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RESUMO

Cocuzza MA. Ablacdo endometrial com &cido tricloroacético em ratas:
estudo histomorfométrico e histolégico [Dissertacdo]. Sdo Paulo. Faculdade

de Medicina, Universidade de Sao Paulo, 2011.

INTRODUCAO: O Sangramento Uterino Disfuncional (SUD) é uma das
causas mais prevalentes de sangramento uterino, estando relacionado a
variacbes hormonais, independente de causas organicas. A ablacao
endometrial é uma das opcles terapéuticas, porém estd associada a
necessidade de treinamento especifico e apresenta alto custo. Este estudo
tem como objetivo desenvolver modelo de ablacdo endometrial em ratas
adultas. Além disso, avaliar os efeitos histologicos e histomorfométricos
causados pelo acido tricloroacético no utero desses animais, bem como a
regeneracdo endometrial e o retorno do ciclo estral. METODOS: 30 ratas
fémeas adultas foram divididas em dois grupos. Todos os animais foram
submetidos a inje¢do intra-uterina de SF 0,9% em um corno uterino e de
acido tricloroacético (ATA) no corno contralateral. O primeiro grupo,
constituido de 15 ratas, foi sacrificado apos 1 dia da injecdo e tiveram os
Uteros removidos (Grupo 1). O segundo grupo, constituido de 15 ratas, foi
sacrificado apOs voltar a apresentar um ciclo estral normal, quando foram
submetidos a coleta de esfregacos vaginais e eutanasiados em fase de
diestro, o que ocorreu cerca de 20 a 30 dias ap6s o procedimento (Grupo 2).

As espessuras do epitélio superficial e do estroma endometrial, 0 nUmero de



glandulas endometriais por campo e a espessura miometrial foram
comparadas entre os cornos uterinos de cada animal do Grupo 1. As
mesmas comparacdes foram realizadas entre os cornos dos animais do
Grupo 2. Por fim, foi avaliada a regeneracdo endometrial nos Grupos 1 e 2.
RESULTADOS: Todos os animais apresentaram recuperacao satisfatéria do
procedimento, ndo havendo sinais de toxicidade aguda associada ao uso de
ATA. No grupo 1, as medianas da espessura do epitélio superficial do
endométrio (ATA Omm vs. Controle 0,05mm,p=0,0001), da espessura do
estroma endometrial (ATA 0,325mm vs. Controle 0,525mm, p=0,0006), do
namero de glandulas (ATA 4,5 vs. Controle 6,5, p=0,0012) e da espessura
miometrial (ATA 0,25mm vs. Controle 0,35mm, p=0,009) foram
significativamente inferior no corno que recebeu a injecdo de ATA. No Grupo
2, quatro animais (27%) morreram na segunda semana apés o procedimento
e, em seis animais (40%), o material obtido ndo pode ser avaliado devido a
intensa destruicéo tecidual. Nos cinco animais restantes (33%) a mediana da
espessura do epitélio superficial do endométrio (ATA 0,0mm vs. Controle
0,05mm, p<0,004), da espessura do estroma endometrial (ATA 0,325mm vs.
Controle 0,725mm, p=0,011), do nimero de glandulas (ATA 3 vs. Controle
6,5, p=0,011) e da espessura miometrial (ATA 0,35mm vs. Controle 0,5mm,
p=0,024), foram significativamente inferior no corno submetido a injecao de
ATA. Quanto a mediana da espessura do epitélio superficial do endométrio
(Grupo 1 Omm vs. Grupo 2 Omm, p=1) e a mediana da espessura do
estroma endometrial (Grupo 1 0,325mm vs. Grupo 2 0,325mm, p=0,857),

ndo houve diferencas significantes entre os cornos uterinos submetidos a



injecdo de ATA. A mediana do nimero de glandulas apds a injecdo de ATA
foi superior no Grupo 1 em comparacdo ao Grupo 2 (p=0,003).
CONCLUSAO: O estudo permitiu o desenvolvimento de um modelo
experimental vidvel de ablagdo de endométrio em ratas adultas. As
alteracbes histolégicas e histomorfométricas encontradas nos cornos
uterinos mostraram que o acido tricloroacético € um potente agente na
destruicdo quimica endometrial. Nao houve regeneracdo endometrial apos

retorno ao ciclo estral.

Descritores: Técnicas de ablacdo endometrial; acido tricloroacético;
Hemorragia uterina disfuncional, abrasdo quimica; endométrio; ratos;

feminino



SUMMARY

Cocuzza MA. Endometrial ablation using trichloroacetic acid in rat model:
histomorphometric and histologic evaluation [Dissertacdo]. S&o Paulo.

Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2011.

INTRODUCTION: Dysfunctional uterine bleeding is one of the most prevalent
causes of uterine bleeding and it is related to hormonal variations without
organic causes. Endometrial ablation is a therapeutic option but the methods
are frequently expensive and dependent of high cost technologies. The
objective of the present study is to develop an animal model of endometrial
ablation in adults’ female rats. In addition, to evaluated the histological and
histomorphometric effects after trichloroacetic acid (TCA) exposure into
uterine cavity. METHODS: A total of thirty female adult rats were divided in
two groups of 15 rats each. All animals were submitted to injection of 0,3 ml
of TCA 90% in one uterine horn and the same amount of saline solution 0,9%
(control) in the other. Group 1 was sacrificed in the following day of the
procedure, whereas group 2 was sacrificed in phase of diestrous after
recovery of normal estral cycle identified by vaginal smears, approximately
20 to 30 days after the procedure. Superficial epithelia of the endometrium,
estromal thickness, number of endometrial glands as well as of myometrium
thickness were assessed and compared between the uterine horns of the
same rats of group 1. The same evaluation was performed in group 2. Also,

endometrial regeneration was evaluated comparing histological alterations in



the uterine horn that was injected with TCA in group 1 and 2. RESULTS: All
animals recovered satisfactorily from the procedure. In group 1, superficial
epithelia of the endometrium (TCA 0,0mm vs 0,05 mm control, p=0,0001),
estromal thickness (TCA 0,325mm vs 0,525 mm Control, p=0,009), number
of endometrial glands (TCA 4,5mm vs 6,5 mm control, p=0,001) and mean
myometrial thickness (TCA 0,25mm vs 0,35 mm Control, p=0,0006)
presented a significant difference between the horns showing endometrial
destruction on TCA uterine horn. In group 2, four rats (27%) died in the
second week after the initial procedure and six rats (40%) had no viable
material to be analyzed due to extent tissue destruction. The rest of the
group (33%) showed a mean superficial epithelia of the endometrium (TCA
0,0mm vs 0.05 mm control, p<0,004), mean estromal thickness (TCA
0,325mm vs 0,725 mm Control, p=0,011), mean number of endometrial
glands (TCA 3 vs 6,5 control, p=0,011) and mean myometrial thickness (TCA
0,35mm vs 0.5 mm Control, p=0,024) significant different between horns
showing endometrial destruction on TCA uterine horn. There was no
significant difference in the mean superficial epithelia of the endometrium
(group 1 Omm vs. group 2 Omm, p=1) and mean estromal thickness (group 1
0,325mm vs. group 2 0,325mm, p=0,857) between TCA uterine horn from
both groups. However, number of endometrial glands (4,5mm in group 1 vs 3
mm in group 2, p=0,003) was higher in group 1. CONCLUSION: The study
developed a valid model for endometrial ablation in adult female’s rats. The
histological and histomorphometric effects observed in the uterine horns

showed that the trichloroacetic acid is a potent agent for endometrial ablation



in rat model. In the current model no endometrial regeneration was observed

after recovery of normal estral cycle.

