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RESUMO

COSTA, Manuella Carvalho da. D.Sc. Universidade Federal de Vigosa, julho de 2010. Ciclo
estral, histomorfometria ovariana e uterina de camundongas apos tratamento prolongado com
acetato de medroxiprogesterona. Orientadora: Izabel Regina dos Santos Costa Maldonado. Co-
Orientadores: Sérgio Luiz Pinto da Matta e Tarcizio Antonio Rego de Paula.

O presente trabalho teve por objetivo avaliar os efeitos do progestageno acetato de
medroxiprogesterona (MPA) sobre o ciclo estral, o desenvolvimento folicular ovariano e a
morfologia uterina de camundongas. Foram utilizadas 24 fémeas nuliparas, com 60 dias de
idade, distribuidas nos seguintes grupos: 1 - Controle, sem tratamento com acetato de
medroxiprogesterona; 2 - Tratamento com 0,06 mg de MPA/animal e 3 - Tratamento com 0,12
mg de MPA/animal. Nos grupos tratados, cada fémea recebeu uma dose de MPA, por via
subcutanea, a cada 15 dias, sempre no periodo do diestro, totalizando 90 dias de experimento (6
doses). Apos a ultima dose de MPA, as camundongas foram submetidas a eutanasia no periodo
do diestro. A utilizagdo do MPA na dose de 0,12 mg de MPA/animal promoveu um aumento
significativo na fase do diestro. A freqiiéncia de foliculos primarios unilaminares e pré-antrais foi
maior (P<0,05) nos grupos tratados quando comparados ao controle, o que demonstra que o
recrutamento inicial de foliculos primordiais ndo foi prejudicado pelo tratamento. Em fun¢ao do
efeito antigonadotrofico do MPA, nao houve diferenca significativa entre grupos controle e
tratados para a freqiiéncia de foliculos em estagio avancado de desenvolvimento. Foi observado
aumento da propor¢do volumétrica da regido medular ovariana nos grupos tratados, o que sugere
remodelagdo estrutural entre as regides cortical ¢ medular em funcdo da inibi¢ao do recrutamento
ciclico provada pelo progestdgeno. O MPA causou atrofia das glandulas uterinas e diminui¢do da

espessura do endométrio nos dois grupos tratados.
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ABSTRACT

COSTA, Manuella Carvalho da. D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July of 2010. Estral
cicle, ovarial and uterine histomorfometry of female mice after long-term treatment with
medroxyprogesterone acetate. Adviser: Izabel Regina dos Santos Costa Maldonado. Co-
Advisers: Sérgio Luiz Pinto da Matta and Tarcizio Antonio Rego de Paula.

The present study has the objective to evaluate the effects of progestagen
Medroxyprogesterone Acetate (MPA), on the estrous cycle, on ovarian follicular development
and uterine morphology in female mice. 24 nulliparous female mice with 60 days of age were
used and allocated into the following groups: group 1- control, not treated with
medroxiprogesterone acetate (MPA); 2- treated with 0.06 mg of MPA / animal; 3- treated with
0.12 mg of MPA / animal. In the treated groups, each female received one dose of MPA,
subcutaneously, an interval of 15 days, always into diestrus totaling 90 days of experiment (6
doses). After the last dose of MPA, the female mice were euthanized into diestrus. The use of the
MPA at 0.12 mg MPA / animal caused a significant increase in the diestrus phase. The frequency
of unilaminars primary follicles and preantral follicles were higher (P <0.05) in treated groups as
compared to the controls, demonstrating that the initial recruitment of primordial follicles was
not affected by the treatment. There was not observed significant difference between control and
treated groups for the frequency of follicles in advanced stages of development. There was
observed an increase in the volumetric proportion of ovarian medullary region in the treated
groups, suggesting structural remodeling between cortical and medullary regions as a function of
inhibiting the recruitment proved by cyclic progestagen. MPA caused atrophy of uterine glands

and a decrease in endometrial thickness in both treated groups.
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I. INTRODUCAO

Atualmente observa-se uma tendéncia mundial, no wuso crescente de
contraceptivos hormonais, inclusive no Brasil, pelas adolescentes. Dentre os fatores que
contribuiram para esse aumento destacam-se o acesso facilitado aos contraceptivos € o
inicio precoce da vida sexual (MONTEIRO, 2005).

A contracep¢do hormonal se faz basicamente com o uso de anticoncepcionais
orais combinados, constituidos de estrogeno e progestageno associados, ou entdo com
anticoncepcionais contendo apenas progestageno (RATHKE et al., 2001).

Desde 1970, os anticoncepcionais que contém apenas progestagenos vém sendo
muito utilizados devido a sua alta eficacia e baixa contra-indicacdo. Além disso, os
progestagenos podem ser prescritos para pacientes que estdo amamentando ou que
apresentam patologias, cuja evolugdo poderd se agravar com terapia exclusivamente
estrogénica (FRASER & WEISBERG, 1981).

Na categoria de anticoncepcionais hormonais injetaveis, a base de progestageno,
o acetato de medroxiprogesterona (MPA) ¢ o mais utilizado na clinica médica humana.
A dose convencional ¢ de 150mg sendo aplicada na fase folicular do ciclo a cada trés
meses. O MPA também ¢ indicado para o tratamento da endometriose € na reposicao
hormonal na menopausa (FUCHS et al., 2004). Além de inibir a ovulagdo, 0 MPA induz
atrofia endometrial, e pode causar alguns efeitos indesejaveis, dentre eles, o aumento do
tempo necessario para que seja restabelecida a fungdo ovariana apds a suspensdo do
tratamento, que pode variar de trés meses a um ano (RATHKE et al., 2001).

O MPA (Promone-E®) também ¢ utilizado no manejo reprodutivo de espécies
domésticas, sendo preferencialmente administrado por via subcutanea em cadelas na
fase do anestro. Para assegurar a inibi¢do continua do estro a longo prazo, a inje¢ao
deve ser repetida a cada seis meses. O principal efeito adverso do MPA em cadelas,
principalmente sob uso continuo, ¢ o risco da hiperplasia endometrial cistica, que
precede a piometrite, uma infec¢do uterina caracterizada por acimulo de exsudato
purulento no limen uterino (LUCAS et al., 2000/01).

Considerando a importancia do MPA na sincronizacdo do ciclo estral dos
mamiferos domésticos e de sua freqiliente utilizagdo como método contraceptivo, além
de sua utilizagdo terapéutica em diversas doengas como na hiperplasia endometrial, o

presente estudo teve por objetivo analisar os efeitos do tratamento prolongado com este



progestageno sobre o ciclo estral, o desenvolvimento folicular ovariano e a estrutura da

parede uterina de camundongas nuliparas.

1. Progestagenos

Os progestagenos incluem a progesterona, sintetizada naturalmente em
individuos de ambos os sexos, e as progestinas, derivados sintéticos, que exercem efeito
progestogénico no endométrio previamente sensibilizado pelo estrogeno (SCHINDLER
et al., 2003). A progesterona ¢ um esterdide derivado do colesterol, sendo que nos
individuos do sexo masculino, ¢ produzido em baixas quantidades pelas glandulas
adrenais e testiculos. Nas mulheres, a progesterona ¢ um importante regulador do
sistema reprodutor, sendo produzida pelo corpo luteo, pela placenta durante a gravidez
e, em baixas concentragdes, pelo cortex da adrenal (SCHINDLER et al., 2003; RUIZ
PARRA, 2004).

A maioria das progestinas ¢ derivada da progesterona ou da testosterona e
podem se ligar ndo s a receptores de progesterona quanto de outros esterdides.
Possuem vérias aplicacdes na clinica médica, sendo prescritas na terapia de reposi¢ao
hormonal, na indu¢do de amenorréia, no tratamento de hiperplasia ou cancer de
endométrio e hiperandrogenismo, € na contracep¢ao. Os progestagenos derivados da 17-
a-hidroxiprogesterona englobam o acetato de medroxiprogesterona (MPA), acetato de
megestrol, acetato de ciproterona e acetato de clormadinona. O acetato de ciproterona ¢
utilizado no tratamento de hiperandrogenismo grave ou associado ao estrogénio na
pilula anticoncepcional e na terapia de reposi¢ao hormonal na menopausa. O acetato de
clomardinona apresenta efeito antiestrogénico e j& foi utilizado como anticoncepcional.
(SCHINDLER et al., 2003; ARAUJO JUNIOR & ATHANAZIO, 2007; HICKEY &
SALAMONSEN, 2008). O acetato de medroxiprogesterona (MPA) ¢ uma progestina
injetavel ainda muito utilizada, sendo estimado que, na década de noventa, mais de 15
milhdes de mulheres em todo o mundo a utilizavam (RATHER et al., 2001). O MPA
inibe a ovulacdo através da supressdo dos picos de FSH e LH e induz atrofia do
endométrio e espessamento do muco cervical (GREYDANUS et al., 2001).

Na década de noventa também foi introduzida a drospirenona que ¢ um
progestina derivada da espirolactona, um potente antimineralocorticdide (SITRUK-
WARE, 2004). A diversidade de progestinas estd intimamente associada ao
aperfeicoamento da tecnologia contraceptiva ¢ da terapia de reposi¢do hormonal,

sempre na busca de farmacos que nao apresentem efeitos indesejaveis. Na contracepgao
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hormonal, o papel fundamental das progestinas ¢ inibir a ovulagdo, sendo que os
estrogenos sdo associados as férmulas dos contraceptivos para diminuirem o risco de
sangramento uterino, efeito que pode ocorrer com a utilizacdo apenas do progestageno,
ou para potencializar o efeito inibitorio sobre a ovulagdo. Na terapia de reposi¢ao
hormonal as progestinas oferecem protecdo endometrial, evitando a hiperplasia e o
adenocarcinoma do endométrio (RUIZ PARRA, 2004).

A acdo dos contraceptivos que contém apenas progestinas depende de muitos
fatores, como a via de administracdo, oral ou parenteral, tempo de tratamento, dose e
natureza do hormodnio sintético administrado, se semelhante a progesterona ou a
testosterona (SCHINDLER et al., 2003; SITRUK-WARE, 2004; HICKEY &
SALAMONSEN, 2008). As progestinas, inclusive o MPA, podem apresentar efeitos
indesejaveis como cefaléia, ansiedade, tontura, diminui¢do da libido, hipersensibilidade
mamaria, depressdo, aumento de peso e diminuicdo da densidade mineral Ossea
(CROMER et al., 1996; PAIVA, 1997, GREYDANUS et al., 2001; RATHKE et al.,
2001). Um dos efeitos colaterais freqlientemente relatados por usudrias que fazem uso
continuo do MPA ¢ o tempo relativamente longo de trés meses a um ano, para que seja

restabelecida a fertilidade apds a suspensdo do tratamento (RATHKE et al., 2001).

2. Ciclo Estral

O camundongo torna-se apto a reproducdo aos 60 dias de idade e os principais
indicadores da maturidade sexual, no macho e na fémea sdo, respectivamente, a descida
dos testiculos para o escroto, verificada em torno do 20° dia de vida pds-natal ¢ a
abertura vaginal, fendmeno detectado no 35° dia de vida (ANDRADE et al., 2002).

Os camundongos sdo mamiferos poliéstricos que apresentam ciclo estral regular,
com duragio média de quatro dias (DELLMANN & BROWN, 1982; SIMOES, 1984;
BANKS, 1992; BACHA & BACHA, 2003).

As fases do ciclo estral sdo o proestro, o estro, o metaestro e o diestro (Fig. 1). O
proestro compreende a fase folicular do ovério, que culmina no estro. E caracterizado
pela aceleracdo do crescimento folicular sob influéncia do FSH e também pelo
desenvolvimento endometrial. Os foliculos em desenvolvimento comecam a secretar
estrogeno, que passa a suprimir os niveis de progesterona do ciclo anterior em declinio.
O estro se caracteriza pela completa influéncia do estrégeno sobre os 6rgdos genitais,
correspondendo & fase em que a fémea esta receptiva ao macho. E nesse periodo que

ocorre a ovulagdao. O metaestro e o diestro correspondem a fase luteinica do ovario,
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sendo o metaestro um estagio intermedidrio, onde a queda nos niveis de estrégeno ¢
compensada pelos niveis de progesterona em ascensdo, devido ao inicio do
funcionamento dos corpos luteos. O diestro ¢ o periodo do ciclo em que se encontram as
maiores concentracdes de progesterona de fase Iluteinica ativa e as glandulas
endometriais atingem o pico da sua atividade secretora. Caso ocorra fertilizacdo e
prenhez, ocorrerd um prolongamento do diestro.

