi
(D ko-Cytiomation, Carplnieria, CA, USA) with diaminobenedine (3,3
dianvinobenzidine talsdeis; Sigma, 51 Lowds, MO, USA) a8 e clromegen
andl counterstained with hematoyline For eoch case, pegative control
slides congisied of sections incubaled with antibady vehicle or no im-
ot pabbbl cr meouss seram. Al Uasees were examined by e Blinaded
olservers using a 400 = magnification on light microscope [Mikon,
Tokyo, Japan) connected o a digital camem [Coolpin 9690; Mikon,
Tokyo, Japan) Ten ficlds of an immuncsiained section (VEGF and
VEGFR-Z) were ehosen al ramdom and capluned from each spechimen.
Quantification was amessed using  caplured  high  quality  Emages
(2048 = 1536 pizels buffer) using the Image Pro Plus 4.5.1 (Melia
Cybemnelics, Silver Spring, MD, USA). Histelogic scores (H) for VEGF
anil VEGIFR-2 wene caleulatod wing the formula H = X4, where | is the
inbersily ranging from O (negative cells) o 3 (deeply staining cells) and
P is the pereentage of staining cells for each given i, with P valoes of 1,
L 3, 4, and 5 indicating < 155, 15-50%, 50-85%, > 85%, and | 00%
positive-staining cells, respoctively, as proviously deseribed (Machado
el al, 2006), The stalning resull was expresssd as mean + stambard
deviations.

2.3 Western hlaod molysis

sndwed in the appropriate baffer (Candim Pires et al, 2007 and sub-
mitted 1o SDS-PAGE aocording o Laemmbl (1970). The gels wene
tramsferred o polysinylidens: diffsoside membrane (PYDF Imobilon-P,
Millipore), and submitted v Western blot as previously  describesd)
{Cardim Fires ei al., 200 7). The antibodies used and their dilogions were
s follows: anti-AMPKo (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA,
dilution 1:1000, Cell Signaling Technology Cal# 2532 RRID: AR
330331}, anti-phospho-AMPEa (T172) (Cell Signaling Technology,
Danvers, MA, USA, dilution 11000, Cedl Signaling Technology Cai
2535 RRID: AB 330250), anti-phospho-Acetyl-CoA. Carboxylase (ACC)
(579) (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA, dilution 1:1000,
Cell Signaling Technology Catd# 3661 RRID: AR 3302370, anti-Ak (Cell
Signaling Technology, Danvers, MA, USA, dilution 1:1000, Cell Sig-
naling Technology Cai# 9272 RRID: AR S28927), ant-phospho-Akt
(S47T) (Cell Signaling Technology, Damvers, MA, USA, dilation 1:1004,
Cell Signaling Technology Catd 9271 RRITE AR T9825), anti-EREL2
(Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA, dilution 1:10040, Cell
Signaling Technology Cal# 4695 RRIDEAR 390779), anti-phospho-
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ERK1/2 {5202/¥204) (Cell Signaling Technology, Danvers, MA, USA,
dilation 1:1000, Cell Signaling Technology Cai# 9106 RRITEAR
331768), anti-ACLY (abeam, Cambridge, MA, USA, dilution 1:1000,
abeam Catd ab40793, RRID: AR 722533), anti-phospho-ACLY (5455)
(alscam, Cambridge, MA, USA, dilution 1:1000, abeam Cat# al-16796,
RRID: AR 867484), anti-eEF2 (Cell Signaling Technology, Danvers, MA,
USA, dilution 1: 100, Cell Signaling Technology Cat# 2932 RRIIEAR
10693546) and ant-sctin (Cell Signaling Technoligy, Danvers, MA,
USA, dilution 1:1000, Cell Signaling Technology Catd# 4967 RRID:AR
A302AH). Secondary antibodies peroxidase-affimipare goat anti-mouse
g aml perosidase-allinipure goat anti-rabbit TgG were from Jackson
Laboratories  (Jackson ImimunoRocarch Labs Cad 115035146
RRID:AR 2307392 and Jackson ImmunoRescarch Labs Capdt 1114035
144 RRITeAR 2307390 ), for anti-mouse amd anti-rabbit, respectively)
anel were used at the dilutions of 1210000 amd 1: 20000 respectively.
Imminoblolting was performcd ueng PYDF membeancs (Merck Milli-
pore, Billerica, MA, USA, PRO2531) and developed wsing a chemils
mincscend perogidase substrote (GE Healtheare Blo-Scienees, Pitsharg,
PA, USA, IPMNZ124) followed by scanming using C-DIGH Blol seanmer
(LiCor, Lincoln, NE, USAL

24, ELISA immunoazsay

Perbloncal Mubd was collected by rinsbog the aldominal cavity with
10mk of PBS and mamediately centrifuged b 1500 e for 10 min.
Supermatants were stored af — 7000 antil assayed for VEGF, PGE; and
110 by use of an cneyme immmmaassay kit The concontrations were
caleulated in e phicate from standand curses performed by an sulomatic
plale reader (Spectra Max, Moleculisr Devices, Sunnyvale, Calif) con-
tralled by SofiMax software (Moleoular Devices).

A5 Flow cyimmeiry

Anolher washing of peritoneal fluid was ohiained from the rat with
10 ml of FRS, pH 7.2 The oells were incubated with monoclonal an-
bt bs 71 amnh-Mae-2 and FITC andi-F4,/80 (Sania Crue Bloteehnology,
Banla Croe, CA) Thess colls were incubaied with Fe bocking (clone
LAGR) for 10min. After, the samples (10,000 cwenls per sample) were
submitted o flow cylometer analysis (FACSCalibur, BN Binsciences,
UBA), Data analysls were pecformed in CelbOuest (BD Blosclenom, TSA)
amel WinMDI 29 software packages.

26, Hinchemical and hemmtological analyss

Glyeemba ad insulinemia were cvalusted from e bood samples
tiken using a gheomeler (Accu-chek Active Roche) and an BLISA kit for
insialin (Mouse/HRal Insilin ELISA kit, Merck Millipone, MO, [SA), re
spectively, Aspariale  aminotransferase (AST) and  alandne  amindg-
transferase (ALT) were evaluated using the reapective ks (Doles,
Golanda, GO, Bracil). The leukocyte counl was performed asing slood
smirs for differential counts of newrophils, lymphocyiles, monocyies,
casinophils and hasophils, The siides were stained (Panotion Fast,
Laboaelin, Wrazil) and viewesd under o optic microseope (Nikon, Japan]),

2.7, Seatistical analyss

Ikata  wre eepressed as omean * standand  desistions (S0 or
maan & glamland coor of (e s (5EM), when appropriaie and
inalicatesl dn i begende. Stalisiical analyses were performed  with
Studeni's i-best or wooway ANDVA followed by Dannett's psost-iest,
wileitin apprapeiate amld dicaied fn e legembs. For VIDGI ol VIGIFR-2
marphometrie analysis, statistieal caleulations were carriod oul with
wene of the Slal-Xact-5 software program (CYTEL Software Corporation,
Cambridge, MA]L INiferenoes were considered significant when the
vl witre = (LG,
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Fig. 1. OTE smpprmsm cmbomeiriosis growth s e Do the el of the
treatment, endometriotic lesions were cvalmated in all the amimals by means of
direet wisualization (pancls A and B, & repeesentative images of contrd anid
CTZ grosaps, respectively) sml by HE sinining sl hisiohogical analysis (pamchs C
ardl [}, az represemiative images of montrol and CTE groups, respectively . In the
comtmd group (Al the abserved bsioss were cystic and well vasculansed
{eirele). In the CTE gromp (R), was observed o diastle reduetion on e implast
e vl peowwth ol B besiois, The histologicad snalysia diessd the preseicn of
the endometrial glande (arrow) amd stromal el (asterichs) in the contrml
gromp, characteriziog the ecbopie endometrial tssue. Tn the treaed groap (),
am atropby and regresion of the lewioss were visalied (arrowhesads)
Measwrciments of the lesion weaght (F) ane arca (V) are cxpressed o mean +
stancland devistion (s 15). * malicapes ' < (.05 as compared o control
(Student's t-test). The lesliviihel valies that genersted pancls B sl F oo
prosemivil im sapplemeniary maierial (Table 513