Keywords: endometrial ablation techniques; trichloroacetic acid; tissue
destruction; dysfunctional uterine hemorrhage; endometrium;

chemexfoliation; endometrium; rats; female
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1. INTRODUCAO

O Sangramento Uterino Disfuncional (SUD) € uma afeccao
ginecolégica comum que interfere na qualidade de vida de mulheres em
idade reprodutiva, principalmente acima dos 35 anos durante o periodo pré-
menopausal. Caracteriza-se por perda sanguinea igual ou maior que 80 ml
por ciclo menstrual, ndo relacionada a gestacdo, doenca pélvica ou
sistémica .

No Reino Unido, o SUD acomete aproximadamente 22% das
mulheres saudaveis no periodo pré-menopausal, sendo a principal causa de
anemia por deficiéncia de ferro em paises desenvolvidos % 3.

O sangramento menstrual normal decorre de ciclos ovulatérios,
devido a acdo do estrogénio e progesterona no endométrio. O endométrio é
derivado da camada mucosa dos ductos Mullerianos fundidos e devendo
estar completamente diferenciado até vigésima semana de gestacao.
Caracteriza-se como um dos tecidos mais complexos do corpo humano,
respondendo a variacdes ciclicas hormonais *.

Durante o ciclo menstrual, o componente glandular, estromal e
vascular do endométrio apresentam alteracdes anatdmicas e funcionais
caracterizadas por crescimento e regressdo. Esses eventos se repetem
aproximadamente 400 vezes durante a vida da mulher adulta °.

O endométrio pode ser dividido morfologicamente em camada
funcional e basal, caracterizado pelos dois tercos superficiais e terco

profundo, respectivamente. Na camada funcional ocorrem alteracbes de



proliferacdo, secrecdo e degeneracdo. A funcdo da camada basal é produzir
0 endométrio regenerativo apdés a descamacdo menstrual da camada
funcional.

O ciclo endometrial pode ser dividido em quatro fases: 1) fase
proliferativa, 2) fase secretoria, 3) fase secretoria tardia ou implantacional, 4)
fase menstrual. Durante a primeira fase ha reconstrucédo e crescimento do
endométrio. Além disso, ocorre a formacdo da camada epitelial continua
revestindo a cavidade endometrial, crescimento e edema do estroma, e
crescimento glandular. A espessura endometrial aumenta de 0,5 mm para
3,5 a 5,0 mm, com pico entre o oitavo e décimo dia do ciclo menstrual. A
fase secretéria, apdés a ovulacdo, € caracterizada por aumento da
complexidade do tecido, e principalmente pela tortuosidade das glandulas. A
espessura endometrial ndo aumenta nesse periodo, provavelmente devido a
acdo da progesterona °. AlteracBes significativas ocorreram até a fase de
implantacdo, periodo marcado por um importante edema do estroma,
contendo glandulas tortuosas e dilatadas, vasos extremamente espiralados,
compondo aproximadamente 50 % da espessura total do endomeétrio.
Quando a fertilizacdo ndo ocorre, a queda da producdo de estrogénio e
progesterona desencadeia trés eventos: alteracdes vasomotoras, perda
tecidual e menstruacdo. A queda desses hormoénios desestabiliza a
membrana dos lisossomos, liberando enzimas para sintese de
prostaglandinas, proteases e colagenases. Vasoconstriccdo prolongada e
altos niveis de prostaglandinas caracterizam essa fase de descamacao

endometrial.



O SUD decorre principalmente de altos niveis de estrogénio mantidos,
desencadeando um crescimento anormal do endométrio, sem suporte
estrutural. O estroma, devido a falta de progesterona, é fragil e susceptivel a
descamacdes desordenadas e assincronicas. Os mecanismos envolvidos
nessa desordem continuam em investigagdo, mas parecem estar
relacionados a niveis anormais de enzimas fibrinoliticas e prostaglandinas
vasodilatadoras no endométrio ’.

Mulheres com fluxo menstrual excessivo apresentam producéo
anormal de prostaglandinas, sendo os anti-inflamatorios inibidores da
sintese de prostaglandinas uma possibilidade de tratamento.

A primeira linha de tratamento geralmente é medicamentosa e inclui
inUmeras modalidades terapéuticas como; anti-inflamatérios ndo hormonais,
contraceptivos orais, progestagénios, agonistas do GNRH, danazol ou
dispositivo intra uterino de levonorgestrel. Apesar disso, essas opcdes estao
associadas a taxas variaveis de insucesso relacionadas tanto a intolerancia
ao uso da medicagdo como a recorréncia apés a interrupcdo do tratamento
8 Ap6s a recorréncia, na maioria das vezes, é necessaria a utilizagdo dos
tratamentos invasivos. A histerectomia, ou retirada do utero, é a opcgao
cirirgica mais efetiva no tratamento do SUD °. Anualmente, nos Estados
Unidos sédo realizadas aproximadamente 600.000 histerectomias, sendo
50% indicadas por SUD '® !, Apesar de resolver o sangramento endometrial
em todos os casos, a histerectomia € um procedimento invasivo com
incidéncia ndo desprezivel de complicagdes como hemorragias e infec¢des,

independente da via de acesso utilizada ** **. Sendo assim, como o SUD é



uma condi¢cdo benigna, a opcdo de tratamento através de procedimentos
menos agressivos, evitando-se a retirado do Gtero, tornou-se um importante

14 Muitas técnicas foram introduzidas nos Ultimos 20 anos,

atrativo
baseando-se fundamentalmente na destruicdo do endométrio, ou ablagéo
endometrial. Nesses procedimentos deve ser destruida a camada basal do
endomeétrio, responséavel pela regeneracao tecidual.

Em 1981 foi realizada a primeira ablagdo endometrial através da
histeroscopia, a qual permitiu visualizagdo direta da cavidade uterina. As
técnicas que sao realizadas com a utilizagdo de um histeroscopio sdo
também denominadas técnicas de “primeira geragdo”, e utilizam

eletrocirurgia ou laser para ablacdo endometrial *°.