Quando agrupadas numa mesma gaiola, as camundongas podem apresentar
aciclicidade (BANKS, 1992), que ¢ revertida com a exposi¢do das fémeas ao macho. A
partir dai o estro retorna em um prazo de até 48 horas, sendo que a este fendmeno da-se
o nome de Efeito de Whitten (ANDRADE et al., 2002). Além disso, fatores como idade,
linhagem, bem como as condi¢des alimentares e de luminosidade podem provocar
variagdes no ciclo estral (SIMOES, 1984). Camundongas C57 BL/6, por exemplo,
apresentam um ciclo estral mais longo, que oscila entre 5 a 6 dias (SCHUSTER &
SCHAUB, 2001).

Embora o ciclo estral seja definido principalmente pelo quadro de alteragdes
ciclicas que acontecem no ovario e no endométrio, o acompanhamento do ciclo pode ser
feito, na pratica, pela avaliagdo de esfregacos vaginais. As variagdes ocorridas no
epitélio da mucosa vaginal, com relagio ao numero de camadas e grau de
queratinizagdo, constituem o principal aspecto analisado nesses esfregacos (BANKS,
1992; BACHA & BACHA, 2003).

O epitélio vaginal ¢ classificado histologicamente como estratificado
pavimentoso, sendo particularmente sensivel as alteracdes hormonais. Conforme os
niveis de estrogeno aumentam, o epitélio da mucosa vaginal aumenta em espessura. As
células epiteliais progridem de ndo-queratinizadas para queratinizadas na medida em
que ocorre o espessamento desse epitélio. Histologicamente, o epitélio da mucosa
vaginal em proestro ¢ caracterizado por células epiteliais superficiais nucleadas. No
estro o epitélio da mucosa vaginal atinge a sua maior espessura, com a ocorréncia de
células epiteliais superficiais queratinizadas com contornos citoplasmaticos retos e
nucleos picndticos. Entre o estro e o metaestro, a descamagado do epitélio vaginal causa
a liberagdo de células epiteliais superficiais queratinizadas e anucleadas, com a redugao
no numero de camadas do epitélio vaginal, o que facilitara a migra¢do de neutrofilos e
linfocitos provenientes da lamina propria para a luz da vagina. No metaestro, portanto,
sdo observados nos esfregacos vaginais, neutrofilos, linfocitos e células epiteliais,

principalmente anucleadas. No diestro, os neutrofilos e linfocitos sdo abundantes no
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esfregaco vaginal, reaparecendo as células epiteliais pequenas arredondadas e
nucleadas, além da presenca de muco oriundo das glandulas cervicais (NELSON et al.,

1982; BANKS, 1992; BACHA & BACHA, 2003).

Figura 1: Caracterizagdo das fases do ciclo estral de camundongas através de

esfregacos vaginais. a- Proestro: predominio de células epiteliais nucleadas. b- Estro:
com a ocorréncia de células epiteliais queratinizadas e anucleadas. c- Metaestro: com
células epiteliais anucleadas, linfocitos e neutrofilos. d- Diestro: predominancia de

neutréfilos, linfécitos e presenca de muco. HE. Barra: 30 pum.

As células do epitélio vaginal sdo divididas basicamente em trés tipos: parabasal,
intermediario e superficial. As células parabasais t€ém formato arredondado e sdo as
menores células observadas nos esfregacos (Fig. 2a). Apresentam uniformidade quanto
ao tamanho, sendo observadas de forma isolada ou em pequenos grupos (GUIMARAES
etal., 1997, BACHA & BACHA, 2003; BARBOSA et al., 2007).

As células intermediarias sdo maiores que as parabasais (Fig. 2b) e apresentam

nucleo vesicular, arredondado ou ovoide (BACHA & BACHA, 2003; BARBOSA et al.,
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2007). As células superficiais nucleadas (Fig. 2c) sdo maiores que as intermediarias e
possuem forma poligonal e bordas angulares. Seus nicleos podem apresentar-se intactos
ou picnéticos. O citoplasma € eosinofilico com granulos citoplasmaticos peri-nucleares
de pequeno tamanho (GUIMARAES et al., 1997; BACHA & BACHA, 2003;
BARBOSA et al.,, 2007). As células superficiais anucleadas (Fig. 2d), também
chamadas de queratinizadas, apresentam forma poligonal e bordas irregulares

(GUIMARAES et al., 1997; BACHA & BACHA, 2003; BARBOSA et al., 2007).
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Figura 2: Células epiteliais da mucosa vaginal. a- Célula epitelial parabasal. b- As setas
indicam células intermedidrias associadas a uma célula superficial com nucleo picnético
(*). ¢ - Células superficiais nucleadas (setas). d- C¢lulas superficiais anucleadas e

queratinizadas (setas) . Coloragao: HE. Barra: 20 um.
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Resumo
O ovario dos mamiferos ¢ constituido por milhares de foliculos primordiais, os quais
constituem a reserva folicular ovariana. Os foliculos primordiais sdo formados durante a
vida fetal e cada um ¢ composto por um ovoécito envolvido por uma camada de células
foliculares pavimentosas de natureza epitelial. Geralmente cada foliculo apresenta
apenas um ovocito, entretanto foliculos multiovocitarios (MOFs) tém sido relatados em
varias espécies de mamiferos. Apesar da incidéncia relativamente alta de MOFs, o
entendimento completo dos mecanismos de formagdo dos mesmos e o seu significado
para a vida reprodutiva da fémea ainda nao foi totalmente elucidado. Este trabalho
apresenta aspectos do controle molecular da foliculogénese que subsidiam um possivel

mecanismo de formagdo dos MOFs.

Palavras-chave: ativina, foliculos multiovocitarios, inibina

Introducéo

A fertilidade da fémea depende da diferenciacdo adequada das gonadas e de
eventos determinantes, destacando-se dentre eles a maturagdao do ovoécito, a proliferacao
e diferenciacdo das células da granulosa e a interacdo entre os fatores enddcrinos,
autocrinos e paracrinos, responsaveis pelas alteracdes ciclicas do ovario durante o
desenvolvimento folicular (ELVIN & MATZUK, 1998). A unidade basica funcional do
ovario ¢ o foliculo ovariano, basicamente constituido de um ovocito envolvido por uma
ou mais camadas de células somaticas (SKINNER, 2005; KNIGHT & GLISTER,
2006). No periodo fetal, durante a diferenciacdo do ovario, sdo formados os foliculos
primordiais. Esse tipo de foliculo ¢ composto por um ovécito bloqueado em diploteno

da Proéfase I, circundado por uma camada de células foliculares de natureza epitelial.
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O ovario neonatal da mulher ¢ dotado de milhdes de foliculos primordiais que
permanecerao latentes até iniciarem o seu desenvolvimento. O mecanismo molecular
que interrompe a laténcia do foliculo e induz a retomada do crescimento para a
maturacdo final ainda nao ¢ totalmente conhecido (BRISTOL-GOULD &
WOODRUFF, 2006). A populacdo de foliculos que efetivamente atinge a maturagio ¢é
reduzida, aproximadamente 0,1% do total de foliculos, sendo que a maioria ird sofrer
atresia em algum momento do desenvolvimento folicular (KNIGHT & GLISTER,
2006).

Geralmente, nos mamiferos, cada foliculo ovariano apresenta apenas um ovocito
(PAYAN-CARREIRA & PIRES, 2008). Entretanto, foliculos multiovocitarios tém sido
relatados em répteis, aves, roedores, caes, gatos, coelhos, macacos do género Rhesus e
mulheres (BRISTOL-GOULD & WOODRUFF, 2006; GUILLETTE Jr & MOORE,
2006; PAYAN-CARREIRA & PIRES, 2008). Os foliculos multiovocitarios ou MOFs
(Fig. 1) s@o caracterizados por dois ou mais ovocitos circundados por uma ou mais
camadas de células da granulosa (GUILLETTE Jr & MOORE, 2006), sendo mais
observados no ovario de animais recém nascidos € jovens do que em animais mais
velhos (PAYAN-CARREIRA & PIRES, 2008). GUILLETTE Jr & MOORE (2006)
observaram alta freqiiéncia de MOFs em fémeas de jacaré expostas a contaminantes
ambientais como bisfenol A, endosulfan e atrazina, no periodo embrionério.

A formacdo dos MOFs pode ser decorrente da nao separacdo das células
germinativas nos cistos durante a formacao dos foliculos primordiais na vida fetal, ou de
rapida proliferacdo de células germinativas que ndo ¢ acompanhada por nlimero
suficiente de mitoses das células foliculares, resultando na inclusio de mais de um
ovocito dentro do mesmo foliculo (BRISTOL-GOULD & WOODRUFF, 2006;
PAYAN-CARREIRA & PIRES, 2008).

A presente revisdo descreve aspectos basicos do controle molecular da
foliculogénese nos mamiferos, que subsidiam o possivel mecanismo de formagdo dos

foliculos multiovocitarios.
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Figura 1: Foliculos multiovocitarios no ovario de camundonga. a- Estigio pré-antral
com trés ovocitos. b e ¢ - Estagio antral com dois ovocitos. d- Estdgio multilaminar com
dois ovécitos. (*) Ovocitos circundados por células da granulosa. Coloragdo: Azul de

Toluidina -Borato de sddio. Barra: a-c= 100 um; d= 50 um.

Estagios do desenvolvimento folicular

A foliculogénese consiste no processo de formagdo, crescimento e maturacao
folicular, come¢cando com a formagdo do foliculo primordial ¢ culminando com o
estagio de foliculo maduro, também denominado De Graaf ou pré-ovulatorio. Com base
no crescimento do foliculo e no desenvolvimento do ovdcito sdo identificados
basicamente quatro estagios no desenvolvimento folicular: foliculos primordiais,
foliculos primarios unilaminares e multilaminares, foliculos secundarios e foliculos
maduros (VAN DEN HURK & ZHAO, 2005).

As gonadotropinas hipofisarias, FSH e LH, atuam diretamente no crescimento e

desenvolvimento ovariano (RACOWSKY & GELETY, 1998). Entretanto, os estagios
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iniciais da foliculogénese nao sao dependentes do controle gonadotrofico. O
desenvolvimento dos foliculos primordiais até a fase pré-antral acontece de forma
aleatoria e continua, independente do estimulo de FSH (GOUGEON, 1996). Este
desenvolvimento ocorre mesmo em ocasides em que o FSH encontra-se suprimido
como por exemplo na gestacao, tratamento com contraceptivos, lesdes hipofisarias. A
partir da fase pré-antral, se ndo houver o efeito estimulador do FSH, o destino da
maioria destes foliculos ¢ a atresia (GOUGEON, 1996; SPEROFF & FRITZ, 2005).

O primeiro sinal do desenvolvimento morfolégico folicular é quando as células
foliculares que constituem uma tnica camada no foliculo primordial passam do formato
achatado para cubico (FAIR, 2003; MARTINS et al., 2008). Um ovocito rodeado por
uma Uunica camada de células foliculares cubicas caracteriza o foliculo primario
unilaminar. Outra modificacdo importante ¢ o surgimento da zona pelucida, estrutura
glicoprotéica que recobre o ovdcito e que ¢ mantida por todo o desenvolvimento
folicular (RANKIN et al., 2001; MANNIKKO et al., 2005).