3 Resulis
A1 CTE is effective in reducing endometriosis lesions

Afier 2 weeks of transplanting cmsdometrial tissee, the caplanis
farsred viabibe cyatie and well-vascularkosd lesbons, reembling haman
peritoneal mdomerios, in all 30 andmals. Afer 15 days of restment,
the growth, maimtenance and implant size of the lesions were sup-
s In the CTE group (Flg. |B) as compared o the contral (Fig. TA)
The histopatlidogieal charscterization reveabsl the presenee of e
dometrial glands and strema, which confirmed the viabilitg of the le
whons in the control groug (Mg 1), while in the CTE group thene was
weggresstion of the keston areas and atroply (Flg. 100, These resulis have
bewn reinforeed by (he messuroments of the weight and area of the
lesione before and afier ireatment. Prior i ireatment there were
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Fig. 2 Anti-angiogenic offect of CTZ on emdometrintic lesioms. Ten samples of each groop, costrol smd CTZ, wene randomby chosen and immmostsined foe VOGE
(pamels A and €, as representative images of conbrol and CTE groups, respectively | and VEGFR-2 (pamcls B and [, a5 representatiee images of control and CTE groaps,
respectively]. The immunodisirbutuion of angogenesis markers VEGE (A and ©) and VEGFR-2 (B and V) was more deiecied in ihe coninol grosp (aomow) than is CT2
groap [amowheads), beieg confirmed by the mosphometric analysis (pased E; o = 10, * ndicate P o< 0005 &5 comparsd 1o contral, teo-way ANOVA Tallowed by
Dunmett’s &bost). WEGE concentration was cvalmbed by FLISA immeosssay in the poritonesl washing of cight randomly solociod amimals foom cach group {posel F;
m = M, *indicate P < 0.06 a compared i control, Stdent's tiest). For Western blots, five madomly selected ssmples from sach group were msed. Pamed G:
repreEenRaTive Westen bl analysis of the effects of CTE mreatmnt an e expression of VEOF prosein, Pasel H: quantification of the Waestem blots egroeated on
pamed G (m o= 5, jmlicate P o= (W05 a9 companed Lo oontral, Studest's -lest), FACS anslysic showed @ reduction of the macrophege phenotype (Mae-2 -+ FP4-80 & ) in
the treated grosp (0} than the control group population in the peritoneal fuid (1), The individual valees that genembed panels B, ¥ and 11 are presented in

sap plesnentary material (Table 51).

differences betwern groups (weight: ocontrok 0,59 + 00 g w CTE:
061 ¢ 00 lwion aea: control 5,98 ¢ 007 mn® W CTE:
6,01 + 0,05 mm™), but the CTE group was significantly smaller after
treatment (Fig. 1E and F, P = 0.05, Student's i-iest).

A2 CTE mreatment irshibdts anglogenesls proces

VEGF amd VEGFR-Z immunoreactivity was detecied in the en-
domeiriotic lesions, mainly in the sirmma, in ihe cyioplasm of en-
dothelial oolls and aroond the glands (Fig. 28, B 2C and 200, The
digtribution of angiogenic markers {histomorphometry  evaluations)
significantly decreased in CTE group compared to Lthe control (Fig. 2ZE)
FLISA analysis revealed a decrease in VEGF concentration in the peri-
toneal washings (Fig. 2F) and Western blog analysis (Fig. 20 and H)
demonsdrated suppression of the expression of VEGF in the en-
dometrictic lesions treated with CTE as compared o the control group
(P = 005 Swdent's ttest), In additdon, CTZ (Fig. 20) also decreased
the mumber of macrophage positive cells (Mae-2 4 F4-8001 ) in aboat
50% compared 1o the control group in the peritoneal flwid (Fig. 200
Taken together, these resulis strongly suggest an imporiant anti-an-
glogenie cffect of CTZ in the endometrinsis besions,

2.3, CTZ interferes with growing signal

CTE treatment significantly increased the expression of ERK1/2
(Fig. 24 and B, P = 0.05, Sudent's Hest), However, when ERE1/2
activation is evaluated, a different picture is observesl. When comparing
the non-stimulated phosphorylation of EREL2 on theeonine 202 and
tyrosine 204, it i dlear that phosphorylation was already high in the
control group, as compared o CTE-treated group (Flz 34 amd C,
P < (L0, two-way ANOVA followed by Dunneil’s post-iest). Mo
ower, this phosphorylation observed in conirol was not augmended in
andimals that seere injected with insulin 1k priae to cethanasia. On the
other hand, in CTZ-reated animals, ERKL/Z phosphocylation re-
sponded o the insulin injection as expected for 2 healthy nsponsive
timee (Fig. 3A amd C, P < 0.05, two-way ANOVA followed by Dun-
neit's posi-tesi). These resulis are indicative that the endometriotic be-
sions presemied a basal growih signal thal was abolished by CTZ

treaiment.
34 CTE affects cell survivel and profiferstion mediamors
The treatment with CTE decreased the cxpression of both AET and

ACLY a8 comparsd to contral (Fig. 44 and B, P < 05, twio-way
ANOVA followed by Iumnett's post-lest). The phosplorybaton of AET
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A insulin injection - + - +

CTZ - - + +

P-ERK1/2 (T202/Y204) S
ERK1/2 ===uutn

[B-ACtin ee—

B ERK1/2 C  ERK1/2 phosphorylation
1 mcz L T
s —— ™ Insulin

1.0 -

L |

A

Fig. & Effects of CT treatment on ERK] /2 expression and phasphaoryla-
thom. Prosein bevels and phosphorylation of FRE1/2 were evaluabed by Westerm
Wbt s i off 5 iy selecied snmplies from ench group. Pasel A shows o
representative Western blet of sotal aned phosphorylased FERELSZ Panel B:
quantifcation af atal FHE LS exprossion relative o feactin wsed as load one-
tral (m = 5, * bnilienbe o 0005 s o puateed foy comtrod, Stadonts 1est), Pancd
2 it Ration af the levels of phospbornylabed FHE L/ relative o tital FRE1
2 sialming [0 = & * indicate P o< 0% as compansd b0 comtmol, beooway
ANOVA Todloseed by Dumnett’s doest). The imdividwal valoes that gessevaid
iy B il © e prevsen bed fn sipplementary maberial CTabdo 510

o serine 47, which is mediated by mTORCE, was srongly diminished
s CTE treatmenl (Flg, A8, P o< 0005, two-way ANOVA folbowed by
Thanneils paost-test ), Conssquently, phosphorglation of ACLY on serine
Alh, which is mediabed by AET, was also dimdnished by CT2 ireatment
(g A8, = D05, bwo-way ANOVA Tollowed by Dumnells posi-lesi ).

A
insulin injection - + - +
CTZ - - + +
P-Akt (S473) s
Akl e——
P-ACLY (S455) ——

ACLY mmam——
B-actin ———
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A5 CTZE down regilotes stress morkers ond acts as on anti aflommoaory
machidaror

Treatimenl with CTE dereased the eapression of AMPE and (s
devwmstream mediator ACC (Fig. 5A amd B, P = 0L05, two-way ANOVA
followed by Dunnett's post-test). However, phosphorylation of these
mtabolic cell siress markers was improved by the ireatment widh CT2
(Fig. 5C, P = 005, two-way ANOVA followed by Dunneti's post-test).
PERE, another marker of cell stress but from the unfolded protein re
sponse palhway, was also mone activated (phosphorylated) upon CTE
et (Fig. 5C, P < 005, two-vwiy ANOVA followed by Duimtt's
post-test ) but wiith no changes on is tolal cxpeession (Flg. SBEL The pro-
inflammatory marker THNF-a was also down-regulated in the oo
dometriotic besions of CTZ-treated andmals (Fig. 5A and B). This is ac-
companied by a decrease in the concentration of PGE; (Fig. 5D, a
muajor signal for the development of endometriotic lesion. The kevels of
M0, an anli-mflammatory  cytokine normally  increased  in en
domeiriotic esions, were also reduced in endometriatic lesions treated
with CTE as comparned o the controd group (Fig. SE).