Apesar de esse
procedimento necessitar de internacdo com curta duracdo, deve ser
realizado sob anestesia geral ou regional e requer treinamento cirdrgico
especifico. Apds ablacdo histeroscépica realizada por cirurgido experiente,
16% dos casos evolui com recorréncia de sangramento *°. Essas taxas de
insucesso da ablacdo endometrial podem atingir até 38% dos casos quando
o procedimento inicial é realizado em centros académicos ou cirurgides com
pouca experiéncia *’.

Apesar dos procedimentos histeroscopicos cursarem com menos
complicagbes que a histerectomia, em 4% dos casos pode ocorrer
perfuracdo uterina, hemorragia, infeccdo ou sobrecarga de volume
associada a hiponatremia 8. As técnicas néo histeroscépicas, denominadas

de “segunda geracdo”, compreendem a destruicdo endometrial sem a

visualizacéo direta da cavidade uterina através da aplicacdo de calor, frio ou



radiofreqiiéncia '°. Essas técnicas, no entanto, podem ser realizadas sem
necessidade de internacdo hospitalar, com anestesia local e requerem
menor treinamento cirdrgico prévio quando comparadas as técnicas de
primeira geracdo. Esses procedimentos apresentam menor tempo cirdrgico e
menos complicagBes quando comparados as técnicas histeroscopicas. No
entanto, sdo necessarios equipamentos especificos que elevam o custo dos
procedimentos %°.

As técnicas de ablacdo endometrial (primeira e segunda geracao)
guando comparadas a histerectomia, apresentam menor tempo de
hospitalizagéo, baixa morbidade e resultados semelhantes ?*. No entanto,
requerem treinamento cirargico especifico ou custo elevado. Por essa razao,
a possibilidade da utilizacdo de um agente quimico para ablacao
endometrial, com baixo custo, aplicagdo ambulatorial, menor complicacéo e
reduzida curva de aprendizado parece bastante atrativa.

Recentemente, Kucuk et al. relataram mais de 90% de sucesso com a
aplicacdo topica de acido tricloroacético intra-uterino em mulheres com
diagnostico de SUD. No entanto, por tratar-se de um estudo clinico, néo foi
realizada avaliagdo das alteracdes histologicas uterinas “in vivo” apés o
tratamento com ATA 2.

O acido tricloroacético € um agente que provoca deshaturacao
protéica causando uma cauterizagdo quimica tecidual. Esse acido €
usualmente utilizado no tratamento de papilomas genitais, sem efeitos

sistémicos colaterais .



A avaliagdo experimental das alteragbes histopatologicas
ocasionadas pelo ATA ainda néo foi devidamente documentada.

O ciclo reprodutivo de roedores € conhecido como ciclo estral e é
mediado pelos hormdnios ovarianos, estrogénio e progesterona. O ciclo
estral dura em média quatro dias e pode ser dividido em quatro fases:
proestro, estro, metaestro e diestro. A identificacdo da fase do ciclo pode ser
realizada através da analise do esfregaco vaginal. O proestro é
caracterizado pelo crescimento do trato genital e o esfregaco vaginal contém
poucos leucdcitos, células epiteliais nucleadas e algumas cornificadas. No
estro ha crescimento do trato genital, inchaco da vulva e no esfregaco
vaginal ndo aparecem leucdécitos, mas aparecem células epiteliais nucleadas
e predominantemente cornificadas. O metaestro € um periodo de mudancas
degenerativas do trato genital, apresentando o predominio de leucdcitos,
células epiteliais cornificadas e nucleadas no esfregaco vaginal. O diestro é
um periodo quiescente de crescimento lento e no esfregaco vaginal
aparecem células epiteliais nucleadas, leucécitos e muco espesso e
abundante.

A ablacdo endometrial realizada apos preparo endometrial tornando-o
mais fino apresenta maior taxa de amenorréia em mulheres com SUD. A
menor espessura endometrial no momento do procedimento é o provavel
motivo do elevado sucesso pela menor capacidade de regeneracdo do
endométrio devido & destruicdo da camada basal ** ?*. Sendo assim, em
nosso projeto, utilizamos animais em fase diestro, buscando uma menor

espessura endometrial e otimizando a ag&o do ATA.



2. OBJETIVOS




2. OBJETIVOS

e Desenvolver o modelo de ablacdo endometrial em ratas adultas;

e Avaliar os efeitos histologicos e histomorfométricos causados pelo
acido tricloroacético no endométrio de ratas adultas;

e Avaliar se a instilacdo de acido tricloroacético interfere na

regeneracao endometrial.



3. MATERIAL E METODOS
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 PROJETO PILOTO

O projeto piloto teve inicio em Junho de 2008 no Laboratério de
Ginecologia Estrutural e Molecular da Disciplina de Ginecologia da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo — LIM 58, contando
com a infra-estrutura necessaria para o desenvolvimento do trabalho (Anexo

1).

3.1.1 CALCULO DO VOLUME DE LIQUIDO INJETADO

ApGs a pesagem dos animais, o volume médio de liquido injetado foi
calculado em trés ratas. Através de incisdo mediana de aproximadamente
trés cm no abdome, foram acessados os cornos uterinos. Somente um dos
cornos foi utilizado para a injecéo de soro fisiolégico. ApGs clampeamento da
porcao distal do corno uterino, foi introduzida uma agulha (13 x 4,5) em sua
porcdo proximal e injetado volume necessario para o preenchimento total
desse corno. Apos esse procedimento, 0s animais foram sacrificados e seus

Uteros pesados. Os valores obtidos foram inseridos na seguinte equagao:

Peso do utero X Peso do Animal X Volume Injetado
Por meio dessa equacao obtivemos o volume de 0,3 ml a ser injetado

na cavidade cornual de cada animal.
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3.1.2 DEFINICAO DA CONCENTRACAO DO ATA A SER UTILIZADO

Utilizamos nove ratas, as quais foram alocadas em trés grupos. Os
animais desses grupos foram submetidos a injecdo das seguintes
concentracOes de ATA: 50%, 70% e 90%. No dia seguinte ao procedimento,
os animais foram sacrificados, os Uteros removidos e fixados em formaldeido
a 10%. O material foi entdo embebido em parafina e corado com
hematoxilina e eosina, para posterior andlise histomorfométrica e histoldgica.
Ap6s o preparo das laminas, os seguintes parametros foram avaliados:
espessura do epitélio superficial do endométrio, espessura do estroma
endometrial, nimero de glandulas endometriais por campo e espessura
miometrial. Os resultados permitiram estabelecer a concentracdo de 90%

como a mais efetiva para a ablacdo endometrial.