A progressdo para foliculo multilaminar ¢ caracterizada pelo aparecimento de
varias camadas de células foliculares que formam o estrato da granulosa, bem como o
aparecimento das células da teca, aumento do diametro do ovécito e zona pelucida
evidente (FAIR, 2003; SENEDA & BORDIGNON, 2007). Durante o processo de
formacao do foliculo multilaminar, alguns marcadores tém sido citados como de grande
importancia, tais como ativina — A e sua proteina de ligacao, folistatina (SILVA et al.,
2004). E neste momento que os foliculos em desenvolvimento parecem tornar-se
responsivos as gonadotrofinas FSH e LH (VAN DEN HURK et al., 2000). Em bovinos,
ovinos e ratos, a expressao de RNAm para receptores de FSH ¢ detectada em foliculos
com uma a duas camadas de células granulosa (FAIR, 2003). No estagio de foliculo
secundario, as células da granulosa apresentam jungdes do tipo gap, que permitem a
passagem de nutrientes, ions inorganicos, mensageiros secunddrios € pequenos
metabolitos entre as células da granulosa e entre ovoécito e granulosa (KIDDER &
MHAWI, 2002).

A medida que os foliculos crescem ocorre a proliferagio das células da
granulosa e da teca, que por sua vez se diferencia em teca externa e interna. O liquido
folicular comega a se acumular entre as células da granulosa e os espacos que contém
este liquido se juntam, formando-se assim uma grande cavidade, o antro folicular, que
caracteriza os foliculos secundarios ou antrais (RACOWSKY & GELETY, 1998;

MARTINS et al., 2008). O fluido folicular que preenche esta cavidade contém agua,
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eletrolitos, proteinas séricas, fatores de crescimento e alta concentragdo de hormodnios
esteroides secretados pelas células da granulosa (BARNETT et al., 2006).

Apds a formacdo do antro ocorre a proliferacdo continua das células da
granulosa e o aumento da cavidade antral resultando em um rapido crescimento do
foliculo sob a estimulagdo de FSH. O ovécito se torna localizado excentricamente
dentro do antro e ¢ rodeado por duas a trés camadas de células da granulosa, conhecidas
como cumulus oophorus. Assim, o foliculo atinge o seu maximo desenvolvimento,
sendo considerado maduro (RACOWSKY & GELETY, 1998).

Foliculos em diferentes estagios de desenvolvimento podem ser observados ao
mesmo tempo no ovario e, embora qualquer um deles possa atingir a maturagdo, apenas
foliculos que estiverem em fase mais avangada de desenvolvimento poderdo atingir o
estagio maduro sob estimulo gonadotréfico (GOUGEON, 1996; FAUSER & VAN
HEUSDEN, 1997).

O recrutamento inicial, processo de desenvolvimento de foliculos primordiais,
acontece de maneira continuada durante a vida da fémea até a exaustdo do estoque de
foliculos primordiais (GOUGEON, 1996). Em espécies monovulatérias, apenas um
foliculo ¢ selecionado dentre os recrutados para continuar a crescer e diferenciar-se em
foliculo ovulatério, enquanto os demais tém como destino a atresia. O foliculo
selecionado ¢ conhecido como foliculo dominante e suprime ativamente o crescimento

dos subordinados pela secre¢do de estradiol e inibina (BURATINI Jr, 2007).

Formacao dos foliculos primordiais

No embrido, o inicio do desenvolvimento ovariano comeg¢a com a migragao das
células germinativas primordiais ou gondcitos, localizadas na parede do saco vitelinico,
para as gonadas em formacdo. Os gonocitos, ao colonizarem as gonadas, perdem a sua
mobilidade e ddo inicio a gametogénese. No ovdrio, as células germinativas primordiais
sofrem diversas divisdes mitéticas e transformam-se em ovogonias. A citocinese ¢é
incompleta durante essas divisdes celulares, criando assim diversos aglomerados
(cistos) de ovogonias, que serdo circundados por células somaticas denominadas células
da pré-granulosa (CHEN et al., 2007; MAYO et al., 2007; SENEDA & BORDIGNON,
2007; MARTINS et al., 2008). A formacao desses cistos tem a vantagem de promover a
comunicacdo entre ovogonias e a diferenciacdo coordenada destas células (MAYO et

al., 2007). Células filhas resultantes da divisdo de ovogoOnias podem ter destinos
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diferentes: uma se divide imediatamente, enquanto a outra permanece em intérfase e
divide-se periodicamente, originando novas ovogonias (MARTINS et al., 2008). Por sua
vez, as ovogonias diferenciam-se em ovocitos I, células programadas para entrar na
primeira divisao meidtica e que permanecem bloqueadas na profase 1.

Em ratas, os cistos podem conter aproximadamente 32 ovogdnias. Treze dias e
meio apos a fertilizagdo, ja sdo identificados ovocitos em profase I. Aproximadamente
dezenove dias ap0Os o coito os cistos comecam a ser invadidos pelas células somaticas
(pré-granulosa) que irdo circundar os ovoécitos. A morte de células germinativas ocorre
de maneira intensa entre dezesseis e vinte e quatro dias apés o coito (BRISTOL-
GOULD et al., 2006; BRISTOL-GOULD & WOODRUFF, 2006)

Vinte e quatro horas apds o nascimento no rato e aproximadamente 21 semanas
de gestagdo nos humanos e macacos, os ovocitos sdo separados dos cistos germinativos,
e irdo constituir os foliculos primordiais (CHEN et al., 2007). Ao mesmo tempo o
numero de ovdcitos no ovario ¢ drasticamente reduzido por morte celular (MAYO et al.,
2007). Em varias espécies de mamiferos, incluindo as ratas, mais da metade dos
ovocitos morrem no inicio do desenvolvimento, antes da formacao dos foliculos.
Durante este processo, algumas células de cada ninho sofrem apoptose, deixando apenas
um ter¢o do niimero total de sobreviventes. Nessas espécies, a separacdo dos ovocitos
do ninho ocorre pela morte de algumas células desse ninho, causando a segregagao de
um ninho em outro ainda menor. Isto ¢ repetido até que permanecam poucos ovocitos
num individuo. Assim, a morte celular programada de alguns ovdcitos seria necessaria

para haver a segregacao desses ninhos (CHEN et al., 2007).

Inibinas, ativinas e folistatinas

As ativinas e inibinas sdo membros da superfamilia do Transforming Growth
Factor-f (TGF-B), assim como o hormdnio antimiilleriano e as Bone Morphogenetic
Proteins (BMPs). As ativinas sdo uma familia de proteinas formadas por homodimeros
das subunidades B da inibina (ativina A: BA- BA, ativina B: BB- BB) e heterodimeros
das subunidades B da inibina (ativina AB: BA- BB) ligadas por pontes de dissulfeto
(ETHIER & FINDLAY, 2001; KIPP et al., 2007).

No sistema reprodutor feminino normal, as inibinas atuam na hipofise e no
ovario. A subunidade o da inibina é produzida por células da granulosa no ovario,

enquanto que as subunidades [ e as ativinas atuam em uma variedade de tecidos,
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incluindo ovarios, hipdfise, placenta, tecido nervoso e mamario (GUILLETTE Jr &
MOORE, 2006).

Segundo HAFEZ & HAFEZ (2004), as inibinas desempenham um importante
papel na regulagdo hormonal da foliculogénese durante o ciclo estral, atuando como
sinalizadores quimicos para a hipofise. Biologicamente, a inibina atua na diminui¢ao da
sintese e da liberagdo do FSH. No sistema reprodutor feminino, a ativina exerce funcdes
marcantes no controle da secre¢cdo hormonal, atuando nos gonadotropos hipofisarios e
promovendo a secre¢do de FSH induzida pelo hormonio liberador de gonadotrofinas
(GnRH) (BILEZIKIJIAN et al., 2004). A ativina induz também a prolifera¢ao de células
da granulosa e aumenta a expressao de receptores do FSH, a esteroidogénese da célula
da granulosa, a atividade da aromatase estimulada pela gonadotrofina e a producgdo de
estradiol, além de atrasar o inicio da luteinizagdo e atresia folicular (MARTINS DA
SILVA et al., 2004; BEG & GINTHER, 2006).

A folistatina ¢ um peptideo produzido pelas células hipofisarias, incluindo as
gonadotrdficas, bem como pelas células da granulosa no ovario (LIN et al., 2003;
BILEZIKJIAN et al., 2004). Além de sua acdo endocrina de inibigdo da sintese e
secrecao de FSH e da resposta do FSH ao GnRH, similarmente a inibina, a folistatina
tem o importante papel de antagonizar as agdes promovidas pela ativina. A folistatina ¢
o principal regulador da bioatividade da ativina, ligando-se a ela com alta afinidade,
neutralizando a sua atividade bioldgica. Portanto, constitui-se num agente modulador da
secrecao de FSH (PHILIPS & DE KRETSER 1998; HAFEZ & HAFEZ, 2004).

As proporgoes intrafoliculares de ativina: folistatina e ativina: inibina tém sido
sugeridas como parametros potencialmente importantes na regulacio da foliculogénese.
A folistatina neutraliza a atividade da ativina A por meio da sua ligacdo, e a inibina A
opoe-se as agdes da ativina A. Por isso, uma proporcao de ativina A: folistatina e ativina
A: inibina A reflete a quantidade total de ativina ativa, disponivel para a interacdo com
seus receptores (BEG & GINTHER, 2006).

O mecanismo classico de agdo celular da ativina envolve a ligacdo a receptores
transmembrana, que desencadeiam uma cascata de fosforilagdo protéica intracelular.
Existem dois tipos de receptores de ativina (Fig. 2), denominados receptor tipo I
(ActRI) e tipo II (ActRII). A ligacdo da ativina se faz com o ActRII, provocando o
recrutamento e ativagdo do ActRI. O ActRI ativado fosforila uma molécula sinalizadora

da familia Smad (Smad 2 ou Smad 3), que entdo interage com a Smad 4 e este complexo
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se transloca para o nucleo, onde promove expressao génica (ATTISANO et al., 2001;
BERNARD et al., 2001; JONES et al., 2002b; LIN et al., 2003).

A familia Smad ¢ um conjunto de moléculas responsaveis pela sinalizacdo
intracelular. Existem trés classes destas moléculas de transdugdo: as R-Smad, que sdo as
moléculas ativadas pela subunidade RI do receptor, as Common Smad, ou mediadores
comuns que formam um complexo heteromérico com as R-smad e translocam para o
nlcleo para ativar as respostas génicas especificas, e as Inhibitory Smad que sdo
potentes inibidores do sinal de ativina (ATTISANO et al., 2001; GRAY et al. 2001;
BERNARD et al. 2001).

Ja foram identificados dois subtipos de receptores tipo II (ActRIIA e ActRIIB) e
dois subtipos de receptores tipo I (ActRIA ou ALK2-activin receptor like kinase 2 e
ActRIB ou ALK4). Entretanto, o ActRIA estd mais associado a sinalizagdo das BMPs
do hormoénio antimulleriano, indicando que o ActRIB ¢é o principal receptor tipo I
envolvido no mecanismo de agdo da ativina (JONES et al., 2002b).

A biodisponibildade da ativina ¢ também regulada pela inibina. A inibina ¢ um
antagonista de ativina em muitos tecidos. Uma vez que nenhum receptor de inibina foi
identificado até o momento, sua agdo parece ser decorrente de interacdo com o ActRII.
De fato, a inibina ¢ capaz de ligar-se ao receptor tipo II da ativina, sem, entretanto,
disparar a cascata de eventos intracelulares que resultam no efeito final da ativina
(WELT et al., 2003). No entanto, o modelo de inibi¢do competitiva ndo explica
satisfatoriamente a a¢do da inibina, porque sua afinidade pelo ActRII é muito baixa, se
comparada aquela da ativina (GRAY et al., 2001).

Recentemente, foi descoberto que a inibina liga-se com alta afinidade ao
receptor betaglicano TGF f 11, facilitando a interacdo com o receptor tipo II da ativina,
inibindo as ac¢des da ativina mesmo em baixas concentragdes de inibinas (GRAY et al.,

2001; JONES et al., 2002b).
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Figura 2: Mecanismo de sinalizagdo celular das ativinas (Fonte: NASCIMENTO, 2006).

FSH, estrégeno, inibina/ativina, e MOFs

Uma série de observagdes tem contribuido pra a hipotese de que os hormonios
maternos sejam necessarios para a manuten¢ao dos ninhos de células germinativas no
feto e que a abrupta diminui¢do desses hormonios ao nascimento desencadeia a
separacdo dos ninhos e formacao dos foliculos primordiais. Ovarios de ratas expostas a
estrogénios no periodo pré-natal ou neonatal apresentam uma grande quantidade de
foliculos multiovocitarios, sugerindo que a exposi¢ao continua ao estrogeno preserva os
ninhos de células germinativas, ocasionando a migracao de células pré-granulosas em
torno de vérios ovoécitos (MAYO et al., 2007).