6. No tocicity was ebserved in CTE treated anisaly

Mo evidence of inxicity was nobed for the CTE dose administered
basend on bady weight compared with controls (Fig. 6A). There were o
significant differences between the Hver weights (Fig. 6B), por seram
AST and ALT (Fig. 6C), glycemia (Fig. 60) and insulinemia (Fig. GE)
hetween the treated CTE group and controd, Tn addition, in the hema-
takogic analysis with peripheral ood, we observed an accentuated
Iymiphacytosis in control animals, sshile in the treatesd group there was
a recovery in the beukoeytes number with sormal parnmeters (g, 6F).
So, the toadeity assessments uscd (o this sty did sot reveal any oade
offects induced by CTE

A, Iimcussion

Embometrioes frequently prodeces serbous oflfects on sockal and
marital life, becatise it s often assoctaled with mfecility, and severe
andl incapacitating painful symploms (Balun, 2009 Fourguet o al,
200) W s hoped thal new appeosches will be developed o aprove
enlometriods tresimenl. I the currenl wark, we have provided evi
denee for the pharmacological use of CTE for the treatment of e
dometriosis. The current pharmacobogical treatment approaches for
endometriods are largely focused on oreating & hyposstrogenie or
progestin dominated environment and relieve peivie pain (bl
el al, 2001). Howewer, a recenl systematic review has reporied that

o=

15

d‘f i

At

e

ACLY

Pl 4, Effocts of CTE treatmondt on AKT amd ALY exprossion and phosphorylation, Protein kevels and phosphorglstion of AKT asd ALY wore evalustod by
Wistborm il amalysin ol & randomly sebocted samplis from cach grosp. o pased & (s shovwn @ regresestabive Wiestorm blot of total s phosphorylated FRE L Panel
B quanti Reation of 1ol oxvpresdon relstive o fFactin wed o losd control sd phosphorplation relative o ol peoteln of AET amld ACLY (0 = 5, ¢ imlicate
P 08 betwoon the bar indicated by the brackets, rwoosay ANOVA follwed by Dannett's Fiest), The mdividesl salues that geaersted panel I} are presested in

s phemintary material (Table 513,

a
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Fig. & CTE induces intracellular siress amd acts as an anti-inflammatory modulator, Proéein expresson of AMPE, ACC, FERE and TNF-a, and phesphorylation
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Iy sebected samples From cach grosp. A represeniative resalt i shemm in panel A Panel

B quantification of iotal exp ol the p

rnHIml.uﬂn'rl:ll-Ednlnulu.ﬂmltl— S, * imdlicabe P o< (005 ax comparad inocontrols, Peo-way ANOVA
followed by Dunmett's rest), Famel C quantification of the levels of phosphorylated p i i

o gl stainimg (n = 5 * indicate P < 005 as

mumwm& thdhfu-.ﬂﬁnﬂlﬁneknadl.mm&mqadmm. respectively in the senmm (n — 7, * isdicate

P = 005 & i d, Snacdent's et The individual valies that geserated pancls |, ©, D and E are p

many patiens gained only limited alleviation from pain symploms
(Bocker et al., 2007 In addition, for all the patienis, particalarly those
wighing o conceive, the gide elfecs of medication reaiments ane un-
acrepable (Bedaiwy o al,, 2006), Our results here indicate that CTE
treatment is able 1o reduce lesions size. Based on the morphological
giudies, we observed a reduction in the endometriotie letion with re
gresgion and atrophy in the animals treated with CTZ and, mpontantly,
withowl signs of drag toxicity. The dose of 200 mgkg CTF wsed inour
study was exquivalent o these reporied in previous experimental modeds
amd it was withoul congiderable adverse reaction or expressive varia-
tion in hepatic or blood parameters (De Prasnceschi ot al, 1994; Khalid
et al, 2005 Rufo ot al., 1997; Takei et al., 2003; Wang ot al, 2014),
Maoreover, wi used a relatively short treatment, and it is possible that &
bmger ircatment {plas one or Deo weeks) woubd besd o the compleie
reversion of the piclure

The comtribution of new Mond vessels s fimdamental for the de-
velopment and sustainability of the endometriotic lesion, drawing at-
tenthon o the importance of angiogenesis thal will provide a subsiraie
for cell survival (Taylor ef al., 2009). Many studies have reparted the
up-regulation of VEGF amd VEGFR associated to endometrinsis and
their imponance to the progression of the disease (Rraes-Bolls e al,
201 4; Mari-Alexandre of al., 2005; Ramn e al., 20011} M'd'm'e.uu
angiogenic agents ane disoussed as possibbe candidates for new ther-
apeutic approachs (Becker and ¥ Amato, 2007; Nap of al., 2004). In our
giudy, VEGF and VEGFR-Z expression were downregulated in CTE
groug a8 compared 1o control. This anti-angiogenic offect of CTE had
previowsly been described in different muodels of umor growth (Belo
et al., 2004; Takei ot al., 2003} These observations are important be-
cause the VEGF/VEGFR-2 signal enhances endothelial ocll migration
amd proliferation (Ferrara ef al., 1992) being esential conditions for the
lesions maintenance and growth (Cardoss et al, 20017; Machado et al,
2008,

i s itary material [Table 51}

The mechanism by which endometriotic lesions up-regulate angio-
genegis have boen froquenily associaied to two different mechan sms:
an increased level of pro-inflammatory eytokines that inoresse hscal
inflammation and its consequent up-regulation of PGE,, which directly
promates angiogenesis (Kim e al., 2013; Machado e al, 2000; Sacco
of al, 2002 Seade ef al, 2005). Our resulis here show that the treat-
menl of the animale with CTE reduced infllammation (evabuated by
means of TNF-a bkewels) and PGE; levels, PGE; promotes the production
of estrogen by endometriotie cells and s clevated levels are directly
asnciated with the progression of the disease (Saceo ef al, 200205
Moreover, TNF-a is normally clevated in endometriotic bsions due o
its secredion by the increased infilirated macrophages (Ko et al,
201 5). We also oheerved a decrease in macrophage infiliration apon the
ireaimeni with CTZ, which s consisteni with the TNF-a resubis.
Moreover, THF-a i desoribed o promote the expression of cycloox-
ypmase-2 (C0X-2) in macrophages (Sacon ef al, 2002 O0X-2 is an
enzyme responsibde for the synthesis of PGE; (Sacco o al., 2012} and,
thus, ihe decrease in macrophage infiliration promoted by CTZ might
be responsgible for the lower levels of THFa amd PGE; observed  herne.
The altered function of the local immune system oells and cytokines
prafile is characteriste of endometriosis (Ahn ot al, 2005). Notably,
mﬁwwmtimn&mhﬁuﬂqmdﬁdyﬂe
angingemic cytokines (Bomey and Gindice, 2012, Capobianco and
Rovere-Querimi, 2003%; Machado ef al., 2016; Scheerer of al, 2006;
Takebayashi of al., 2015} Therefore, the Bct that the treatment of the
animals with CTZ reduced in macrophage infillmation acoompamndied by
thi desorease in THF-a and PGE, support the efficacy of the drog to treat
endomedrinss,

I spite of the fsct that eodometriosis promotes bocal and systemic
inflammation, it has been reported the ooourrence of elevatbed seram
lewels of [L- 110, a markedly anti-inflaimmatory cytokine, in patients with
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Fig. &, No toxbcity was sheerved n CT treated anbmals, Mo evidenoe of tomicity was noted between the Breased CTE groap and the control Based on body welght
CAL Bver wetght (1), senam AST amld ALT (€3, glyvemba (1) aml imsulina (70 In the hematologic snalysis ising periphenal blood, am scoestastod lpmphocytosis om the
cuntrnl animaly was pebed, while in the trested grougp there was o recovery in the leukoeyies number with sormal paramscters (7). AN the meassrements wene

performed in all the animals [n -~ 15),

endametriobs (Suen o al, 2004 The imporianes of thds eplokine o
the progress of the discase |8 evident gines, in o il msdel for en
dometrioss, depletion of 11-10 constderaldy decreased the see of the
endometriole lesbms aml, convemcly, sdministration of 10 peo-
muied the growih of the leslons (Seen o ol 20043 This effect mighi be
dise b ihe puiative effeet af [L-10 on the immanily of ihe patbenis
preventing ihe immune system o control the progressbon of the en-
domeiriotic leskons, Neserthebes, tae fact thal the ireatment with CTZ
reiluenl the levels of 1110 subsiantiaies ihe effects of the drag agoina
endomeiriogs and cormlrates e dindeal e for the eontral of e
dinean.