3.2 MATERIAIS

Um total de 30 ratas da linhagem Wistar, fémeas, adultas, pesando
aproximadamente 250 a 300 gramas, provenientes do Centro de Bioterismo
da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo foram utilizadas no
estudo realizado no Laboratorio de Ginecologia Estrutural e Molecular do
Departamento de Ginecologia da Faculdade de Medicina da universidade de
Sdo Paulo — LIM 58, no periodo de mar¢co a de setembro de 2009. Os
procedimentos cirurgicos foram realizados no Centro de Bioterismo da

Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo.
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Os animais foram mantidos de acordo com normas ja padronizadas,
com temperatura, umidade e ciclo de luz adequados para essa espécie.
Foram alojados em gaiolas de propileno e fundo plastico com leito de
maravalha. Os animais tiveram livre acesso a alimentos e agua durante a

pesquisa.

3.3 METODO

Esse projeto foi aprovado pelo Comité de Etica para Projetos de
Pesquisa — CAPPesq sob o numero 0629/07 (Anexo 2). Foram utilizados 30
animais, divididos em dois grupos. Inicialmente foram efetuadas coletas de
esfregacos vaginais para identificacdo da fase de diestro. Todos os animais
foram submetidos ao mesmo procedimento cirargico. Foram anestesiados
com injecao intraperitoneal de Ketamina 100mg/Kg e Xylazina (20mg/Kg). O
material cirargico utilizado foi previamente submetido a desinfeccdo com
alcool 70%. Apos tricotomia abdominal, uma incisdo mediana de trés cm foi
realizada, permitindo acesso aos cornos uterinos. Apos identificacdo dos
cornos uterinos foi realizado o clampeamento na regido distal e proximal dos

mesmos, utilizando-se de pingas Kelly, préximo ao oviduto (Figura 1).
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Figural. Identificagdo dos cornos uterinos com clampeamento proximal e

distal
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Através de puncdo com agulha de insulina (13 x 4,5) foi realizada

injecédo de 0,3 ml de ATA a 90% (Figura 2).

Figura 2. Injecdo de ATA (&cido tricloroacético) no corno uterino esquerdo

No corno contralateral foi injetado 0,3 ml de soro fisioldgico 0,9%.
Ap6s 5 minutos, as pingas foram retiradas e o abdome suturado com fio de

nylon 3.0 (Figura 3).
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Figura 3. Aspecto dos cornos uterinos apdés retirada das pingas cirargicas

cinco minutos apods a inje¢do do ATA (&cido tricloroacético) e soro fisiologico.

Os animais foram entdo seguidos conforme descrito no desenho do
projeto (Anexo 1).

O primeiro grupo, constituido de 15 ratas, foi sacrificado apds 1 dia da
injecdo, e tiveram os Uteros removidos (Grupo 1). Os cornos uterinos foram
fixados em formaldeido para posterior avaliacdo histoldégica. O segundo
grupo foi sacrificado apos voltar a apresentar um ciclo estral normal. Os

animais foram submetidos a coleta de esfregacos vaginais e sacrificados em
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fase de diestro, o que ocorreu cerca de 20 a 30 dias do procedimento
cirurgico (Grupo 2).

O sacrificio dos animais foi feito através do uso de camara de gas
CO2, onde os animais receberam fluxo de CO2 a 100% durante 5 minutos.
Apés o sacrificio, realizou-se a histerectomia e o material foi fixado em

formaldeido a 10%.

3.3.1 Avaliacdo Histomorfométrica e Histologica

ApGs a retirada do Utero, este foi fixado em formaldeido a 10% para
avaliacdo histolégica. Apos a fixagdo, os fragmentos foram desidratados e
processados para inclusdo em parafina. A incluséao foi realizada de forma a
obter cortes transversais dos cornos uterinos com 4 um de espessura. Apos
cortados os blocos e confeccionadas as laminas, estas foram coradas com
hematoxilina e eosina. Por microscopia 6ptica foram avaliados a espessura
do epitélio superficial do endométrio, a espessura do estroma endometrial, o
numero de glandulas endometriais por campo e a espessura miometrial. A
analise morfométrica foi realizada manualmente em microscépio utilizando
reticulo de didmetro 21 mm, escala de 0 a 10 mm e resolucdo de 0,05 mm,
por dois pesquisadores.

As alteracdes histologicas e histomorfométricos foram comparadas
entre 0os cornos do Grupo 1. As mesmas comparacoes foram realizadas
entre os cornos do Grupo 2. Por fim, foi avaliada a capacidade de

regeneracao endometrial pela comparacéo entre as alteracées na espessura
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do epitélio superficial do endométrio, a espessura do estroma endometrial e
0 numero de glandulas endometriais por campo entre os cornos submetidos

a injecao de ATA nos Grupos 1 e 2.

3.3.2 Anélise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando o programa JMP (JMP®
7.0.1, SAS Institute Inc. 2007, NC — EUA). Para variaveis continuas e com
distribuicdo normal utilizou-se o teste t de Student. Para variaveis continuas,
com distribuicdo ndo-normal, utilizou-se o teste Wilcoxon Rank Sum. Todos

os testes foram bicaudais e considerados significantes quando p<0,05.
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4. RESULTADOS
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4. RESULTADOS

41 Grupol

Todos os animais do primeiro grupo foram submetidos ao
procedimento conforme descrito no Anexo 1 , ndo havendo sinais de
toxicidade associada ao uso do ATA. Os animais apresentaram recuperagao
anestésica sem intercorréncias, alimentando-se normalmente no poés-
operatério imediato.

Os resultados relativos a esse grupo foram analisados considerando-

se as variaveis assinaladas na Tabela 1.
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Tabela 1. Comparacédo dos resultados histomorfométricos e histolégicos das
alterac6es teciduais nos cornos uterinos onde foram injetados ATA (&cido

tricloroacético) e SF (soro fisioldégico) no Grupo 1

ATA SF p value

Espessura do epitélio
superficial do endométrio 0 (0-0) 0,05 (0,05-0,05)  <0,001*

(mm)

Espessura do estroma
. 0,325 (0,3-0,35) 0,525 (0,4-0,775)  0,006*
endometrial (mm)

Numero de glandulas por
4,5 (4-6) 6,5 (5,5-7,5) 0,001*
campo

Espessura miometrial
(mm) 0,25 (0,225-0,3) 0,35 (0,3-0,425) 0,009*
mm

NOTA: Valores descritos sdo medianas e variagdes interquartis (25%-75%).

*p<0,05 foi considerado estatisticamente significante

4.1.1 Espessurado epitélio superficial do endométrio

A mediana da espessura do epitélio superficial do endométrio apds a

injecdo de ATA e SF foi de Omm (0-0) e 0,05mm (0,05-0,05),

respectivamente (Gréfico 1).