GUILLETTE Jr & MOORE (2006) sugeriram que o aparecimento de foliculos
multiovocitarios pode ser causado pela superexpressdo de subunidades o de inibina,
favorecidas pelo uso de contaminantes ambientais com agdo estrogénica, cujo
mecanismo altera o sistema gonadotrofina-estrogéno-inibina/ativina por induzir a
expressdo génica de subunidades o de inibina e folistatina no inicio da foliculogénese.
Isso estimularia a produgdo de niveis aumentados de inibina A, causando a formagao de

foliculos multiovocitarios.
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Durante a foliculogénese normal, o ovario fetal de humanos e babuinos
expressam preferencialmente subunidades de inibina  em vez de subunidades de
inibina o (GUILLETTE Jr & MOORE, 2006).

O aparecimento dos MOFs parece estar associado a exposi¢do no periodo
neonatal de desreguladores enddcrinos com atividade estrogénica, dentre eles os
estrogenos enddgenos, como o 17 P-estradiol, estrogenos sintéticos, como o
dietilestibestrol (DES) e fitoestrogenos (JEFFERSON et al., 2007; KIM et al., 2008;
PAYAN-CARREIRA & PIRES, 2008).

As agdes do estrogénio sdo mediadas por receptores de estrogeno (ER) do tipo
alfa (Era) e beta (ERp). No ovéario, ERa sdo expressos nas células intersticiais e da teca,
enquanto que ERP nas células da granulosa (KIPP et al. 2007). DES pode se ligar a
ambos os ERa e ERf, com maior afinidade do que o 17 B-estradiol. De acordo com
KIM et al. (2008) o uso de DES induziu a formagdo de foliculos multiovocitarios in
vitro, sugerindo que as gonadotrofinas hipofisdrias podem ndo ser essenciais para a

ocorréncia de foliculos multiovocitarios.

Por outro lado, o FSH estimula as células da granulosa a produzirem
subunidades de inibina a e inibina B4 in vitro e in vivo em células da granulosa maduras

(GUILLETTE Jr & MOORE, 2006).

Um mecanismo hipotético de formacéo de MOFs

GUILLETTE Jr & MOORE (2006) estabeleceram uma hipotese de via de
formagdo dos foliculos multiovocitarios através de fatores capazes de alterar a
sinalizacdo normal de estrogenos no desenvolvimento ovariano.

No inicio do processo de foliculogénese normal, subunidades de ativina 4 sdo
expressas predominantemente no ovario. Essas subunidades dimerizam para produzir
niveis criticos de ativina A, que estimulam a proliferacdo de células da granulosa
durante a foliculogénese.

Estrogenos ambientais incluindo varios pesticidas, plastificantes e fitoestrogenos,
interferem no desenvolvimento dos ovarios. Esses estrogenos ambientais se ligam a
receptores perinucleares, ocasionando a producdo de fatores de transcrigdo, que
induzem a sintese de vérias proteinas da via normal de foliculogénese. A inibina alfa e

a folistatina sdo exemplos de proteinas cuja sintese ¢ estimulada. A produ¢do aumentada
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de inibina o leva a um aumento inadequado de inibina A, que atua como uma
antagonista local da ativina. A folistatina também atua como antagonista local da ativina,
através da ligacdo e inativagdo das moléculas de ativina A.

Finalmente, a inibicdo da ativina A resulta na formacdo de foliculos
multiovocitarios devido ao comprometimento da proliferagdo das células da granulosa e

possivel aumento de apoptose destas células.

Considerac6es Finais

Nesta revisdo, evidenciou-se a participacdo da inibina que pode atuar como um
antagonista local da ativina A por competir com o seu receptor, facilitando a formagao
dos foliculos multiovocitarios. Tém-se sugerido que desreguladores endocrinos com
atividade estrogénica poderiam levar a alteracdo da fertilidade, tal como tem sido
relatado em animais silvestres e em roedores, utilizados como modelos experimentais
em laboratdrio. Entretanto, mais estudos sd3o necessarios para investigar o mecanismo
molecular na indu¢do do desenvolvimento folicular e aparecimento de MOFs, bem
como até que ponto a presenca de grande quantidade de MOFs poderia comprometer a

fertilidade feminina.
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ARTIGO 2
HISTOMORFOMETRIA OVARIANA DE CAMUNDONGAS APOS
TRATAMENTO PROLONGADO COM ACETATO DE
MEDROXIPROGESTERONA

Manuella Carvalho da Costa.', Izabel Regina dos Santos Costa Maldonado °, Raphael
Teixeira Melo °, Mariana Ferreira Lanna *, Sérgio Luis Pinto da Matta®’, Tarcizio
Antonio Rego de Pauld’.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do tratamento prolongado com o
progestageno acetato de medroxiprogesterona sobre a histomorfometria ovariana de
camundongas. Foram utilizadas 24 fémeas nuliparas, com 60 dias de idade, distribuidas
nos seguintes grupos: 1- Controle (n=8) sem tratamento com acetato de
medroxiprogesterona (MPA); 2- Tratado com 0,06 mg de MPA/animal (n=8); 3-
Tratado com 0,12 mg de MPA/animal (n=8). Nos grupos tratados, cada fémea recebeu
uma dose de MPA, a cada 15 dias, por via subcutanea, sempre no periodo do diestro,
totalizando 90 dias de experimento (6 doses). Apds a ultima dose de MPA, as
camundongas foram submetidas a eutanasia no periodo do diestro. Realizou-se a
microtomia seriada do ovéario esquerdo de cada camundonga, obtendo-se cortes com 4
um de espessura que foram corados com azul de toluidina e borato de sédio a 1%. A
analise morfométrica consistiu na avaliagdo quantitativa de foliculos primordiais,
primarios unilaminares, multilaminares, pré-antrais, antrais e atrésicos, na determinacao
do didmetro das diversas categorias de foliculos e respectivos ovdcitos, além da
proporc¢do volumétrica dos seguintes constituintes: foliculos, estroma do cértex ovariano
e regido medular. A freqliéncia de foliculos primarios unilaminares e pré-antrais foi
maior (P<0,05) nos grupos tratados, ndo havendo diferenga entre os grupos para outras
categorias de foliculos, indicando que o tratamento com o MPA ndo prejudicou o
recrutamento inicial de foliculos primordiais. A propor¢dao volumétrica da regido
medular ovariana foi maior nos grupos tratados, sugerindo uma possivel reorganizagao

entre as regides cortical e medular em decorréncia da inibi¢ao de ovulacao pelo MPA.

Palavras chave: acetato de medroxiprogesterona, ovario, foliculos ovarianos,

recrutamento inicial.
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1. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas, os anticoncepcionais que contém apenas progestagenos
vém sendo muito utilizados devido a sua alta eficacia e baixa contra-indica¢do. Além
disso, os progestagenos podem ser prescritos para pacientes que estdo amamentando ou
que apresentam doencas, cuja evolucdo podera se agravar com terapia exclusivamente
estrogénica (FRASER & WEISBERG, 1981).

Na categoria de anticoncepcionais hormonais injetaveis, a base de progestageno,
o acetato de medroxiprogesterona (MPA) ¢ um dos contraceptivos mais utilizados, tanto
na clinica médica humana quanto na medicina veterinaria, sendo aplicado em mulheres
na fase folicular do ciclo a cada trés meses, enquanto que em cadelas ¢ administrado na
fase do anestro, devendo ser repetida a cada seis meses (LUCAS et al., 2000/01;
RATHKE et al., 2001).

O acetato de medroxiprogesterona ou acetato de 17-o-hidroxi-progesterona, ¢é
um derivado sintético da progesterona que apresenta atividade progestacional
prolongada quando administrado por via intramuscular. Seu efeito contraceptivo ocorre
pela inibicdo da producdo das gonadotrofinas hipofisarias, LH e FSH, que por sua vez
previne a matura¢do folicular e ovulagdo, além de promover um aumento da viscosidade
do muco cervical e inibir a contratilidade do miométrio (RATHKE et al., 2001;
SCHINDLER et al., 2003; HICKEY & SALAMONSEN, 2008).

De modo geral, os contraceptivos podem apresentar varios efeitos indesejaveis.
Uma queixa freqlientemente relatada por usudrias que fazem tratamento continuo com o
MPA ¢ o tempo necessario para que seja restabelecida a funcdo ovariana e fertilidade
apods a suspensdo do tratamento, que pode variar de trés meses a um ano (RATHKE et
al.,, 2001). Ja em gatas e cadelas, a estimulagdo continua com MPA predispde ao
desenvolvimento de hiperplasia endometrial cistica e piometrite, além da ocorréncia de
tumores mamadrios. Com base nestes relatos, o objetivo deste trabalho foi avaliar por
métodos histomorfométricos os efeitos do tratamento prolongado com MPA sobre a

reserva folicular ovariana de camundongas adultas.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Animais e grupos experimentais

Foram utilizadas 24 camundongas albino sui¢o, nuliparas, com 60 dias de idade
e provenientes do biotério do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da Universidade
Federal de Vigosa (UFV). As camundongas foram mantidas no Laboratério de Nutri¢ao
Experimental do Departamento de Nutri¢do da UFV e os procedimentos experimentais
foram aprovados pelo Comité de Etica Animal da UFV (Processo 54/2009). Durante o
periodo experimental as camundongas foram mantidas em gaiolas individuais, sob
condig¢des de fotoperiodo controlado (claro/escuro de 12h/12h), temperatura entre 22 e
24°C, com agua e racdo comercial ad libitum.

Apo6s verificagdo da regularidade do ciclo estral, através de exame
colpocitoldgico, as fémeas foram distribuidas de modo aleatorio nos seguintes grupos:
1) Controle: receberam seis doses de 0,06 ml de dgua destilada, por via subcutanea
(n=8); 2) 0,06 mg (ou 2 mg/Kg) de MPA/fémea (n=8) e 3) 0,12 mg (ou 4 mg/Kg) de
MPA/fémea (n=8). Nos grupos tratados, cada fémea recebeu uma dose de MPA',
PROMONE-E®, PFIZER por via subcutinea a cada 15 dias, sempre no periodo do
diestro, totalizando 90 dias de experimento (6 doses). O PROMONE-E® encontra-se
disponivel sob a forma de suspensdo aquosa estéril, em embalagem de 1ml com 50 mg.
Essa suspensdo foi diluida em agua destilada, de maneira que as fémeas do grupo 2

recebessem doses de 2mg/Kg e as do grupo 3, doses de 4 mg/Kg.

2.2. Colheita dos ovarios

As camundongas controle e dos grupos tratados foram submetidas a eutandsia
por deslocamento cervical, sempre no periodo do diestro. Apds a obten¢do do peso da
camundonga em balanca digital (0,01g), foi feita uma incisao abdominal sobre a linha
Alba, do pubis até a cartilagem xifoide, para a exposi¢do do conteido abdominal e
localizacdo dos 6rgdos internos do aparelho reprodutor. Em seguida, os ovarios foram
removidos sob lupa e pesados em balanga digital (0,01g). A partir dos valores de peso
corporal e peso ovariano, calculou-se o indice gonadossomatico (IGS) através da

seguinte formula:

' PROMONE-E® Pfizer S.A., Sdo Paulo, Brasil.
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IGS= PG x100
PC
onde:
PG = somatoria do peso dos dois ovarios
PC = peso corporal
Os ovarios foram fixados por imersdo em solucdo de paraformaldeido 4% em

tampdo fosfato pH 7,4 0,1mol L™.