Adihwmgh e ctbobogy and pathogenesis of adometrioss wmain
uncerialn, o recend stsly highlighiod e BRELS2 ame signifieant of
feeiom on ihe developmeni of the disesse (Uimart o ol 20075 The
currenl work sl Lol ERKD 2 expressbon s down-regulaied in CT2
traabiedd ranls, s oompaned b conirols Tselated, s resull s enoourging
v ae, Monelhebsme, wi alo observes that, n control mis, BRE-1/2 &
over phaaphorylaied even in a8 non-stimalaied eomdition (no insulin
injectmd previows b the ool lanasia) amd than nsalin does sl sugmmi
this phasphorylation. This is o strong imdicatbve (el TREL2 & con-
stitutively activaied in endomeiriole leslons and corroboraie e major
rade of HREL/2 on ibe progression of ihe disase. Iniviguingly, ihe
treaiment of ihe anlmals with C12 nol only redsced (he expression of
FRELZ bul also redoced 1o very bow bewels U anstioolated phos-
phurylation of the cmyme, Moreover, CTE ireated mbee recovered e
responalvencs 1o inmilin on regand of BEREL2 phoapharylation than
wenil ol olwerved on conlrol rais. This resull s o sirong ndicaior that

the ireniment reversed the previoualy reporied dysregulation of the
expressbon of KRKL2 (Alhar o al., 2007)

Ouher signaling pathways were also affecied by CTF treatmaent, such
a mTORCE/ANT signaling. Alhough we have ool evabusied wTO,
phosphorylation of AKT on serine A7 s medisied by ihe mTORCL Our
remilis reweal thai this phosphorylation of AKT is strongly atienaated
upan CTE ireatment. We have previously shown that CT2 8 & direct
imhibitor of PUEK {Furtado of al, 200 5), anotler apstream activaior of
AKT, This effeet is corrolsoraied by the phosphorylation of ACLY, which
i a submirate for AKT aml s involved in eell prolideration, and followed
a similar patiern observed for AKT phosphorylaiion upon CTE ireal-
el These effects ame observed for sos-atmalsted and sl
mauliies] rats, suggesiing thal the whele dgnalication la affecied by the
ireatmeni. In endomelriotic lesions, mTOR B activaind suppressing
munphagy and decreasing endometrioltic cells apopiosis {Chal o al,
2015). nded, CTE promsodes cellular sinss, such o revealsd by the
sctivatbon ol the mirlenl semsor AMPE and s dowsstresm alfecion
ACE. Mareover, Lhe increassd phosphorylation of FERE, an wlimaie
LR elfecior, suggesia thal the endoplasmie retlouliom siross s also
Iriggrared wpaon the treatmael. Thias, by interfering with these palbways,
CTE might abwo contribuie o the nduciion of apoplosis of the en
donmetriolic cells, as well as (o the redeetion on ihese eells proliferation,
resuilting in e reversion of the projgress of e disease.

CTE I a welltolermied drag, majorly used (o tread ol and vaginal
eanlldiasis (Crowley and Gallsgher, 2004), Presented as differenl foe
mdaticna and brands, CTE is one of the lop pharmaceaticals of gyne-
oobogical use worklwide (Crowley and Gallagher, 2014} When orally
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Fig. ¥. CT# signaling pathways in crdome trictic micrsenvirenment. In the endometriotic microzsmyvi mament, the macrophages polarization sgnals are essential
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pathways are abso activate and p li hanges. CTE downregulating these patheays and decreass the nmm by of activatid il g im
Bhar suppressses of he target signals and mberfering im the survival amd growth of ondometriotic kedon,

IMatabolism

administrated, casea of elevated hepatic enzymies and irvitation of the
gasirointestinal ract have been reported (Ellepola and Samaranayake,
20000, Recently, we have developed o nanformulation of CTE admesd o
circumwent these possible side effects (Marcondes ef al, 2005). How-
ever, in the eurent study, we administiored the doag orally io ihe rats
without alierations of hepatic cmeymes in the ssrum. This & a strong
inalication that CTE i nol promoting hepatic domage o the amimals and
support its ulilization o coninol endome rinsis.

Finally, hased on the resulis of this and previous studies, we de-
mpaarated that the angiegenic Betor VEGF and sal the AMPE, MAPE
and Akt pathways are involved in the pathogenesis of endometriosis.
We alsn prog a CTZ malecular mechanism on the reduction of the
begions i experimental endomelrioss (Fig. 71 We know that the mo-
becular mechanizms are complex, bul in our opinion, the macrophage
plasticity and their ability to modulate essential sarvival and invasion
pathways is the key 1o a better onderstanding of the malignant behavior
of endemeiriosis. In the endemeiriotic microenvironmentd, the maere-
phage polarization signals are cssential o promote the angiogomesis
process, inflammation and the growth because i keads o npregulation
of VEGF expression and ihe AMPE and MAPK pathways. In addition,
the Akl pathway is also activated and promotes metabolism changes.
on the lesions resulting in the suppression of these arpet signals of
growwth, metaboliom, inflammation and angiogenesis. These actions
imterfere in the sirvival and invasion of endometriotc lesionm.

In conclusion, we demonstrated that CTZ has antiangiogenic and
anti-inflammatory activities, which prodweed the regression of en-
domeiriotic kesions, The main CT2 mechanism of action was io deorease
the presemee of the activaied macrophages in the lestons leading o the
reduction of VEGF expression, as well as the downregulation of pro-
liferative and sarvival signaling pathways. In addition, no ioxicity was
observed in the animals treated with CT, a melevant fact for a possible
elinbeal treatment for endometriosis patienis. The resulis of this sady
endometrinsis, and we are optimistic that these effects will be re
producihle in chnical tests,
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6.2. EFEITOS DO CLOTRIMAZOL NA VIA DE PRODUCAO
DO ESTROGENIO EM MODELO EXPERIMENTAL DE
ENDOMETRIOSE

Visto que a endometriose ¢ uma doenca estrogénio dependente, avaliamos o
efeito do CTZ na via de producdo de estrogénio modelo experimental de endometriose.
Os animais foram divididos em 4 grupos: tratado com CTZ (20mg/kg/dia) via oral
(N=15), controle via oral (N=15), tratado com CTZ (20mg/kg/dia) via intraperitoneal
(N=10) ou controle via intraperitoneal (N=10), por 15 dias consecutivos. O CTZ
diminuiu o tamanho das lesdes, confirmado por exame histolégico mostrando atrofia
glandular. Para avaliacdo dos niveis de estrogénio local e circulante, foi realizada
imunohistoquimica com marcagao para o ERa e para aromatase ¢ ELISA para analise
dos niveis séricos de estrogénio. O CTZ mostrou-se supressor da producdo de
estrogénio, pois observou-se menor concentracdo de ERa e aromatase no grupo tratado
(46,5 % e 7,19%, respectivamente) quando comparado ao grupo controle (68,1% e
7,19%, respectivamente), além disso, os niveis séricos de estrogénio no grupo tratado
também foi menor (10,35 pg/ml) quando comparado ao controle (19,62 pg/ml). Dessa
forma, foi possivel verificar a acdo do CTZ na via de produg¢ao de estrogénio, com efeito
especifico na enzima aromatase, promovendo redu¢do local e sistémica dos niveis de
estrogénio, além de regredir o tamanho das lesdes e consequentemente a progressao da
doenga.