21



Gréfico 1. Andlise das alteracbes histomorfométricas na camada superficial
do endométrio no Grupo 1, nos cornos onde foram injetados ATA (&cido

tricloroacético) e SF (soro fisioldgico)

0.06

0.05-

0.04
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Espessura epitelial
do endométrio

0.01

-0.01 T
ATA 1 Controle 1

Grupo 1

Houve diferenca significante entre a espessura do epitélio superficial
do endométrio nos cornos uterinos onde foram injetados ATA e SF

(p=0,0001) (Figuras 4 e 5).
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Figura 4. Avaliacdo histomorfométrica do corno uterino apés injecao de SF
(soro fisiolégico), sem alteracdes no epitélio superficial do endométrio. (HE

200x)

“superficial do
“sendomeétrio

S28 .
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Figura 5. Avaliacdo histomorfométrica do corno uterino apos injecao de ATA
(acido tricloroacético), demonstrando destruicdo completa do epitélio

superficial do endométrio. (HE 200x)

4.1.2 Espessurado estroma endometrial

A mediana da espessura do estroma endometrial apos a injecao de

ATA e SF foi de 0,325mm (0,3-0,35) e 0,525mm (0,4-0,775),

respectivamente (Grafico 2).
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Gréfico 2. Andlise das alteracfes histomorfométricas na camada estromal do
endométrio no Grupo 1, nos cornos onde foram injetados ATA (&cido

tricloroacético) e SF (soro fisioldgico)
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Houve diferenca significante entre a espessura do estroma
endometrial nos cornos uterinos onde foram injetados ATA e SF (p=0,0006)

(Figuras 6 e 7).
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Figura 6. Avaliacdo histomorfométrica do corno uterino apés injecao de SF
(soro fisiolégico), demonstrando auséncia de alteracfes na camada estromal

do endométrio. (HE 40x)
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Figura 7. Avaliacdo histomorfométrica do corno uterino apoés injegdo de ATA
(acido tricloroacético), demonstrando alterac¢des significativas da espessura

da camada estromal do endométrio. (HE 40x)

ssura do estroma

4.1.3 Numero de glandulas por campo
A mediana do numero de glandulas por campo de menor aumento

apos a injecao de ATA e SF foi de 4,5 (4-6) e 6,5 (5,5-7,5), respectivamente

(Gréfico 3).
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Gréfico 3. Analise das alteracbes histomorfométricas no numero de
glandulas por campo de menor aumento no Grupo 1, nos cornos onde foram

injetados ATA (acido tricloroacético) e SF (soro fisioldgico)

Numero de
glandulas por campo

ATA 1 Controle 1
Grupo 1

Houve diferenca significante entre o numero de glandulas por campo
nos cornos uterinos onde foram injetados ATA e SF (p=0,0012) (Figuras 8 e

9).
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Figura 8. Avaliacdo histomorfométrica do corno uterino apos injecdo de SF
(soro fisioldgico), demonstrando auséncia de alteragbes no numero de

glandulas. (HE 40x)
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Figura 9. Avaliacdo histomorfométrica do corno uterino apdés injecao de ATA
(acido tricloroacético), demonstrando alterac¢des significativas no nimero de

glandulas. (HE 40x)

4.1.4 Espessura miometrial

A mediana da espessura miometrial apds a injecdo de ATA e SF foi

de 0,25mm (0,225-0,3) e 0,35mm (0,3-0,425), respectivamente (Grafico 4).
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Gréfico 4. Analise das alteragbes histomorfométricas na espessura
miometrial no Grupo 1, nos cornos onde foram injetados ATA (acido

tricloroacético) e SF (soro fisiolégico)
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Houve diferenca significante entre a espessura miometrial nos cornos

uterinos onde foram injetados ATA e SF (p=0,009) (Figuras 10 e 11).
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Figura 10. Avaliagdo histomorfométrica do corno uterino apés injecdo de SF

(soro fisiol6gico), demonstrando auséncia de altera¢cdes no miométrio. (HE

40x)
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Figura 11. Avaliacdo histomorfométrica do corno uterino apds injecao de
ATA (&cido tricloroacético), demonstrando alteragBes significativas no

miométrio. (HE 40x)

Espessura miometrial

4.2 Grupo 2

Todos o0s animais do segundo grupo foram submetidos ao
procedimento conforme descrito no desenho do projeto (Anexo 1). Os
animais apresentaram recuperagdo anestésica sem intercorréncias,
alimentando-se normalmente no poés-operatério imediato. Quatro animais

(27%) morreram entre o 7° e o0 10° dia apds o procedimento. Nesses animais
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foram observadas perfuragdo intestinal e infeccéo intra-abdominal (Figuras

12 e 13).

Figura 12. Perfuragéo intestinal e infecg&o intra-abdominal em um dos ratos

gue morreram durante o seguimento do Grupo 2.
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Figura 13. Identificacdo de perfuracéo intestinal e infec¢do intra-abdominal

em um dos ratos que morreram durante o seguimento do Grupo 2.

Em seis animais (40%), o material obtido ndo pode ser avaliado
devido a intensa destruicdo tecidual que impediu a analise dos parametros

histomorfométricos previamente estabelecidos (Figura 14).
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Figura 14. Identificacdo de intensa destrui¢céo tecidual caracterizada por

necrose coagulativa em toda espessura endometrial e miometrial.

Os cinco animais restantes (33%) foram sacrificados apés retornarem
ao ciclo estral, durante a fase de diestro. Os resultados relativos a esses
animais foram analisados considerando-se as varidveis assinaladas na

Tabela 2.
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Tabela 2. Comparacédo dos resultados histomorfométricos e histolégicos das

alterac6es teciduais nos cornos uterinos onde foram injetados ATA (&cido

tricloroacético) e SF (soro fisioldégico) no Grupo 2

ATA SF p value
Espessura do epitélio
superficial do 0 (0-0) 0,05 (0,05-0,05) <0,004*
endométrio (mm)
Espessura do estroma
. 0,325 (0,275-0,425) 0,725 (0,6-0,8) 0,011*
endometrial (mm)
Numero de glandulas
3 (0-3,5) 6,5 (5,75-8) 0,011*
por campo
Espessura miometrial
0,35 (0,325-0,475) 0,5 (0,45-0,55) 0,024*

(mm)

NOTA: Valores descritos sdo medianas e variacdes interquartis (25%-75%).