2.3. Processamento histoldgico

Apbs 12 horas de fixacdo, os ovarios foram transferidos para uma solugao de
alcool etilico 70%. Apenas o ovario esquerdo de cada fémea foi submetido ao processo
de desidratacdo em série etanolica crescente e posterior inclusdo em resina a base de
glicol-metacrilato (Historesin®, Leica). Antes da desidratag¢do, o ovario foi seccionado
de maneira longitudinal mediana com o auxilio de uma lamina de aco. Na inclusao, as
duas metades de cada ovario foram orientadas com as faces de seccionamento voltadas
para baixo, posicionando-se uma metade ao lado da outra. A microtomia foi realizada
em microtomo rotativo (Reichert-Jung 2045 Multicut, Germany), obtendo-se cortes
seriados de 4 pum de espessura, que foram ordenados em laminas histologicas
previamente limpas e identificadas. Em cada lamina, foram colocadas trés fileiras de
cortes, sendo cada fileira composta de um minimo de seis e no maximo de oito cortes. A
coloracdo das preparagdes foi feita com azul de toluidina/borato de sodio a 1% e, para

montagem permanente das preparagdes, utilizou-se o meio Entellan-Merck®.

2.4. Analise morfometrica
2.4.1. Frequéncia absoluta de foliculos ovarianos

Utilizando o microscopio Olympus BX-40 e objetivas de 10, 20 e 40X foi
determinada a freqiiéncia absoluta de foliculo primordial, primério unilaminar e
multilaminar, pré-antral, antral e atrésico em dez cortes do ovario esquerdo de cada
fémea. O reconhecimento de cada tipo de foliculo foi baseado na descri¢do apresentada
na tabela 1, preconizada por FLAWS et al. (1997).

Foram contados todos os foliculos com ovdcito visivel. O primeiro corte

analisado foi estabelecido na primeira ladmina obtida na microtomia e o0s cortes
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subseqilientes foram analisados, respeitando-se o intervalo de 80 um. Estes cortes
também foram utilizados em outras analises, e por isso foram circulados em cada lamina
com caneta de retroprojetor para facilitar sua posterior identificagdo. Para cada tipo ou

categoria de foliculo, realizou-se a somatdria dos valores encontrados nos dez cortes.

Tabela 1. Classificagdo dos tipos de foliculos com base na morfologia das células

foliculares, células da teca e aparecimento do antro (FLAWS et al., 1997).

Tipos de foliculos

Primordial Ovdcito envolvido por uma camada de células foliculares pavimentosas

Ovdcito circundado por uma Unica camada de células foliculares pavimentosas e

Unilaminar ctbicas ou totalmente cubicas
Ovdcito envolto por diversas camadas foliculares, mas sem a presenga de antro e
Multilaminar células da teca em torno do foliculo
Ovdcito envolvido por até cinco camadas de células foliculares, liquido antral entre
Pré-antral . .
estas células e teca organizada
Antral Mais de quatro camadas de células da granulosa, antro bem desenvolvido e teca
Presenga de nticleos picnoticos e/ ou corpos apoptoticos entre as células da granulosa,
Atrésico separacdo das células da granulosa da membrana basal e alteragdes na forma do

ovocito

2.4.2. Diametro dos foliculos

Realizou-se o registro das imagens microscopicas, utilizando-se o
fotomicroscopio Olympus BX-60, objetiva de 20X e o sistema de captura QCapture
versao 1.91.0. Através do programa de analise /mage Pro Plus® versdao 4.5 para
Windows 98, determinou-se o didmetro de 30% da média obtida no grupo para foliculos
primordiais, primarios unilaminares, primarios multilaminares, pré-antrais e antrais.
Estes percentuais foram definidos apés o estudo de freqiiéncia dos foliculos, nos
diferentes estagios de desenvolvimento, nos cortes de ovario dos trés grupos estudados.
Em cada foliculo primordial e primdrio unilaminar foram tracadas duas linhas que
passavam pelo centro do foliculo e terminavam na membrana basal que apoia o epitélio
folicular ou a granulosa. O didmetro de cada foliculo, expresso em micrometros, foi

obtido pela média do comprimento das duas linhas tragadas. O mesmo procedimento
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foi adotado para medir o diametro do ovdcito. Ja nos foliculos em crescimento,
multilaminar, pré-antral e antral, foram utilizadas quatro linhas passando pelo centro,
obtendo-se posteriormente uma média destas quatro linhas. As medidas destes foliculos
foram obtidas com e sem a teca e o diametro do ovoécito foi determinado com e sem a

zona pelucida.

2.4.3. Proporgéo volumétrica dos componentes ovarianos

Para célculo da propor¢do volumétrica dos componentes ovarianos, foram
obtidas imagens panoramicas dos dez cortes de ovario/camundonga, utilizando-se o
fotomicroscopio Olympus AXC-70, objetiva de 4 X e o sistema de captura SPOT,
versdo 3.5.9. Uma gradicula composta por 96 interseccdes foi aplicada sobre as
imagens (Fig. 1). Foram computados os pontos coincidentes sobre o estroma ovariano
(epitélio de revestimento, albuginea ovariana e tecido conjuntivo intersticial) foliculos e
regido medular. Foram contados todos os pontos que incidiram sobre o corte do ovario,

totalizando-se 960 pontos por camundonga (96 pontos x 10 cortes).

Figura 1: Corte longitudinal do ovario esquerdo de camundonga Albino Suigo do grupo
3. No ovério observa-se a medula (M), o hilo (H) e a regido cortical (CT) repleta de
foliculos em diferentes estagios de desenvolvimento. Coloragdo: Azul de Toluidina-

Borato de Sédio. Barra: 300 pm.
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2.4.4. Volume do ovario

Para o céalculo do volume do ovario foi mensurada as suas dimensdes de
comprimento, largura e espessura com auxilio do programa /mage ProPlus, versao 4.5
para Windows 98. Estas dimensdes foram utilizadas através da formula: V= 4/3n
(A.B.C), onde A representa a metade do comprimento, B a metade da largura e C a

metade da espessura (MOREIRA et al., 1997; MASCARENHAS et al., 2006).

2.5. Analise estatistica
Os valores obtidos foram representados através de suas médias + desvio-padrao.
Para comparacdo entre médias, utilizou-se o teste de Student Newman-Keuls a 5% de

significancia, através do software STATISTICA em ambiente Windows 98.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Indices biométricos
Os valores médios dos pesos corporais, inicial e final, peso ovariano, indice

gonadossomatico € volume do ovario encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2. Peso corporal inicial e final, peso do ovario (PO) direito (D) e esquerdo (E),
indice gonadossomatico (IGS) e volume do ovario (VO) de camundongas submetidas ao

tratamento prolongado com MPA.

Grupos
Gl G2 G3
Peso corporal inicial (g) 16,28 £2,34% 16,98 +£2,122 17,39+ 1,542
Peso corporal final (g) 29,65+2,83° 32,84 +£535° 29,48 +2.97%
D 5,99+1,99* 7,43 £2.03° 5,73+1,65°
PO (mg) . .
E 5,32+1,90* 6,91 £1,20° 5,70+1,17¢%
IGS (%) 0,038 +£0,012*° 0,043 £ 0,005 * 0,034+ 0,011%
VO (ml) 0,016 £0,007* 0,013+ 0,004° 0,013 +£0,005°

Letras iguais na mesma linha ndo diferem significativamente entre si (P > 0,05).
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Observou-se que os valores obtidos para o peso corporal ao final do tratamento
foram maiores que no inicio do tratamento, mas nao houve diferenga significativa entre
os grupos (p>0,05). O aumento do peso corporal ¢ relatado em alguns estudos de
acompanhamento de pacientes que fizeram uso de contraceptivos somente a base de
progestagenos (SIVIN, 2003; BERENSON et al., 2008). Contudo, varios fatores podem
contribuir para esse resultado, dentre eles, a faixa etaria das pacientes, o perfil lipidico
da populacdo analisada, a dose utilizada e a classe do progestageno usado, com
propriedade androgénica ou nao (MAINWARING et al., 1995; CURTIS et al., 2009).
MAINWARING et al. (1995) ndo encontraram diferenca significativa para o ganho de
peso em 22 pacientes tratadas com acetato de medroxiprogesterona de depdsito, o que ¢
concordante com os resultados obtidos no presente estudo.

Também ndo foi observada diferengca (P>0,05) entre o peso e volume dos
ovarios dos animais, bem como do indice gonadossomatico dos diferentes grupos, o que

indica homogeneidade para essas caracteristicas entre os animais.

3.2. Analise Morfométrica

3.2.1. Frequéncia absoluta de foliculos ovarianos
Os valores médios da freqii€ncia absoluta de foliculos ovarianos encontram-se

na tabela 3 e os tipos de foliculos analisados sdo apresentados na figura 2.
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Tabela 3. Freqiiéncia absoluta de foliculos primordiais (Fp), primarios unilaminares
(Fpu), primarios multilaminares (Fpm), pré-antrais (Fpa), antrais (Fa) e atrésicos (Fay) no

ovario esquerdo de camundongas tratadas por tempo prolongado com o MPA.

Tipo de Foliculo Grupos
G1 G2 G3
Fe 4420 + 14,65° 51,63 +28,16° 60,00 + 29,23 °
Feu 47,40 +17,82° 122,13 +30,58° 92,88 +29,14°
Fem 36,30 + 10,68 * 24,38 +10,46° 27,00 + 17,52°
Fea 14,60 + 6,52° 32,13+ 12,30° 31,13+ 12,25°
Fa 11,60 +4,40° 14,38 +5,48° 13,63 +6,19°
Far 10,40 +4,72° 16,75 +9,18° 19,13 +£9,34°

Letras iguais nas linhas ndo diferem significantemente entre si (p>0,05)

Nao foram verificadas diferengas significativas (P>0,05) em relacdo a freqiiéncia
absoluta de foliculos primordiais entre os trés grupos (Tab. 3). Sabe-se que o pool de
ovocitos no ovario de camundongas ¢ estabelecido no periodo neonatal, para formar a
reserva ovariana, da qual os foliculos serdo recrutados para o crescimento e posterior
ovulacdo ou atresia durante a vida reprodutiva (MCGEE & HSUEH, 2000; MARTINS
et al., 2008).

Resultado diferente foi obtido com a freqiiéncia de foliculos primarios
unilaminares e pré-antrais. Nestes, as médias obtidas para os grupos tratados foram

maiores que o grupo controle (p<0,05).
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Figura 2: Fotomicrografia de ovario de camundonga do grupo tratado 3. a- Foliculo
unilaminar contendo um ovocito (*) circundado por células foliculares cubicas. b-
Foliculo primordial apresentando células foliculares pavimentosas (setas) e foliculo
multilaminar com as regides da granulosa (G) e da teca (T). c- Foliculo pré-antral,
observa-se o antro (A) entre as células da granulosa (G). d- Foliculo antral, com ovécito
envolvido pela zona pelicida (ZP). e- Foliculo atrésico com alteracdo na forma do
ovocito (seta) e corpos apoptoticos na regido da granulosa (circulos). Coloragao: Azul

de Toluidina-Borato de Sédio. Barra: a= 30um; b-e = 50 um.
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As médias de foliculos antrais e atrésicos ndo apresentaram diferengas nos trés
grupos estudados (P>0,05) Com a chegada da puberdade, alguns foliculos antrais sdo
resgatados pelas gonadotrofinas circulantes e continuam a crescer pelo recrutamento
ciclico (MCGEE & HSUEH, 2000). Os foliculos, cujo desenvolvimento ndo esta em
sincronia com os eventos hormonais do ciclo estral, entram em atresia (HIRSHFIELD,
1988). Em fun¢do do efeito antigonadotréfico do MPA nao foi observado aumento de
foliculos antrais nas camundongas tratadas quando comparadas com as classes
anteriores de foliculos. O tratamento prolongado com MPA aparentemente ndo causou
aumento de atresia folicular.

No presente estudo foi observada a ocorréncia escassa de foliculos
multiovocitarios, também referidos como poliovulares, nos trés grupos experimentais.
Esses foliculos sdo caracterizados por dois ou mais ovocitos circundados por uma ou
mais camadas de células da granulosa, sendo observados com maior freqiiéncia em
animais recém nascidos e jovens do que em animais mais velhos. Embora seu
significado permaneca obscuro e pouco freqiliente, estes foliculos ja foram descritos em
roedores, cadelas, coelhas, gatas e jacarés fémeas. Tém-se sugerido que desreguladores
endocrinos com atividade estrogénica poderia levar ao aparecimento desses foliculos
multiovocitarios, tal como tem sido relatado em camundongas e ratas tratadas com
dietilbestrol, no periodo neonatal, e em jacarés fémeas residentes em regides
contaminadas por agrotoxicos, como o bisfenol e o endosulfan (BRISTOL-GOULD &
WOODRUFF, 2006, GUILLETTE Jr & MOORE, 2006; PAYAN-CARREIRA &
PIRES, 2008; STOKER et al., 2008). Na pesquisa de histomorfometria ovariana
realizada por LANNA (2009), verificou-se a presenca de foliculos multiovocitarios no
ovario de camundongas com 30, 70 e 180 dias de idade.