Os resultados deste estudo serao submetidos para publicagdo na revista Fertility

and Sterility, fator de impacto 4.803.
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Abstract

This study investigated the effect of clotrimazole on the estrogen production pathway in
endometriosis, hormone responsible for the disease progression. Endometriosis was
induced in female Wistar rats by autologous transplantation and, then treated with CTZ
(200mg/kg) or vehicle for 15 consecutive days, both orally and intraperitoneally. The
CTZ treatment decreased the size of the lesions, confirmed by histological examination
showing glandular atrophy in both drug route of administration. Moreover, was
observed a reduction in the expression of the estrogen receptor and the aromatase
enzyme in endometriotic lesions of CTZ treatment group compared with control. In
addition, serum estrogen levels also decreased after CTZ treatment. In conclusion, CTZ
acts in the estrogen production pathway, probably by inhibiting the enzyme aromatase,
promoting systemic and local reduction in estrogen levels, besides to regress the

endometriotic lesions size and consequently the disease progression.

Keywords: Endometriosis, Treatment, Clotrimazole, Estrogen.

Introduction

Endometriosis is an estrogen dependent disease, characterized by the presence
of endometrial tissue outside the uterine cavity (1- Giudice, 2010). Its prevalence is
estimated at 10-15% in women of reproductive age (2- Buck et al., 2011; 3- Acién &
Velasco, 2013) and it is often associated with clinical symptoms including chronic pelvic

pain, dysmenorrhea, dyspareunia and infertility (4- Fauconnier et al., 2013). The
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prevalence increases to 35-50% in infertile women and is considered one of the most
common gynecological diseases (2- Buck et al., 2011; 3- Acién & Velasco, 2013).

Some risk factors such as age, family history, alcohol consumption, smoking and
primarily the high level of estrogen are associated with the development of
endometriosis (5- Parazzini et al, 2017; 6- Vigano et al, 2004; 7- Hemmert et al, 2018).
Several studies demonstrated the growth of the lesions is related to the action of
estrogen, while the reduction of the hormone at menopause, during pregnancy or by the
pharmacological suppression of endogenous secretion usually reduces the disease (8-
Huhtinen et al, 2012; 9- Vercellini et al, 2016; 10- Marie-Scemama et al, 2019). Naqvi
et al (2014) showed that a selective estrogen receptor modulator (BZA) inhibits the
action of estrogen on endometrial cell proliferation in an experimental model of
endometriosis, confirming that estrogen aids in the cellular proliferation of
endometriosis (11-Naqvi et al, 2014).

One of the most important pathways responsible for the increase estrogen in
patients with endometriosis is associated with aromatase enzyme (12- Mori et al, 2018),
a CYPI19 gene product that is part of the cytochrome P450 family. Therefore, this
enzyme acts for the conversion of testosterone and androstenedione to estradiol (E2)
and estrone (E1) respectively, increasing production of estrogen and disease progression
(12- Mori et al, 2018).

The current pharmacological treatment for endometriosis act by suppressing
ovarian function, including the use of GnRH agonists, progesterone oral contraceptives
and aromatase inhibitors (9- Vercellini et al, 2016; 13- Lindsay et al, 2015). However,
these treatments are associated with negative side effects, as a weight gain, muscle
cramps, acne, seborrhea, depression, flushing, urogenital atrophy, loss of libido and

decrease in bone mass (13- Lindsay et al, 2015; 14- Vercellini et al, 2009; 15- Becker et
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al, 2017). However, women wanting to get pregnant can not use hormonal
contraceptives for endometriosis treatment (12- Mori et al, 2018; 16- Piccinato et al,
2018; 17- Bedaiwy et al, 2016). Despite the options of drug treatment, there are many
side effects and the gold therapeutic approach currently used in endometriosis treatment
still is surgery for the detection and removal of lesions (18- Kho & Abrao, 2012).
Therefore, the search for effective drug therapies with fewer adverse effects, alone or in
combination, is an essential step to increase the disease management.

Clotrimazole (CTZ) is an antifungal widely used in clinical practice for the
treatment of candida and other fungal infections (19- Crowley and Gallagher, 2014).
Recently, our group showed that CTZ is a promising novel pharmacological therapeutic
treatment for endometriosis, significantly decreased the growth and the size of the
implants, due to the anti-inflammatory and anti-angiogenic properties of the drug (20-
Machado et al, 2018). Studies have elucidated that CTZ can also inhibit the aromatase
enzyme in humans (21- Trosken et al, 2004). Interestingly, an increased expression of
the aromatase enzyme leads an upregulating levels of prostaglandin E2 (PGE:) and
others inflammatory mediators (22- Bulun et al, 2001), that are involved in the
pathogenesis of the disease (23- Machado et al, 2010; 24- Machado et al, 2016; 20-
Machado et al, 2018; 25- Mattos et al, 2019).

Therefore, the present study investigated the CTZ effect on the estrogen produce
pathway, specifically in the enzyme aromatase, and consequently on the estrogen levels

in experimental model of endometriosis.

Materials and methods
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Experimental model of endometriosis

Animals were treated in accordance with protocols approved by the State
University of West Zone (UEZO), with guidelines from the Ethics Comission on Animal
Use (CEUA — 009/2014). Female Wistar rats (8-weeks-old and 200 g) were used to test
CTZ in the experimental endometriosis, as previously described (23- Machado et al,
2010; 24- Machado et al, 2016; 20- Machado et al, 2018; 25- Mattos et al, 2019).
Animals were anesthetized (ketamine and xylazine), the abdomen was opened and one
uterine horn was removed, segmented and split longitudinally into two piece and
implanted into the ventral abdominal wall by sutures. The abdomen was closed and

animals were allowed to recover from anesthesia.

Clotrimazole treatment

After fifteen days, ventral midline laparotomy was performed to evaluate the
viability and the size of endometrial explants. Rats were randomly divided into four
groups: treated with CTZ (20 mg/kg body weight, Clotrimazole, Sigma Chemicals 129
Co., St. Louis, MO, USA) diluted in sunflower oil (i) gastric tube (n= 15) or (ii)
intraperitoneally (n= 10); and control group received sunflower oil as vehicle by (ii1)
gastric tube (n= 15) or (iv) intraperitoneally (n= 10). All treatments were administered
daily for 15 consecutive days. Body weight was measured at the start of treatment (day
zero, D0), on the seventh day of treatment (D7) and on the last day of treatment (D15),
when the animals were euthanized by anesthesia overdose. The endometriosis lesions
were counted, weighed, measured (length x width) and collected for histological and
immunohitochemical analysis. The blood samples were collected for analysis of serum

estrogen dosage. All assessments were made without taking into account estrous stage.
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Histology, immunohistochemistry and morphometric analysis

Peritoneal lesions were fixed in buffered formalin, embedded in paraffin and cut
into 4-micrometers-thick sections. Part of the sections were stained with Harris
hematoxylin and eosin (HE) and the other were placed on silane-treated slides and
incubated overnight with the following antibodies: monoclonal antibody against ERa,
sc-8005 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) and monoclonal antibody
against CYP19A1, ab-18995 (abcam discover more, abcam, Cambridge, USA), both at
1:100 dilution. Then, revealed using LSAB2 Kit HRP, rat (Dako-Cytomation,
Carpinteria, CA, USA) with diaminobenzidine (3,3’- diaminobenzidine tablets; Sigma,
St. Louis, MO, USA) as the chromogen and counterstained with hematoxylin. For each
case, negative control slides were incubated with antibody vehicle or no immune rabbit
or mouse serum.