*p<0,05 foi considerado estatisticamente significante

4.2.1 Espessurado epitélio superficial do endométrio

A mediana da espessura do epitélio superficial do endométrio apos a

injecdo de ATA e SF foi

de Omm (0-0) e 0,05mm (0,05-0,05),

respectivamente (Grafico 5).
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Gréfico 5. Andlise das alteragBes histomorfométricas na camada epitelial do
endométrio no Grupo 2, nos cornos onde foram injetados ATA (&cido

tricloroacético) e SF (soro fisioldgico)
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Houve diferenca significante entre a espessura do epitélio superficial
do endométrio nos cornos uterinos onde foram injetados ATA e SF (p<0,004)

(Figura 15).
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Figura 15. Avaliacdo histomorfométrica do corno uterino apdés injecdo de
ATA (acido tricloroacético), demonstrando destruicdo completa do epitélio

superficial do endométrio. (HE 200x)

4.2.2 Espessurado estromaendometrial

A mediana da espessura do estroma endometrial apds a injecdo de

ATA e SF foi de 0,325mm (0,275-0,425) e 0,725mm (0,6-0,8),

respectivamente (Gréfico 6).
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Grafico 6. Andlise das alteracdes histomorfométricas na camada estromal do

endométrio no Grupo 2, nos cornos onde foram injetados ATA (acido

tricloroacético) e SF (soro fisioldgico).
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Houve diferenca significante entre a espessura do estroma

endometrial nos cornos uterinos onde foram injetados ATA e SF (p=0,011)

(Figuras 16 e 17).
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Figura 16. Avaliacdo histomorfométrica do corno uterino apds injecao de SF
(soro fisiologico), demonstrando auséncia de alteracdes na camada estromal

do endométrio. (HE 40x)
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Figura 17. Avaliacdo histomorfométrica do corno uterino apds injecao de
ATA (&cido tricloroacético), demonstrando alteragBes significativas da

espessura da camada estromal do endométrio. (HE 40x)

4.2.3 Numero de glandulas endometriais por campo

A mediana do numero de glandulas por campo de menor aumento

apos a injecédo de ATA e SF foi de 3 (0-3,5) e 6,5 (5,75-8), respectivamente

(Grafico 7).
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Gréfico 7. Analise das alteracbes histomorfométricas no numero de
glandulas por campo de menor aumento no Grupo 2, nos cornos onde foram

injetados ATA (acido tricloroacético) e SF (soro fisioldgico)

- |

Numero de
glandulas por campo
N
I

ATA 2 Controle 2
Grupo 2

Houve diferenca significante entre o numero de glandulas por campo
nos cornos uterinos onde foram injetados ATA e SF (p=0,011) (Figuras 18 e

19).
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Figura 18. Avaliacdo histomorfométrica do corno uterino apds injecao de SF
(soro fisioldgico), demonstrando auséncia de alteracbes no numero de

glandulas endometriais. (HE 40x)
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Figura 19. Avaliacdo histomorfométrica do corno uterino apds injecao de
ATA (&cido tricloroacético), demonstrando reducdo do namero de glandulas

endometriais. (HE 40x)
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Figura 20. Avaliacdo histomorfométrica do corno uterino apds injecao de
ATA (&cido tricloroacético), demonstrando redu¢do do numero de glandulas.

(HE 200x)

'y
-~

Glandulas
Endometriais

4.2.4 Espessura miometrial

A mediana da espessura miometrial apds a injecdo de ATA e SF foi

de 0,35mm (0,325-0,475) e 0,5mm (0,45-0,55), respectivamente (Grafico 8).
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Gréfico 8. Anadlise das alteracbes histomorfométricas na espessura
miometrial no Grupo 2, nos cornos onde foram injetados ATA (acido

tricloroacético) e SF (soro fisiolégico)

0.75
0.7 — T
0.65-
0.6
0.55

0.5 — T
0.45

Espessura
miometrial

0.35

0.3 T
ATA 2 Controle 2

Grupo 2

Houve diferenca significante entre a espessura miometrial nos cornos

uterinos onde foram injetados ATA e SF (p=0,024) (Figuras 21 e 22).
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Figura 21. Avaliagdo histomorfométrica do corno uterino apés injecéo de SF
(soro fisiolégico), demonstrando auséncia de alteracbes na camada do

miométrio. (HE 40x)
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Figura 22. Avaliacdo histomorfométrica do corno uterino apés injecao de
ATA (&cido tricloroacético), demonstrando redugéo da espessura da camada

do miométrio. (HE 40x)

4.3 Avaliacdo daregeneracdo endometrial nos Grupos 1 e 2

Os parametros endometriais foram comparados entre os Grupos 1 e 2

considerando-se as variaveis contidas na Tabela 3.
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Tabela 3. Comparacédo dos resultados histomorfométricos e histolégicos das

alteracdes endometriais nos cornos onde foi injetado ATA entre os Grupos

Grupo 1 Grupo 2 p value

Espessura do epitélio

superficial do endométrio 0 (0-0) 0 (0-0) 1
(mm)

Espessura do estroma

. 0,325 (0,3-0,35) 0,325 (0,3-0,35) 0,857
endometrial (mm)

Numero de glandulas por
4,5 (4-6) 3 (0-4) 0,003*
campo

NOTA: Valores descritos sdo medianas e variagcdes interquartis (25%-75%).

*p<0,05 foi considerado estatisticamente significante

4.3.1 Espessura epitelial do endométrio

A mediana da espessura do epitélio superficial do endométrio apos a
injecdo de ATA nos Grupos 1 e 2 foi de Omm (0-0) e Omm (0-0),
respectivamente (Grafico 9). N&o ocorreu diferenca significante na
espessura do epitélio superficial do endométrio nos cornos uterinos onde foi

injetado ATA entre os grupos (p=1).
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Grafico 9. Andlise das alteracdes histomorfométricas na camada epitelial do
endométrio entre os Grupos, nos cornos onde foi injetado ATA (&cido

tricloroacético)
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4.3.2 Espessura do estroma endometrial

A mediana da espessura do estroma endometrial apos a injecao de
ATA nos Grupos 1 e 2 foi de 0,325mm (0,3-0,35) e 0,325mm (0,3-0,35),
respectivamente (Grafico 10). Nao ocorreu diferenca significante entre a
espessura do estroma endometrial nos cornos uterinos onde foi injetado ATA

entre os dois grupos (p=0,857).
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Gréfico 10. Analise das alteracdes histomorfométricas na camada estromal
do endométrio entre os Grupos, nos cornos onde foi injetado ATA (4cido

tricloroacético)
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4.3.3 Numero de glandulas por campo

A mediana do numero de glandulas por campo de menor aumento

apos a injecdo de ATA nos Grupos 1 e 2 foi de 4,5 (4-6) e 3 (0-4),

respectivamente (Gréfico 11).
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Grafico 11. Analise das alteragfes histomorfométricas no numero de
glandulas por campo de menor aumento entre os Grupos, nos cornos onde

foi injetado ATA (&cido tricloroacético)

Numero de
glandulas por campo

Grupo 1 Grupo 2
ATA

Houve diferenca significante entre o nimero de glandulas por campo

nos cornos uterinos onde foi injetado ATA entre os grupos (p=0,003).
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5. DISCUSSAO
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5. DISCUSSAO

O sangramento uterino disfuncional € uma importante condigdo
patologica feminina responséavel por grande quantidade de consultas anuais
ginecoldgicas no mundo e fonte consideravel de custos ao sistema de salude
20 Na falha do tratamento hormonal, a destruicdo endometrial se coloca
como opcao terapéutica importante. No entanto, o alto custo e as
dificuldades técnicas do emprego da ablacdo endometrial pelos métodos
correntemente empregados, tém limitado seu uso a casos de excecao.