O valor percentual de cada tipo de foliculo foi também calculado, a partir do
total de foliculos encontrados (Tab. 4).

A porcentagem de foliculos primordiais, pré-antrais, antrais e atrésicos nao
apresentou diferenca estatistica entre os trés grupos, diferente do observado para os
foliculos primdrios unilaminares, onde o grupo 2 apresentou porcentagem maior
quando comparado ao grupo 1 e 3 (P<0,05). Quanto aos foliculos multilaminares foi
observado porcentagem significantemente menor nos grupos tratados com MPA em

relacdo ao controle, ndo havendo diferenca entre eles.
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Tabela 4. Porcentagem de foliculos primordiais (Fp), primarios unilaminares (Fpy),

primdrios multilaminares (Fpy), pré-antrais (Fpa), antrais (Fa) e atrésicos (Fay) no

ovario esquerdo de camundongas tratadas por tempo prolongado com o MPA.

Tipo de Foliculo Grupos
G1 G2 G3
Fe 26,47% + 5,55° 19,46% + 9,43 ° 24,58% +9.81°
Feu 28,24% + 5,85° 50,67% + 15,55° 38,25% +9,29°
Fewm 22,59% +5,92° 9,22% + 3,55° 10,63% + 4,03 °
Fea 8,91% +3,26° 12,35% + 4,17° 13,20% + 4,73 °
Fa 7,15% +2,28° 5,40%+1,31° 5,59%+ 1,97°
Faur 6,64% +3,30° 6,34% +2,99° 7,71% £ 2,90

Letras iguais nas linhas ndo diferem significantemente entre si (p>0,05)

Os valores de freqiiéncia folicular expressos em porcentagens, nao sao rotineiros
em estudos morfométricos com ovarios de camundongas. Entretanto, num estudo
realizado por LANNA (2009) verificou-se que a apresentacdo da andlise quantitativa de
foliculos expresso em porcentagem produz valores de desvio padrao com uma dispersao
menor quando comparados aos valores absolutos. Concordando com LANNA (2009),

no presente estudo foram observados resultados semelhantes entre as tabelas 3 e 4.

3.2.2. Diametro dos Foliculos e Ovaocitos

Os diametros dos foliculos primordiais, bem como de seus respectivos ovocitos,
foram significantemente maiores no grupo tratado 3, em relacdo ao controle e ao grupo
tratado 2 (p<0,05) (Tab. 5). Os diametros dos foliculos unilaminares ndo foram
diferentes entre os trés grupos. Mesmo havendo varia¢do entre os valores de alguns
diametros entre os grupos, ao comparar os resultados obtidos neste trabalho com
estudos histomorfométricos em camundongos, observa-se que os valores dos didmetros
de foliculos e ovoécitos encontrados sao semelhantes (MCGEE & HSUEH, 2000;
BALIGAR & KALIWAL, 2004; GRIFFIN et al., 2006).
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Tabela 5. Diametro do foliculo (fol) e do ovocito (ov) em foliculos primordiais (Fp) €

primdrios unilaminares (Fpy) no ovério esquerdo de camundongas tratadas por tempo

prolongado com o MPA, expressos em pm.

. . Grupos
Tipo de foliculo
Gl G2 G3
fol 23,70 +0,85° 2453 £2,16™ 25,58+ 1,69°
Fp (Um) , b b
ov 16,42 +£0,93*° 17,75+ 1,76 * 18,59 £ 1,65
fol 42,87 £ 5,45° 38,80 £3,56° 38,11 £2,52°
Fpu (LM)
ov 24,71 £2,80° 22,20+ 1,74° 22,47 +1,13°

Letras iguais nas linhas nao diferem significantemente entre si (p>0,05)

Os valores dos diametros de foliculos multilaminares, com e sem a teca

folicular, foram menores nos grupos tratados com MPA, bem como o didmetro de seus

respectivos ovocitos com e sem a zona pelucida (P<0,05) (Tab. 6). Sendo ainda que

entre os grupos tratados, o didmetro do foliculo multilaminar com teca do grupo 3

apresentou-se estatisticamente menor que o grupo tratado 2. Os didmetros dos foliculos

antrais iniciais sem a teca foram menores no grupo 3 do que no grupo 1, mas ndo houve

diferenga quanto ao grupo 2. Os didmetros destes foliculos com a teca ndo foram

significativos estatisticamente entre os trés grupos. O didmetro dos ovocitos sem a zona

pelucida foi significantemente menor no grupo 3 do que no grupo 1. Com relagdo aos

foliculos antrais, foi observado que os didmetros destes foliculos, com e sem a teca

foram maiores nos grupos tratados em relacdo ao controle (P<0,05). Ja os diametros dos

ovocitos sem e com a zona pelucida ndo apresentaram diferencas estatisticas (p>0,05).
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Tabela 6. Diametro do foliculo (fol), sem teca (s/ t) e com teca (c/ t), e didmetro dos
ovocitos (ov), sem zona pelicida (s/zp) e com zona pelicida (c/zp), nos foliculos
primarios multilaminares (Fpy); pré-antrais (Fps) e antrais (F4) no ovério esquerdo de

camundongas tratadas por tempo prolongado com o MPA, expressos em pm.

Tipo de foliculo Grupos
G1 G2 G3
ol s/t 117,45+ 726" 99,25 +6,32° 93,04 +£4,20°
o o/t 137,09 +9,26° 122,41 +6,22° 114,67 + 5,45°¢
s/ zp 56,59 +3,97° 4585+548° 4524 £ 532"
Ny zp 61,56 +3,90* 54,56 +521° 53,69 +6,29"
ol s/t 134,86 + 10,99° 127,87 £ 7,85 119,16 + 6,19°
- o/t 158,28 +11,88* 152,32+ 8,20 ° 145,65 + 8,34°
s/ zp 61,22 + 4,84° 57,50 £ 6,15® 52,82 +4,57°
Ny zp 67,03 +5,11° 67,68 +5,87° 63,04 +5,55°
ol s/t 258,19 + 58,08* 320,30+ 23,46° 320,00 + 43,01 °
- c/t 296,73 + 62,27° 365,02 +23,75° 359,15 + 44,53 °
s/ zp 68,93 +5,70° 66,99 + 11,39° 65,59 + 7,96°
Ny zp 74,88 +6,11° 78,69 + 10,76 ° 77,15+ 7,13°

Letras iguais nas linhas nao diferem significantemente entre si (p>0,05)

3.2.3. Proporc¢ao volumétrica dos componentes ovarianos

Os resultados obtidos para a propor¢do volumétrica dos componentes do ovario

estao apresentados na tabela 7.
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Tabela 7. Proporg¢ao volumétrica dos componentes do ovario esquerdo de camundongas
tratadas por tempo prolongado com o MPA: foliculos primordiais (Fp), primarios
unilaminares (Fpy), primarios multilaminares (Fpy), pré-antrais (Fpa), antrais (Fu),
atrésicos (Fay) e foliculos sem o ovécito presente no corte (Fsiov); estroma ovariano (E)

e regiao medular do ovario (M).

Componentes Grupos
G1 G2 G3
Fp 0,17% + 0,14° 1,26% + 1,34° 1,27% + 0,60°
Feu 0,52% + 0,36° 2,66% +2,57° 1,12% + 0,49°
Fem 4,50% + 1,27° 1,50% + 0,57° 2,31%+0,95°
Fea 2,86% + 1,03° 1,84% + 1,07° 2,11%+ 1,09°
Fa 4,36%+ 1,77° 6,38% + 1,99 7,68% +3,70°
Fau 2,12%+ 1,73° 1,54% + 0,83 1,39% + 0,65°
Fsiov 14,95%+3,67°  10,70% + 3,91° 10,92% + 5,61°
E 52,91%+ 6,95  42,63%+ 8,65" 45,85% + 8,22
M 15,17% + 6,24*  31,46% +2,98° 27,34% + 5,33°

Letras iguais nas linhas nao diferem significantemente entre si (p>0,05).

A propor¢ao volumétrica dos foliculos primordiais foram maiores nos grupos
tratados com MPA, porém nao houve variacdo entre eles. A propor¢ao dos foliculos
unilaminares foi significativamente maior no grupo tratado 2. Com relagao aos foliculos
multilaminares, observou-se uma proporcao estatisticamente menor nos grupos tratados
com MPA. Os valores referentes aos foliculos antrais sdo significantemente maiores no
grupo tratado 3, porém nao houve diferenca do grupo tratado 2. As proporgdes dos
foliculos pré-antrais, atrésicos € que ndo apresentavam ovocitos visiveis no corte ndo
foram significativas estatisticamente em nenhum dos grupos. A propor¢do de estroma
ovariano foi significantemente menor no grupo tratado 2 quando comparado ao grupo
controle, porém nao apresentou variacdo quando comparado ao grupo tratado 3. Em
relacdo a regido medular do ovario, os grupos tratados com MPA apresentaram médias
significativamente maiores quando comparados ao grupo controle, ndo apresentando

diferengas entre os dois outros grupos (p>0,05).
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Figura 3: Propor¢ao volumétrica dos constituintes ovarianos de camundongas tratadas
por tempo prolongado com o MPA (G1, G2 e G3 respectivamente): estroma ovariano,

foliculos ovarianos e regido medular (medula).

4. CONCLUSOES

O tratamento prolongado com acetato de medroxiprogesterona em camundongas
ndo prejudicou o recrutamento inicial de foliculos primordiais, e a populacdo de
foliculos integros em estagio avangado de desenvolvimento foi semelhante entre grupos
controle e tratados. Nas camundongas tratadas com MPA, houve aumento significativo
da propor¢cdo volumétrica da regido medular ovariana, o que pode sugerir uma
reorganizacdo entre as regides cortical e medular do ovario em decorréncia da inibi¢ao
de ovulagdo pelo MPA. O reconhecimento morfoldgico de foliculos atrésicos ndo
revelou diferencgas significativas entre os grupos controle e tratados, o que somado aos
valores biométricos do ovario das camundongas tratadas, ¢ sugestivo de que as doses de

MPA utilizadas neste estudo ndo comprometeram a integridade dos foliculos ovarianos.
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ARTIGO 3
INFLUENCIA DO ACETATO DE MEDROXIPROGESTERONA SOBRE O
CICLO ESTRAL E AHISTOMORFOMETRIA UTERINA DE
CAMUNDONGAS

Manuella Carvalho da Costa.', Izabel Regina dos Santos Costa Maldonado °, Raphael
Teixeira Melo °, Mariana Ferreira Lanna *, Sérgio Luis Pinto da Matta®’, Tarcizio
Antonio Rego de Pauld’.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar os efeitos do acetato de medroxiprogesterona
(MPA) sobre o ciclo estral e a histomorfometria uterina de camundongas. Foram
utilizadas 18 fémeas nuliparas, com 60 dias de idade, distribuidas nos seguintes grupos:
1) controle, sem tratamento com MPA; 2) dose de 0,06 mg de MPA/animal; 3) dose de
0,12 mg de MPA/animal. Nos grupos tratados, cada fémea recebeu uma dose de MPA
por via subcutanea a cada 15 dias, sempre no periodo do diestro, totalizando 90 dias de
experimento (6 doses). Todas as fémeas foram submetidas a eutanasia no periodo do
diestro. Fragmentos dos cornos uterinos foram fixados em solugcdo tamponada de
paraformaldeido a 4% e incluidos em resina a base de glicol-metacrilato. Cortes semi-
seriados e transversais do corno uterino direito, com 4 pm de espessura, foram corados
com solugdo de azul de toluidina/borato de so6dio. A analise histomorfométrica consistiu
na determinacdo da espessura do endométrio ¢ miométrio, além da proporgao
volumétrica dos seguintes constituintes: glandulas uterinas, conjuntivo da lamina
propria, artérias, veias, capilares e polimorfonucleares. As fémeas do grupo 3, apos a
ultima dose de MPA, apresentaram maior duracdo do diestro. O acetato de
medroxiprogesterona causou atrofia das glandulas uterinas, fendmeno que determinou a
diminui¢do da espessura do endométrio nos dois grupos tratados. O MPA também
promoveu aumento de capilares sanguineos e de polimorfonucleares no conjuntivo

endometrial.