All samples were evaluated by two blind observers under light microscope
(Nikon, Tokyo, Japan) connected to a digital camera (Coolpix 990; Nikon, Tokyo,
Japan) in a magnification of 400x. Immunostained sections (ten fields) were randomly
chosen and captured from each specimen with each antibody. Using high quality
captured images (2048 x 1536 pixel buffer) and the Image Pro Plus 4.5.1 program
(Media Cybernetics, Silver Spring, MD, USA) the quantification of samples were
performed. Histologic scores (H) for ERa and CYP19A1 were calculated using the
formula H =XPi1, where I is the intensity ranging from 0 (negative cells) to 3 (deeply
staining cells) and P is the percentage of staining cells for each given i, with P values of
1, 2, 3, 4, and 5 indicating 85%, and 100% positive-staining cells, respectively, as
previously described (24- Machado et al, 2016; 20- Machado et al, 2018; 25- Mattos et

al, 2019). The staining result was expressed as mean + standard deviations.
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Estrogen levels

Blood samples were taken directly from the heart and centrifuged at 3000 rpm
for 10 min to extract the serum for hormonal profile analysis. The serum estrogen levels
was assayed in duplicate using an Elisa kit manufactured by Diagnostics Biochem
Canada Inc (DBC) and were calculated from standard curves performed by an automatic
plate reader (Spectra Max; Molecular Devices, Sunnyvale, Calif) controlled by SoftMax

software (Molecular Devices).

Statistical analysis

Data are expressed as mean =+ standard deviations (SD) and the statistical
analyses were performed with Student’s t-test. For ERa and CYP19A1 morphometric
analysis, statistical calculations were carried out with use of the Stat Xact-5 software
program (CYTEL Software Corporation, Cambridge, MA). Significance for all

statistical comparisons was set at p < 0.05.
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Day 0 Day 15

Fig 1. CTZ decrease endometriosis lesions growth. Endometriotic lesions control (A-
B and E-F) and treated with CTZ (C-D and G-H) by intraperitoneal and oral revealed
with hematoxylin and eosin coloration (I-L). Control endometriosis showed the
presence of endometrial glands (arrows) and stromal cells (*). In the treated animals,
the maintenance of the lesions was suppressed and an important atrophy of glands was

observed (arrowhead). Magnification X200.
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Results

Clotrimazole reduces lesions of endometriosis

After 15 days of autologous transplantation (Day 0), endometriotic lesions were
cystic and well vascularized in all animals (Fig. 1). At the end of treatments (Day 15),
the maintenance, growth and implant size of the lesions significantly decreased both in
the oral and intraperitoneally treated group (Fig. 1 E-H). The viability of the lesions of
the control group was confirmed by histopathological analysis, which shows the
presence of glands and stroma, characterizing endometrial tissue (Fig. 1 I and J).
Atrophy and regression of lesions in the CTZ treated group was also confirmed by
histological analysis (Fig. 1 K and L). As there was no significant difference between
the intraperitoneal and oral treatment groups in growth and endometriotic lesions size,
the following analyzes to elucidated the CTZ mechanism were performed only with the

group treated orally, due to the advantage of the route of administration.
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Fig 2. CTZ suppresses estrogen in endometriosis. Immunohistochemical marking for
ERa in endometriosis lesions (A-D). There was greater labeling for Era in the control
group (A and B) detected predominantly in the stroma (*), primarily around the glands.
CTZ treated endometriotic lesions (C and D) exhibited a significant decrease in reaction
intensity (—), being confirmed by morphometric analysis (E). The concentration of
serum estrogen dosed by the ELISA method in the control group was also higher when

compared to the treated group (F). (P < 0.05, Student's t-test).

CTZ suppresses ERao expression and the estrogen levels in experimental
endometriosis

ERa immunoreactivity was detected in endometriosis lesions, mainly in the
nucleus of glandular epithelial cells and more diffusely in the stroma around the glands.
The immunodistribution of this marker was significantly lower in the CTZ treated group
(Fig. 2 C-D) when compared to the control group (Fig. 2 A-B). These observations were

confirmed by histomorphometric analysis (Fig. 2 E). In addition, we also observed that
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CTZ treatment significantly reduced serum estrogen levels in the animals compared to

the controls (Fig.2 F).
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Fig 3. Aromatase enzyme is reduced with CTZ treatment in endometriosis in vivo.
Immunohistochemical marking for CYP19 (arom) in endometriotics lesions (A-D).
There was greater labeling for CYP19 in the control group (*) (A and B), than in the

group treated with CTZ (—) (C and D), being confirmed by morphometric analysis (E).

(P <0.05, Student's t-test).

CTZ treatment decreases CYP19 distribution

Similar results were observed with the aromatase enzyme. We also detected
immunoreactivity mainly in the nucleus of glandular epithelial cells. This marker was
higher in the control group (Fig. 3 A-B), and significantly decreases in CTZ group (Fig.

3 C-D). These results were confirmed by histomorphometric analysis (Fig. 3 E).
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Discussion

Endometriosis is a global public health problem that affects an estimated 176
million women of reproductive age worldwide (26- World Bank 2010). In this way,
studies with endometriosis experimental models of autologous transplantation has been
used extensively used for evaluated new therapies in this disease treatment (23-
Machado et al, 2010; 24- Machado et al, 2016; 20- Machado et al, 2018; 25- Mattos et
al, 2019; 27- Griimmer, 2006). However, few studies tested antifungals in endometriosis
treatment (20- Machado et al, 2018; 28- Lu et al, 2010; 29- Jouhari et al 2018) and,
among them, our work was the only one performed by oral route (20- Machado et al,
2018). Oral administration is the safest and most convenient way to administer
medications. In addition, the oral formulations currently available on the market are
safe, easy to administer and reach desired therapeutic concentrations, making the oral
route an ideal choice (30- Kuper 2008).

Azole antifungal agents act by blocking the sterol enzyme 14a-desmethylase
(CYP51), responsible for ergosterol biosynthesis in the fungal cell (31- Vanden Bossche
et al, 1989). Clotrimazole (CTZ) is the most commonly used antimycotic drug in
gynecology, it has been used for many years in clinical practice, is well tolerated, has
minimal side effects and a broad spectrum (32- Zhou et al, 2016). Jouhari et al (2018)
evaluated letrozole (0.18 mg/kg/day), an antifungal triazole derivative, for 3 weeks in
an autologous transplantation endometriosis model and showed that letrozole treatment
decreased size and histopathologic grade of the endometrial lesions in vivo (29- Jouhari
et al 2018). Similar results were demonstrated by Lu et al (2010) using the antifungal
histone deacetylase inhibitor, trichostatin A, that observed a regression of endometriosis
lesions after four weeks of treatment in mice (28- Lu et al 2010). These findings

corroborate with our previous (20- Machado et al, 2018) and these actual study in which
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CTZ decreased the size and progression of endometriosis lesions after 15 days of
treatment when compared to the control animals.

Endometriosis is an estrogen-dependent disease and with the increased in
circulating estrogen has been related higher expression of ER alfa in patients with
endometriotic lesions, leading to the progression disease (8- Huhtinen et al, 2012; 33-
Delvoux et al, 2008; 34- Andersen et al, 2018). Although the local estrogen levels are
higher than the level of circulating estrogen in endometriosis, both mechanism can
promote the growth of endometriotic lesions estrogen-dependent (8- Huhtinen et al,
2012a; 35- Huhtinen et al, 2012b). In this way, Naqvi et al (2014) in an endometriosis
murine model evaluated the effect of bazedoxifene (BZA), a selective estrogen receptor
modulator, with conjugated estrogens (CE) and showed that the BZA treatment leading
a significant reduction of the estrogen receptor when compared to control group (11-
Nagvi et al, 2014). Azoles family drugs has been demonstrated to decrease estrogen
production (21- Trosken et al, 2004). Thus, we investigated the action mechanism of
CTZ on estrogen levels and its receptor E a in endometriosis experimental model and
we observed a reduction in both estrogen levels and immunostaining.