Neste trabalho propusemo-nos a desenvolver o modelo de ablacéo
endometrial em ratas adultas, bem como, avaliar os efeitos histol6gicos e
histomorfométricos causados pelo &cido tricloroacético no utero de ratas,
assim como a regeneracdo endometrial. Em nosso estudo, na fase aguda
apos a injecdo de ATA, todos os animais sobreviveram ao procedimento. A
substancia foi claramente superior a solucao utilizada nos grupos controles,
uma vez que demonstrou capacidade destrutiva quando analisadas a
espessura do epitélio superficial, a espessura do estroma, o numero de
glandulas por campo e a espessura miometrial.

Poucos estudos sobre a utilizagdo de ATA na ablagdo endometrial
foram descritos até o presente momento. Em trabalho realizado com 90
pacientes com SUD na Turquia, os autores administraram ATA com haste de
algodao na cavidade endometrial e compararam o procedimento sozinho ou
apos a administracdo de danazol ou goserelina. Os resultados mostraram
eficacia em curto prazo no processo de ablacdo e melhora do quadro clinico

e nos indices hematimétricos. No entanto, houve melhor resultado quando o

55



ATA era precedido do uso de danazol ou goserelina .

Um segundo
trabalho, comparou a instilacdo de ATA, isolado ou em associagdo com
acetato de leuprolide, no tratamento do SUD. Houve monitorizag&o clinica no
39 6° e 12° més apos o procedimento. ApGs um ano, 0s autores realizaram
biopsia endometrial para avaliar o efeito a longo prazo. Quando se utilizou
ATA isolado ou associado ao leuprolide, os efeitos de atrofia endometrial
foram semelhantes. No entanto, os autores relataram que os indices de
amenorréia obtidos foram inferiores aos conseguidos por ablacdo por laser
2. Embora possa se reconhecer a possivel aplicabilidade do método
proposto, a postura dos autores dos trabalhos citados de iniciar os
experimentos in anima nobile traz consideracdes éticas importantes. Por
esse motivo decidimos desenvolver um modelo animal de ablagéo
endometrial  possibiltando  avaliar os  efeitos  histolégicos e
histomorfométricos causados pelo ATA.

O &cido tricloroacético € um agente caustico obtido da oxidacéo do

hidrato cloral com o &cido nitrico 2°

e é comumente utilizado para tratar
verrugas genitais, na concentracao de 40 a 100%. Sua acao provoca erosao
da pele e da membrana mucosa, leva a precipitacdo de proteinas, necrose
coagulativa da células da epiderme e necrose do colageno nas camadas
mais profundas. Geralmente, o produto ndo é absorvido sistemicamente.
Boa parte da experiéncia acumulada sobre o uso do ATA vem da area
dermatolégica, uma vez que ha tempos ele é usado para tratamento de
lesGes de pele proliferativas e atréficas através de descamacao e posterior

23

reepitelizacao Quando administrado de forma controlada, provoca
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destruicéo local limitada, mas sua aplicacao deve ser criteriosa, uma vez que
o volume excedente pode levar & lesdo de 6rgdo adjacentes #’.

A acdo a curto prazo do acido no endométrio e no miométrio dos
animais estudados demonstra sua capacidade destrutiva. A espessura do
epitélio endometrial superficial foi significativamente menor nos animais
tratados. Além disso, a espessura do estroma e o numero de glandulas
endometriais mostraram-se menores nos animais submetidos ao acido,
evidenciando o grau de penetracdo da substancia em camadas mais
profundas no endométrio. Esse efeito é desejavel, uma vez que o objetivo é
a destruicdo da camada funcional do endométrio e, por conseguinte, a
diminuicdo do sangramento, caso seu uso venha a ser aplicado na pratica
clinica. Outro ponto de interesse é que a camada miometrial também
mostrou espessura significantemente menor nos cornos uterinos submetidos
ao tratamento com ATA. Isso demonstra que a penetracdo do &cido, embora
naquele momento néo fosse téo intensa e ndo demonstrasse diferengas tao
marcantes quanto aos parametros anteriormente descritos, atingiu camadas
mais profundas do utero e levou a destruicdo da camada muscular. Cabe
aqui uma critica ao modelo, uma vez que a quantidade de acido injetada no
grupo de estudo foi definida por meio do projeto piloto. Parece, no entanto,
ter havido um efeito de retardo da acdo do ATA ou uma espessura muito
delgada da parede uterina no modelo animal de ratas, o que levou a esse
efeito tardio indesejavel. Outra possibilidade é a de que o veiculo utilizado,
nado tenha sido o mais adequado. Nos estudos em humanos citados

anteriormente, usou-se ATA com aplicacdo por hastes de algoddo % ou por
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instilacdo 2. Em nosso estudo, houve a aplicacdo direta da solucdo com o
acido no corno uterino a ser estudado. Uma vez que se busca uma
formulacdo prética para potencial uso em humanos, uma possibilidade
interessante seria o teste de formulagdes que pudessem liberar o ATA de
maneira mais controlada, como, por exemplo, uma solucdo de gel contendo
o &cido. No entanto, até onde pudemos constatar, ndo existe tal formulacao
disponivel no mercado.

Um segundo ponto importante revelado pelos resultados de longo
prazo, o ATA mostrou grau de complicagbes muito elevado. No segundo
grupo, 26,6% dos animais morreram ap0s apresentarem contaminacdo da
cavidade abdominal por lesédo quimica. Além disso, 26,6% tiveram sinais de
lesdo tecidual intensa que impossibilitaram a avaliacdo dos parametros
propostos. A analise dos 6rgdos nos permite concluir que houve progressao
do efeito do ATA, mesmo naqueles animais que clinicamente se mostravam
estaveis a curto prazo e isso levou ao 6bito. Embora nossos resultados
sejam de certa forma surpreendentes, trazem a tona uma importante
guestao sobre o possivel uso dessa substancia em humanos. A experiéncia
mostra que, apesar de ser habitualmente utilizado de modo bastante
criterioso, o poder corrosivo do ATA pode causar lesfes vaginais e cervicais
e até mesmo quadro de estenose vaginal definitiva. Assim, nosso
experimento tem valor no sentido de demonstrar que o uso de ATA como
meétodo de ablacdo endometrial constitui um risco potencial de lesdo de

estruturas nobres da mulher.
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Pode-se argumentar que a estrutura do Utero humano € mais
resistente, tendo espessura maior e nao sofreria lesdo na extensao da que
foi demonstrada em nosso estudo. No entanto, até o momento as provas
experimentais da seguranca do método sdo extremamente escassas. Os
estudos realizados em humanos avaliam apenas o0 aspecto clinico e as
alteracdes endometriais locais a longo prazo. Nosso estudo mostra que o
efeito de retardo do ATA ndo é desprezivel e que lesdes tardias podem
ocorrer de maneira insidiosa o que pode levar a demora no diagnéstico e no
tratamento das eventuais complicacdes.