Palavras chave: acetato de medroxiprogesterona, endométrio, ciclo estral, miométrio,

progesterona.
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1. INTRODUCAO

Dentro da designacdo de progestdgenos sdo incluidas a progesterona e as
progestinas sintéticas, sendo estes hormonios que atuam na regulacdo do ciclo
reprodutivo feminino (SCHINDLER et al., 2003; RUIZ PARRA, 2004). A progesterona
¢ naturalmente produzida pelo corpo luteo, pela placenta e em pequenas quantidades
pelo cortex da adrenal (SCHINDLER et al., 2003). Ja as progestinas sintéticas, de
acordo com a molécula da qual sdo derivadas, podem estar, em principio,
estruturalmente relacionadas a testosterona ou progesterona.

O acetato de medroxiprogesterona (MPA) ou acetato de 17-a-hidroxi-
progesterona é a progestina injetavel mais utilizada na clinica médica. E um derivado
sintético da progesterona que apresenta atividade progestacional prolongada quando
administrada por via intramuscular, resultando principalmente na inibi¢do da ovulagao,
aumento da viscosidade do muco cervical e inibicdo da contratilidade do miométrio
(RATHKE et al., 2001; SCHINDLER et al., 2003; HICKEY & SALAMONSEN,
2008).

A diversidade de progestinas sintéticas estd intimamente associada ao
aperfeicoamento da tecnologia contraceptiva ¢ da terapia de reposi¢do hormonal,
sempre na busca de farmacos que nao apresentem efeitos indesejaveis. Na contracepgao
hormonal, o papel fundamental das progestinas ¢ inibir a ovulagdo. Os estrogenos,
quando associados as féormulas dos contraceptivos, diminuem o risco de sangramento
uterino, causado pelo progestageno, ¢ potencializam o efeito inibitério da ovulacdo. Na
terapia de reposi¢ao hormonal, as progestinas oferecem protecdo endometrial ao
evitando a hiperplasia e o adenocarcinoma do endométrio (RUIZ PARRA, 2004).

A acdo dos contraceptivos que contém apenas progestagenos depende de varios
fatores. Dentre eles: a classe molecular do progestageno, se semelhante a progesterona
ou a testosterona, a dose utilizada e as caracteristicas farmacocinéticas do progestageno,
as quais podem envolver varios aspectos como: a rota de administragdo, absorcao,
metabolismo no trato gastro-intestinal, distribuicdo e armazenamento nos tecidos,
ligacdo a proteinas séricas, inativagdo e conjugacdo (SITRUK-WARE, 2004).

O MPA ¢ utilizado no manejo reprodutivo de espécies domésticas,
principalmente cadelas, sendo administrado na fase do anestro. Para assegurar a inibi¢ao
continua do estro por um longo prazo, a administracdo do MPA deve ser repetida a cada

seis meses. O principal efeito adverso deste progestdgeno em cadelas, principalmente
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quando sob uso continuo, ¢ o aumento da predisposi¢do para hiperplasia cistica
endometrial (HCE), que pode preceder a piometrite ou piometra, infec¢des
caracterizadas por acumulo de exsudato purulento no limen uterino (LUCAS et al.,
2000/01). A HCE ¢ uma lesdo uterina, relativamente comum entre cadelas de meia
idade, podendo ocorrer espontaneamente durante o metaestro ¢ anestro (BOSSCHERE
et al., 2003). BOSSCHERE et al. (2002) propuseram que o endométrio de fémeas que
desenvolvem HCE ndo ¢ exposto a influéncia progestacional suficiente durante o inicio
do estagio do metaestro e que os efeitos estrogénicos podem nao ser adequadamente
contrabalancados pela progesterona, havendo um desequilibrio entre as concentragdes
de estrégeno/ progesterona. Os mesmos autores também demonstraram que ocorre
aumento da expressdo de receptores para estrogeno e progesterona em diferentes tipos
celulares da parede uterina de cadelas com HCE espontanea. Apesar da constatagdo de
que o uso continuo de MPA pode aumentar o risco de predisposicao a hiperplasia cistica
endometrial, ainda assim a patogénese da sindrome HCE/piometrite ndo se resume
apenas a acdo do progestageno sobre o endométrio, havendo outras moléculas e eventos
envolvidos neste processo. O desenvolvimento da piometrite, por exemplo, pode estar
associado a caracteristicas especificas de determinadas bactérias invasoras. Algumas
metaloproteinases existentes na matriz do conjuntivo, conhecidas por atuarem na
remodelagdo do endométrio humano na fase menstrual, ndo estdo elevadas na HCE
canina, mas apresentam niveis aumentados no endométrio da cadela com
HCE/piometrite. Além disso, IGF-1 (fator de crescimento semelhante a insulina do tipo
1), um potente estimulador da proliferacdo endometrial, ¢ expresso em quantidades
elevadas no endométrio de cadelas com HCE (SCHLAFER & GIFFORD, 2008).
Considerando a importancia dos contraceptivos que hoje sdo amplamente
utilizados, inclusive a partir da adolescéncia, realizou-se o presente estudo com o
objetivo de analisar a influéncia do tratamento com acetato de medroxiprogesterona

sobre o ciclo estral e o utero de camundongas nuliparas.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Animais e Grupos Experimentais

As camundongas foram mantidas no Laboratério de Nutricdo Experimental do
Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de Vigosa (UFV) e os
procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica Animal da UFV

(Processo 54/2009). Foram utilizadas 18 camundongas albino sui¢o, nuliparas, com 60
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dias de idade e provenientes do biotério do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da
UFV. Durante o periodo experimental as camundongas foram mantidas em gaiolas
individuais, sob condigdes de fotoperiodo controlado (claro/escuro de 12h/12h),
temperatura entre 22 e 24°C, com agua e racao comercial ad libitum.

Ap6s verificagdo da regularidade do ciclo estral, através de exame
colpocitoldgico, as fémeas foram distribuidas de modo aleatdrio nos seguintes grupos:
1) Controle, onde elas receberam seis doses de 0,06 mL de 4gua destilada, por via
subcutanea (n=6); 2) 0,06 mg (ou 2 mg/Kg) de MPA/fémea (n=6) ¢ 3) 0,12 mg (ou 4
mg/Kg) de MPA/fémea (n=6). Nos grupos tratados, cada fémea recebeu uma dose de
MPA' (PROMONE-E®, PFIZER) por via subcutinea a cada 15 dias, sempre no periodo
do diestro, totalizando 90 dias de experimento (6 doses). O PROMONE-E® encontra-se
disponivel sob a forma de suspensdo aquosa estéril, em uma embalagem de 1mL com
50 mg. Essa suspensdo foi diluida em agua destilada, de maneira que as fémeas do

grupo 2 recebessem doses de 2mg/Kg e as do grupo 3, doses de 4 mg/Kg.

2.2. Exame colpocitolégico

Na realizagdo do exame colpocitologico foi utilizada uma haste flexivel e
revestida com algodao que, ap6s ser umedecida em solugdo salina, foi cuidadosamente
introduzida no canal vaginal da camundonga para obten¢do do material. Em seguida, o
material foi espalhado sobre uma ldmina histologica, sendo a preparagdo fixada em
alcool 95°. Apods coloragdo com HE, as laminas foram analisadas em microscopio
binocular Olympus BX-41, objetiva de 40X, para diagnostico das fases do ciclo estral.

Durante o experimento foram realizados exames colpocitologicos a cada 15 dias
antes de cada aplicacdo do MPA, para assegurar que a medicacdo seria aplicada sempre
no periodo de diestro. Além disso, foram realizados trés periodos de avaliacdo continua
para o monitoramento do ciclo estral. As avaliagdes consistiram na obten¢ao diaria dos
esfregacos sempre no mesmo horério, durante 10 dias antes do inicio do tratamento com
0 MPA, durante 15 dias apo6s a primeira dose de MPA, e durante 15 dias apds a ultima

dose de MPA.

' PROMONE-E® Pfizer S.A., Sdo Paulo, Brasil.
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2.3. Avaliagéo do ciclo estral
A classificagao das fases do ciclo estral foi realizada de acordo com NELSON et

al. (1982) (Tab. 1).

Tabela 1. Classificagdo dos estagios do ciclo estral com base na morfologia celular dos

esfregacos colpocitologicos.

Tipo celular”
Estagio do ciclo .~ Células epiteliais Células epiteliais
Leucocitos S
celular nucleadas gueratinizadas
+/+++
. +
Proestro 0 (Predominantes) Oa
++a-+++
Estro 0 0 a
++a+++
Metaestro 0a-++ 0 Achatadas e agrupadas
+
Diestro +a +++ [Formato irregular e 0
vacuolizadas]

"Densidade celular: 0 = auséncia; + = poucas; ++ = freqii€ncia moderada; +++ = freqiiéncia
elevada.

2.4. Colheita dos 6rgaos

As camundongas do grupo controle e dos grupos tratados foram submetidas a
eutandsia por deslocamento cervical, sempre no periodo do diestro. Apds a obten¢do do
peso da camundonga em balanca digital (0,01g), foi feita uma incisdo abdominal sobre a
linha Alba, do pubis até a cartilagem xifoide, para a exposi¢cao do conteido abdominal e
localizagdo dos orgdos internos do aparelho reprodutor, que foram cuidadosamente
dissecados. Em seguida, os cornos uterinos foram fixados por imersdao em solugdo de

paraformaldeido 4% em tampdo fosfato pH 7,4 0,1mol L™".

2.5. Processamento histolégico

Ap6s 24 horas de fixacdo, os cornos uterinos foram transferidos para uma
solugdo de alcool etilico a 70% e fragmentos da regido intermediéria do lado uterino
direito foram incluidos em historesina (LEICA). A microtomia foi realizada em

micrétomo rotativo (Reichert-Jung 2045 Multicut, Germany), obtendo-se cortes
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transversais de 4 pum de espessura, semi-seriados, com intervalo minimo de 80 um entre
cortes. Os cortes corados com solu¢ao de azul de toluidina e borato de sddio foram
analisados com objetivas de 4 e 10X (zoom 1,25) em microscopio Olympus AX70

acoplado a uma camara de captura de imagens com o programa SPOT versao 3.5.9.

2.6. Analise histomorfométrica
Todas as medidas da analise histomorfométrica foram feitas com auxilio do

programa Image ProPlus, versao 4.5 para Windows 98.

2.6.1. Espessura do endométrio e miometrio

A espessura do endométrio foi determinada pela distancia compreendida entre a
superficie livre do epitélio endometrial e o limite da ldmina propria com o miométrio.
Para a determinacdo da espessura do miométrio, foram consideradas as duas camadas de
tecido muscular liso, circular interna e longitudinal externa. Utilizaram-se quatro
seccoes transversais/camundonga ¢ em cada uma delas foram feitas quatro medidas
diametralmente opostas para o endométrio e quatro medidas diametralmente opostas
para o miométrio. Portanto, a espessura do endométrio para cada fémea foi obtida pela
média de 16 medidas, o mesmo acontecendo para a determinagdo da espessura do

miomeétrio.
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Figura 1: Medidas da espessura do endométrio e miométrio de camundonga do grupo
tratado 2. (L1),(L2),(L3),(L4) medidas da espessura do endométrio; (L5),(L6),(L7),(L8)
medidas da espessura do miométrio; (E) endométrio; (L) luz uterina; (M) miométrio.

Coloragao: Azul de Toluidina - Borato de so6dio. Barra: 300 um.