Furthermore, another important pathway of estrogen is aromatase, enzyme
responsible for the last step of estrogen biosynthesis, has been described more abundant
in endometriotic lesions, leading to an increased local estrogen concentration and
disease progression (12- Mori et al, 2018). Trosken et al (2004) study performed with
recombinant aromatase was used to compare the inhibitory potency of twenty-two azole
compounds (21- Trosken et al, 2004). Among these compounds, the CTZ was one of the
most potent antifungal agents tested in vitro, and indicating that these azoles are potent
aromatase inhibitors (21- Trosken et al, 2004), corroborating with our findings. CTZ

treatment also inhibits aromatase in endometriosis in vivo, inducing a decreased in
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estrogen production. Aromatase inhibitors are useful for treating estrogen-dependent
conditions as endometriosis. However, the current aromatase inhibitors used have many
side effects as headache, stiffness or joint pain, nausea and diarrhea (36- Pavone et al,
2012; 37- Polyzos et al, 2011; 38- Barra et al, 2018). Thus, new drug therapies should

be investigated to effectively treat endometriosis and with fewer adverse effects.

ENDOMETRIOSIS ENDOMETRIOSIS
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Estrone PGEZ <= Estradiol
Fig 4. Supposed mechanism of action of CTZ in the estrogen pathway. In
endometriosis, there is an increase in both circulating estrogen and in endometriotic
lesions. This increase occurs due to increased expression of the aromatase enzyme
which may occur by increasing the concentration of PGE;. CTZ decreases the
concentrations of PGE», which consequently decreases the expression of aromatase and

estrogen production, resulting in disease regression.

Finally, we propose that the action mechanism of CTZ in the decrease
endometriotic lesion involves directly the estrogen pathway (Fig 4). In endometriosis,

there is an increase in circulating estrogen, and this occurs due to increased expression
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of the aromatase enzyme. Interestingly, with the increase of estrogen in endometriosis,
there is also an increase in PGE> concentrations (22- Bulun et al, 2001), an important
inflammatory mediator in endometriosis development (20 Machado et al, 2018). In this
cycle, CTZ downregulating the aromatase expression, which consequently decreases the

estrogen production and the PGE> activity, resulting in disease regression.

Conclusions

In conclusion, the action of CTZ on the regression of endometriosis lesions was
effective. The results showed its action in reducing the levels of local and systemic
estrogen, hormone responsible for the progression of the disease, specifically in the
downregulating of the enzyme aromatase. We believe that in the future it will be possible
to carry out clinical tests based on these results, promoting a new strategy to the
treatment of endometriosis.
Legends
Fig 1. CTZ decrease endometriosis lesions growth. Endometriotic lesions control (A-
B and E-F) and treated with CTZ (C-D and G-H) by intraperitoneal and oral revealed
with hematoxylin and eosin coloration (I-L). Control endometriosis showed the
presence of endometrial glands (arrows) and stromal cells (*). In the treated animals,
the maintenance of the lesions was suppressed and an important atrophy of glands was

observed (arrowhead). Magnification X200.

Fig 2. CTZ suppresses estrogen in endometriosis. Immunohistochemical marking for
ERa in endometriosis lesions (A-D). There was greater labeling for Era in the control
group (A and B) detected predominantly in the stroma (*), primarily around the glands.

CTZ treated endometriotic lesions (C and D) exhibited a significant decrease in reaction
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intensity (—), being confirmed by morphometric analysis (E). The concentration of
serum estrogen dosed by the ELISA method in the control group was also higher when

compared to the treated group (F). (P < 0.05, Student's t-test).

Fig 3. Aromatase enzyme is reduced with CTZ treatment in endometriosis in vivo.
Immunohistochemical marking for CYP19 (arom) in endometriotics lesions (A-D).
There was greater labeling for CYP19 in the control group (*) (A and B), than in the
group treated with CTZ (—) (C and D), being confirmed by morphometric analysis (E).

(P <0.05, Student's t-test).

Fig 4. Supposed mechanism of action of CTZ in the estrogen pathway. In
endometriosis, there is an increase in both circulating estrogen and in endometriotic
lesions. This increase occurs due to increased expression of the aromatase enzyme
which may occur by increasing the concentration of PGE;. CTZ decreases the
concentrations of PGE», which consequently decreases the expression of aromatase and

estrogen production, resulting in disease regression.
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7 DISCUSSAO

Em fun¢do das dificuldades para diagnosticar e tratar de forma efetiva a
endometriose, além da alta taxa de prevaléncia e incidéncia, a doenca se torna um
problema de saude publica. Nosso grupo vem trabalhando exaustivamente para
encontrar opgdes farmacologicas que erradiquem de forma definitiva as lesdes
endometrioticas (MACHADO et al., 2010a; MACHADO et al., 2010b; MACHADO et
al., 2014; MACHADO et al., 2015; MACHADO et al., 2016; MACHADO et al., 2018;
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ALESSANDRA — PERINI et al., 2018; MATTOS et al., 2019), ndo sé promovendo
alivio dos sintomas, mas que trate de forma efetiva a doenga. A endometriose pode gerar
transtornos fisicos, mentais e sociais na vida da mulher, devido aos sintomas que a
doenca apresenta, principalmente a infertilidade (NNOAHAM et al., 2011).

Nesse contexto, testamos o CTZ em modelo experimental de endometriose
peritoneal, ja& que possui efeitos anti-inflamatérias (THAPA et al, 2008),
antiangiogénicas (TAKEI et al., 2003), inibe a enzima aromatase (TROSKEN et al.,
2004), envolvida na producao do estrogénio (BEIJER et al., 2018), além de ser um
medicamento ja comercializado para uma doencga ginecologica (RUSSO et al., 2019),
como baixo custo (FURTADO et al., 2012) e efeitos adversos aceitdveis (BRUGNARA
et al., 1996).

O CTZ ¢ utilizado na pratica clinica atual para tratamento de Candida albicans
e outras infec¢des causadas por fungos (CROWLEY; GALLAGHER, 2014). Outros
estudos também investigaram antifingicos na endometriose. Lu et al (2010) utilizaram
a tricostatina A em camundongos com endometriose induzida. Foi observado regressdo
das lesdes de endometriose apds quatro semanas de tratamento com o antifungico
administrado na dose de 0,5 mg/kg diluidos em 40 pl de DMSO, por injegdes
subcutaneas , quando comparados ao grupo controle (LU et al., 2010).

Recentemente, Jouhari et al (2018) também testaram antifingicos no tratamento
da endometriose. Apds trés semanas, o grupo avaliou os efeitos de letrozol
(0,18mg/kg/dia), um derivado triazolico antifungico, em modelo de endometriose por
transplante autdlogo e observaram que o tratamento com letrozol causou atrofia e
regressao das lesdes endometriais in vivo. Esses achados corroboram com nosso estudo,
no qual o CTZ diminuiu o tamanho das lesdes e as analises histoldgicas confirmaram a
regressao e atrofia das lesdes nos animais tratados quando comparados aos animais
controles. Contudo, em nosso estudo avaliamos o CTZ por via oral, forma ideal para o
tratamento da endometriose, e observamos que o CTZ foi efetivo no tratamento sem
causar toxicidade.

O desenvolvimento e a manutencao das lesdes endometridticas envolvem varios
processos, sendo a angiogénese de vital importincia (BARANAO, 2014). A
angiogénese depende da expressdo de muitos fatores estimulantes, nos quais o principal
fator que regula a proliferacdo e migragao de células endoteliais ¢ o fator de crescimento
do endotélio vascular (VEGF) e seus receptores (TAKEI et al., 2003). Estudos

demonstraram que o fluido peritoneal de pacientes com endometriose em comparagao
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com o de mulheres saudaveis, contém quantidades significativamente maiores de VEGF,
produzido por macréfagos presentes no liquido peritoneal por estimulo dos hormonios
ovarianos (MCLAREN, 1996). A angiogénese induzida por VEGF ¢ um fator limitante
na fisiopatologia da endometriose e sua intervencdo pode prevenir ou até inibir o
desenvolvimento da doenga (MACHADO et al, 2008). Portanto, agentes
antiangiogénicos sdo estudados como possiveis alternativas para novas abordagens
terapéuticas da endometriose (BECKER et al., 2017).