Outro ponto positivo do nosso projeto € demonstrar que, apesar de se
constituir em possivel opcao de método de ablacdo endometrial, 0 uso de
ATA ainda carece de estudos para definir a dose, a formulacéo, o método de
administracdo e até mesmo as complicacbes a longo prazo. Acreditamos
gue um dos problemas cruciais na transformacao desse método como uma
opcao real de tratamento, seja o0 modo de liberacdo da substancia e os
efeitos teciduais a longo prazo. Obtendo-se uma formulagédo quimica em que
a liberacéo seja limitada ou mesmo que produza agao circunscrita apenas as
camadas funcional e basal do endométrio, cremos que o0 método teria maior
possibilidade de ser usado na pratica diaria.

Uma preocupacao adicional no uso desse método € o efeito a longo
prazo no endométrio. Os estudos realizados em humanos ndo exploram, de
forma aprofundada, esses efeitos. No entanto, também baseados nos
estudos dermatoldgicos, sabe-se que os efeitos a longo prazo do ATA

devem-se a uma reorganizagdo de elementos estruturais e ao aumento do
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volume da derme como resultados do aumento do conteudo de colageno,

glicosaminoglicanos e elastina 2.

Habitualmente, ha um processo de
reepitelizacdo e renovacdo do epitélio a partir de estruturas anexiais
preservadas da destruicdo. Nesse sentido, poderia se esperar que o
endométrio também pudesse passar por processo de reepitelizacdo e
reorganizacao das estruturas destruidas, limitando assim seus efeitos como
método de ablacao endometrial definitivo. Infelizmente, nosso modelo néo foi
capaz de esclarecer essa questdo, uma vez que as lesdes foram de tal
magnitude que inviabilizaram a andlise. De maneira semelhante os estudos
ja efetuados em humanos nao foram capazes de responder a essa questao.

Por fim, acreditamos que, com base nos objetivos desenhados para
esse estudo, fomos capazes de responder a maioria das questdes

formuladas e trazer informacdes que podem ser Uteis no estudo desse

método de ablacao endometrial.
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6. CONCLUSOES
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6. CONCLUSOES

As concluses obtidas com a presente pesquisa foram:

e O estudo permitiu o desenvolvimento de um modelo viavel de ablacéo
endometrial em ratas adultas;

e As alteracBes histoldgicas e histomorfométricas encontradas nos
cornos uterinos mostraram que o acido tricloroacético € um potente
agente na destruicdo quimica do endométrio em modelo animal;

e No modelo apresentado, ndo foi observada regeneracdo endometrial

apos o retorno ao ciclo estral.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Fluxograma do projeto

Objetivo e Cronograma
do Projeto

:

Projeto Piloto
Defini¢do do Volume médio de
Liquido a ser Injetado
(N = 3 ratas linhagem Sprague-
Dawley)

Peso do atero X Peso do Animal X
Volume Injetado

Ablacio Endometrial com Acido
Tricloroacético em Ratas

\—V

Projeto Piloto
Defini¢do da Concentragéo do
Acido Tricloroacético em Ratas
(N = 9 ratas linhagem Sprague-
Dawley)

Concentragdes possiveis: 50%, 70%
e 90%.

p—

Grupo 1

(N = 15 ratas da linhagem Sprague-Dawley /
adultas / pesando aproximadamente 300gs)

(N = 15 ratas da linhagem Sprague-Dawley /
adultas / pesando aproximadamente 300gs)

Grupo 2

)

)

Injecdo de Soro Fisiolégico 0.9% em 1 corno uterino e
Injecdo de ATA no corno contralateral durante fase diestro

)

@

Apds 1 dia

15 ratas sacrificadas

)

A

15 ratas sacrificadas em diestro

Ap6s 20 a 30 dias

L

Utero removido e fixado em formaldeido a 4% «J

v

Avaliacdo histomorfométrica da espessura do eptélio superficial e do estroma do endométrio, nimero de
glandulas endometriais por campo, espessura miometrial

h

v
Avaliacéo Estatistica
v
Significancia
v

v

h

AlteracOes histomorfométricas
significativamente diferentes
entre os cornos uterinos do

Alteracdes histomorfométricas
semelhantes nos cornos uterinos
submetidos a injecdo do ATA no

Diferenga significante nas
alteracOes histomorfométricas
nos cornos submetidos a inje¢do

destruicdo endometrial

grupo 1 grupo 1 e grupo 2 do ATA nos grupos 1 e 2
A l A
Acéo efetiva do ATA na Acéo efetiva a curto e longo prazo Regeneracdo endometrial apds

do ATA na destruicdo endometrial

aplicacdo do ATA
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Anexo 2. Aprovacgéao do projeto pela CAPPesq

dand
N

Ao
Denariamento de Obstetricia e Ginecologia

A Comissdo de Etica para Andlise de Projetos de
Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica clo Hospital das Clinicas e da
Faculdade de Medicina da Universidade ce Sdo Paulo, em sessdo de
03/06/09 tomou conhecimento que o FProtocolo de Pesquisa n°

0629/07 intitulado: “Ablagéo Endomeirial cam Aclao Ticloroacético

em Ratas” serd dissertacdo de mestrado da aluna MARIANA AMORA

COCUZZIA, tendo corno oriénfodor DR. GUSTAVO ARANTES ROSA
MACIEL.

CAPPesq, 03 de junho de 2009.

s D

PROF. DR. EDUARDO MASSAD
Presidente da Comissdo Etica para Andlise
de Projetos de Pesquisa

Comissio de Etica para Andlise de Projetos de Pesquisa do HCFMUSP e da FMUSP
Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas da Faculdad2 de Medicina da Universidade de Sao Paulo
Rua Ovidio Pires de Campos. 225 5° andar - CEP 05430 010 - Sao Paulo - SP
Fone: 011 - 30696442 fax: 011 - 3069 6492 - e-mail: cappesq@hcnet.usp.br / secretariacappesq2@hcnet.usp.br
HF
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