Estudos anteriores ja demonstraram que o CTZ bloqueia o VEGF em modelos
de cancer, apresentando efeito antiangiogénico no crescimento tumoral (TAKAHASHI
etal., 1998; TAKEI et al., 2003). Em nosso trabalho, a expressao de VEGF e seu receptor
VEGFR-2 foi diminuida nos animais do grupo CTZ quando comparados aos animais do
grupo controle. Como ja mencionado, a sinalizagdo de VEGF/VEGFR-2 aumenta a
migragdo ¢ a proliferagdo de células endoteliais (FERRARA, 2000), sendo uma
condicdo essencial para a manutencdo e crescimento das lesdes de endometriose
(MACHADO et al., 2008).

A angiogénese também pode ser regulada positivamente a partir do aumento dos
niveis locais de citocinas pro-inflamatorias, € a consequente regulagao positiva de PGE2
(MACHADO et al., 2010; SACCO et al., 2012; KIM et al., 2013; SZADE et al., 2015).
Nesse contexto, os macrofagos ganham relevancia, pois sdo células envolvidas na
angiogénese ¢ na inflamacdo (WU et al., 2002). Observamos uma redugdo de
macrofagos no lavado peritoneal dos animais tratados, reiterando o papel anti-
inflamatorio do CTZ nas lesdes. Por conseguinte, também mostramos uma redugao dos
niveis de PGE2 apds tratamento com CTZ. Sacco et al (2102) mostram que na
endometriose, PGE2 e estrogénio aumentam a expressao do VEGF, promovendo assim,
a angiogénese (SACCO et al., 2012).

Um outro mediador inflamatério importante ¢ o TNF-0, que também esta
aumentado nas lesdes endometridticas, devido ao aumento da infiltragdo de macrofagos
que secretam esse fator (KURT et al., 2015). Wu et al (2003) mostraram em um estudo
de revisao que diversas citocinas, como interleucinas (IL-1, IL-6, IL-8 e IL-10), TNFa
e VEGF estao aumentados no liquido peritoneal de mulheres com endometriose, e essas
citocinas podem estar envolvidas na ativagcdo de macrdofagos, inflamagao e angiogénese
(WU; HO, 2003). Dessa forma, a diminui¢ao de macrofagos promovida pelo CTZ pode
ser responsavel pela diminuicao dos niveis de PGE2 e TNF-o em nosso estudo.

O crescimento das lesoes de endometriose também esta relacionado, em grande
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parte, a a¢do do estrogénio. Por outro lado, sua redugdo pode ser causada pela supressao
farmacologica, o que reduz a progressao da doenga (NAQVI et al., 2014; MARIE-
SCEMAMA et al., 2019). Atualmente, o tratamento clinico de primeira linha para a
endometriose esta relacionado a supressao hormonal, mas este tipo de tratamento possui
muitos efeitos adversos, dentre eles ganho de peso, caibras musculares, acne, seborreia,
depressdo, rubor, atrofia urogenital, perda de libido e diminui¢do da massa dOssea
(VERCELLINI et al., 2009; BECKER et al., 2017). Além disso, para aquelas pacientes
que desejam engravidar, o tratamento com supressio hormonal torna-se um
impedimento (BEDAIWY et al.,, 2016). Com intuito de investigar ainda mais o
mecanismo de acdo e a eficacia do CTZ na redugdo das lesdes, avaliamos se existe
alguma relagdo deste farmaco com o estrogénio e observamos uma menor marcagao de
ERa nos animais do grupo tratado quando comparados aos animais do grupo controle.

Nagvi et al (2014) testaram bazedoxifeno (BZA), nova geragdo de modulador
seletivo de receptor de estrogénio, em combinag¢do com estrogénios conjugados (CE)
para criar um complexo de estrogénio especifico do tecido (TSEC). Ao contrario BZA
sozinho, este complexo fornece alivio dos sintomas vasomotores em mulheres na
menopausa. O estudo avaliou o efeito de TSEC (BZA/CE) em lesdes endometriais
ectopicas em modelo de endometriose em ratos. Para isso, administraram nos animais
com fun¢do ovariana intacta, doses de BZA com ou sem CE (3mg/kg/dia). Os efeitos de
TSEC no endométrio foram positivos na reducao das lesdes e da expressao do receptor
de estrogénio, sugerindo que este complexo pode ser um agente efetivo no tratamento
da endometriose (NAQVI et al., 2014). Em nosso estudo, foi observada a reducdo dos
receptores de estrogénio nos animais tratados com CTZ, além da redugdo dos niveis de
estrogénio sérico nesses animais. Embora o nivel de estrogénio local seja maior que o
nivel de estrogénio circulante na endometriose, ambos podem promover o crescimento
de lesdes e progressao da doenga (HUHTINEN, 2012; HUHTINEN, 2012b). Assim,
também observamos que o tratamento com CTZ reduziu significativamente os niveis
séricos de estrogénio nos animais em comparagao com os controles.

Visto que o CTZ reduziu os niveis de estrogénio na endometriose, surge a
necessidade de se investigar a farmacodindmica do CTZ na endometriose. A aromatase
¢ a enzima chave para a biossintese de estrogé€nio, converte a testosterona ¢ a
androstenediona em estradiol (E2) e estrona (E1), respectivamente (BULUN et al.,
2001). Na endometriose, a aromatase pode ser estimulada pela PGE2 estabelecendo um

ciclo de feedback positivo (BULUN et al., 2001). No presente estudo, foi observado que
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o CTZ também inibe a enzima aromatase in vivo, consequentemente diminuindo a
producao de estrogénio.

Dessa forma, sugerimos o mecanismo de acdo do CTZ na diminui¢do da lesdao
endometriotica, envolvendo diretamente a via do estrogénio. Na endometriose, ha um
aumento no estrogénio circulante, e isso ocorre devido ao aumento da expressdo da
enzima aromatase. Com esse aumento do estrogénio na endometriose, aumenta-se
também as concentragdes de PGE2. Neste ciclo, o CTZ diminui a expressao da
aromatase, o que consequentemente diminui a produgdo de estrogénio ¢ a atividade da
PGE2, resultando em regressdo da doenga.

As diferentes formas de administracdo do CTZ (creme, solugdo, pastilha e
comprimido intra-vaginal), permitem que o principio ativo alcance concentragdes
plasmaticas ideiais, sem promocar efeitos adversos (GOODMAN, 2003;
ANVISA,2015). No presente estudo, o CTZ foi administrado nos animais por via oral e
IP, em seguida, foram realizadas as andlises do peso corporal do animal, peso do figado,
funcdo hepdtica e metabdlica, além da analise hematolégica. De acordo com essas
analises, ndo houve diferenga significativa entre os grupos controle e tratado com CTZ,
indicando auséncia de toxicidade.

Finalmente, os resultados do presente estudo sugerem que o CTZ pode ser
utilizado em novos testes pré-clinicos e futuramente clinicos para o tratamento da
endometriose, ja que ele pode levar a alteragdes importantes nas vias angiogénica,
inflamatoéria e de produgao do estrogénio, vias cruciais no desenvolvimento da doenga.
E de suma importancia a busca de novas terapias para o tratamento da endometriose,

ndo apenas para alivio dos sintomas, mas também para cura da doenga.

8 CONCLUSAO

e O CTZ foi efetivo na regressao das lesdes endometridticas (Peso da lesdo con-
trole : 0,61g e CTZ: 0,27g/ Area da lesdo controle: 141,16% e CTZ: 38,67),
confirmado pela andlise histologica com atrofia das lesoes;

e O CTZ apresentou atividade antiangiogénica, devido a redugdo de macrofagos
ativos no local da lesdo, com diminui¢do da expressao do VEGF e seu receptor
VEGFR-2 nas lesoes endometrioticas;

e O CTZ apresentou agdo anti-inflamatéria na endometriose, devido a reducdo dos

niveis séricos de PGE2 e IL-10;
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e O CTZ reduziu os niveis de estrogénio local e sist€émico pela regulagdo negativa

da enzima aromatase.

Finalmente, o CTZ apresentou efeitos farmacologicos positivos na regressao da
endometriose peritoneal experimental, sem causar toxicidade, tornando-se um farmaco

relevante para o tratamento clinico da doenga.
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