2.6.2. Proporcdo volumétrica dos constituintes endometriais

Para a propor¢ao volumétrica dos constituintes do endométrio foram utilizados
quatro cortes transversais por animal, sendo a imagem de cada corte subdividida em
quatro quadrantes. No endométrio de cada quadrante, foi aplicada uma area de interesse
na forma de um quadrado, com 350 um de lado e contendo 50 pontos. Foram
computados os pontos coincidentes sobre glandulas uterinas, conjuntivo da lamina
propria, artérias, veias, capilares e polimorfonuclares, totalizando-se 800 pontos por

camundonga (50 pontos x 4 quadrantes x 4 cortes).
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Figura 2: Propor¢do volumétrica dos constituintes endometriais. Os pontos contados
localizam-se no apice dos indicadores. Coloracdo: Azul de Toluidina - Borato de sddio.

Barra: 100 pm.

2.7. Analise estatistica
Os valores obtidos foram representados através de suas médias + desvio-padrao.
Para comparagdo entre médias utilizou-se o teste de Student Newman-Keuls a 5% de

significancia, através do software STATISTICA em ambiente Windows 98.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Peso corporal

Os valores médios dos pesos corporais das camundongas encontram-se na tabela
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Tabela 2. Peso corporal inicial e final, das camundongas do grupo controle e dos grupos

tratados com acetato de medroxiprogesterona (MPA).

Grupos Peso corporal inicial (g)  Peso corporal final (g)
1 (n=6) 1628 £2,34% 290,99 +£2.42 2
2 (n=6) 16,98 2,122 30,98 4,242
3 (n=6) 17,39 + 1,54 ° 29,18 +3,49°

Meédia + Desvio Padrao. Grupo 1: fémeas ndo tratadas com MPA; Grupo 2: 0,06 mg de
MPA/fémea ; Grupo 3: 0,12 mg/ de MPA/fémea. Letras iguais na mesma coluna ndo diferem
significativamente entre si (P > 0,05).

Os resultados obtidos no presente trabalho ndo indicaram aumento do peso
corporal de camundongas tratadas com MPA em relacdo ao controle (Tab. 2). O
aumento do peso corporal é relatado em alguns estudos de acompanhamento de
pacientes que fizeram uso de contraceptivos somente a base de progestogénio (SIVIN,
2003; BERENSON et al., 2008). Contudo, varios fatores podem contribuir para esse
resultado, dentre eles, a faixa etdria das pacientes e perfil lipidico da populacdo
analisada (CURTIS et al.,, 2009). Segundo MAINWARING et al. (1995), o
progestageno pode influenciar no ganho de peso e em parametros metabolicos, como
triglicerideos e lipoproteinas de alta e baixa densidade, na dependéncia da dose utilizada
e de acordo com a classe de progestageno, com propriedade androgénica ou ndo. Os
mesmos autores nao encontraram diferenga significativa para ganho de peso em 22
pacientes tratadas com MPA de deposito, o que ¢ concordante com os resultados obtidos

no presente estudo.

3.2. Ciclo estral
Os resultados obtidos para o niimero de ciclos e duragdo de cada fase do ciclo

estral, em cada periodo de avaliacdo, estdo representados na tabela 3.
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Tabela 3. Numero de ciclos estrais ¢ duragdo em dias de cada fase do ciclo estral, antes

do inicio do tratamento, apos a primeira aplicagdo do MPA e apo6s a ultima aplicagdo do

MPA.
1° periodo de avaliacdo: 10 dias (sem tratamento)
Animais
n° de ciclos Proestro Estro Metaestro Diestro
Gl 2,16 £0,75* 1,50 +1,04* 6,00 = 1,41° 1,16 £0,98* 1,33 +0,81*
G2 3,33+0,51* 0.80 +0,36* 5,60 +0,81* 2,50 + 1,64* 1,83 + 1,16
G3 3,00 £+ 0,40° 1,33 +1,86* 4,66 +1,96* 2,66 +1,03* 1,33 +1,50*
2° periodo de avaliagdo: 15 dias (1% aplicagéo)
Animais
n° de ciclos Proestro Estro Metaestro Diestro
Gl 3,83 +0,75° 0,66 + 0,81* 4,83 £2,92* 6,50 +2,50* 3,00+ 1,67
G2 433+0,51° 2,83+ 1,94° 450+ 1,51° 3,16+ 1,16° 4,00 +3,20°
G3 3,83 +0,40° 1,33 +1,21* 5,60 + 2 33" 2,83+ 147° 5,16 +2,56"
3° periodo de avaliagdo: 15 dias (6% aplicagéo)
Animais " ]
n° de ciclos Proestro Estro Metaestro Diestro
Gl 3,66 +0,81* 1,60 +0,08" 5,16+231* 4,33 +£1,03* 3,83+2731*
G2 4,16 + 0,40° 2,83 +1,94* 4,50 +£1,51* 3,16+ 1,16 4,00 + 3,22*
G3 2,83 + 1,47* 0,83 +0,98* 2,83 +4,02° 3,33+3.322 8,00 + 5,76°

Média + Desvio Padrdo. Grupo 1: fémeas ndo tratadas com MPA; Grupo 2: 0,06 mg de
MPA/fémea ; Grupo 3: 0,12 mg/ de MPA/fémea. Letras iguais na mesma coluna ndo diferem
significativamente entre si (P > 0,05).

Durante o primeiro periodo de avaliacdo ndo se verificou diferenga na duragdo
de cada fase do ciclo estral entre os trés grupos (Tab. 3). Foi observado que todas as
camundongas apresentavam ciclos estrais regulares, sem alteragdes na duragdo de cada
fase do ciclo.

No segundo periodo de andlise dos esfregagos vaginais, verificou-se uma
reducdo da duracdo do metaestro nos grupos tratados com MPA. J4 no terceiro e ultimo
periodo de avaliagdo, houve uma redugdo significativa da dura¢do do estro e um
aumento significativo da duracdo do diestro para as fémeas que receberam maior dose
de MPA (grupo 3).

MENDONCA et al. (2007) trabalhando com camundongas, notaram que o uso
do acetato de medroxiprogesterona nas doses de 0,75 mg e 1,5 mg por animal, levaram
as camundongas a auséncia de ciclicidade. Neste contexto, no grupo 3 do presente
estudo, duas camundongas apos a ultima dose de MPA permaneceram em diestro,
durante todo o periodo de avaliacdo.

Segundo VALENTE et al. (1998), desde que o acetato de medroxiprogestorona

comegou a ser utilizado como contraceptivo, houve pouco interesse na avaliagdo dos

53



efeitos do MPA sobre a colpocitologia. Os mesmos autores, ao analisar esfregacos
cervicais de pacientes tratadas com acetato de medroxiprogesterona de depdsito,
relataram a ocorréncia freqliente de células epiteliais atipicas, semelhantes aquelas

encontradas na metaplasia escamosa.

3.3. Espessura do endométrio e miométrio
Os resultados obtidos para a espessura do endométrio e miométrio estdo

representados na tabela 4.

Tabela 4. Espessura do endométrio e miométrio de camundongas do grupo controle ¢

dos grupos tratados com o acetato de medroxiprogesterona.

Animais Espessura do endométrio (um) Espessura do miométrio (um)
Grupo 1 (n=6) 724,90 + 319,92 * 763,04 + 24531 ®
Grupo 2 (n=6) 481,79 + 182,97 ° 463,57 £ 53,01 °
Grupo 3 (n=6) 520,47 + 240,61 ° 539,08 + 268,85 *

Média + Desvio Padrdo. Grupo 1: fémeas ndo tratadas com MPA; Grupo 2: 0,06 mg de
MPA/fémea ; Grupo 3: 0,12 mg/ de MPA/fémea. Letras iguais na mesma coluna ndo diferem
significativamente entre si (P > 0,05).

Nos animais tratados observou-se atrofia endometrial em relagdo aos animais
controle (Fig.3). Os resultados obtidos estdo de acordo com os encontrados por
KAUNITZ & MISHELL (1994), PAIVA (1997) e MENDONCA et al. (2006). PAIVA
(1997) mostrou que o diagnostico histologico do endométrio de usuarias do MPA
revelou um endométrio compativel com algum sinal de atrofia em 90% das bidpsias,
sem, contudo, apresentar atipias endometriais, como alteragdes pré-malignas ou
malignas. MENDONCA et al. (2006) mostraram que a utilizacdo do MPA em diferentes
doses induziu a formagdo de um endométrio pouco desenvolvido e com formagao de
processos degenerativos. Desta forma, a atrofia endometrial pode ter ocorrido devido a
acdo do progestdgeno em inibir a fase proliferativa endometrial, sem, contudo, induzir
processo degenerativo (MENDONCA et al., 2003).

Os progestagenos apresentam uma série de efeitos sobre o endométrio, que
dependem da existéncia de estrogénio, do tempo de administracdo, do percurso do

horménio até o orgdo alvo, se sist€émico ou localmente no utero, e da dose diaria
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disponivel no organismo (SONG & FRASER, 1995; BENAGIANO et al., 2000;
SCHINDLER et al., 2008). No presente estudo as doses calculadas foram estimadas
segundo as utilizadas na mulher e na cadela. Com base nas informagdes contidas na
bula, sabe-se que para cadela, a dose preconizada ¢ de 2 a 5 mg/ kg. Ja para o
DepoPROVERA® (PFIZER), de uso humano, recomenda-se para uma mulher de até
70 kg a dose tnica de 150 mg a cada 3 meses. O acetato de medroxiprogesterona foi
administrado através da via subcutanea, procurando-se criar uma situacdo experimental
semelhante & de uma mulher que faz uso desse hormonio.

No presente trabalho ndo foi verificado, em nenhum dos tratamentos, qualquer
sinal de metaplasia. Tais diferencas podem ser devidas as espécies utilizadas, uma vez
que as respostas fisiologicas frente as terapias progestacionais ocorrem de diversas
maneiras nas diferentes espécies. MENDONCA et al. (2006) observaram hipotrofia
endometrial, além de metaplasia celular para o tipo cubico, nas ratas tratadas com
acetato de medroxiprogesterona nas doses de 0,75 mg, 1,5 mg e 4,5 mg por animal.

Corroborando com essa assertiva PONTES et al. (2000), ao tratarem pacientes
com hiperplasia de endométrio, constataram que o acetato de medroxiprogesterona na
dose de 10mg/dia por num periodo de 10 dias, durante 3 a 18 meses, foi eficaz na
regressao de hiperplasias sem atipias em 83,2% dos casos (35/42).

De acordo com PONTES et al. (2000) os progestagenos sdo potentes agentes
antiestrogénicos quando utilizados em doses farmacologicas. Eles estimulam a atividade
das enzimas 17b-hidroxi esterdide desidrogenase e da sufonil transferase, que
convertem o estradiol em sulfato de estrona, o qual ¢ rapidamente excretado da célula.
Os progestagenos também diminuem os efeitos dos estrogénios sobre as células-alvo,
pela inibicdo da expressdo dos receptores estrogé€nicos. Além disso, suprimem a
transcri¢ao de oncogenes mediada pelos estrogénios, levando a um efeito antimitdtico
ou antiproliferativo das células endometriais. Em funcdo destes efeitos, o MPA ¢ eficaz
no tratamento das hiperplasias de endométrio revertendo a maioria das lesdes
hiperplasicas (HORN et al., 2004; RATTANACHAIYANONT et al, 2005). A
amenorréia comumente relatada por mulheres durante o tratamento com o MPA
(HACHER, 1992) pode ser devido a atrofia endometrial (PAIVA, 1997).

Nao foi observada diferenga significativa entre o grupo controle e os grupos
tratados em relagdo a espessura do miométrio. Segundo FLEISCHER et al. (2008), a
progesterona pode estimular a proliferagdo de células de leiomioma, principalmente na

presenca de estrogeno. Contudo, o efeito mais conhecido da progesterona e de outros
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progestogénios sobre o miométrio € inibir a contracdo das células musculares lisas.
JEYASURIA et al. (2009) relacionaram as elevadas concentragdes de progesterona na
gravidez com a atividade também aumentada de caspase 3, que atua como agente
inibidor da contragdo no miométrio, por promover a lise das proteinas que formam os

filamentos contrateis.

Figura 3: Corte transversal do corno uterino direito de camundongas Albino Suigo. a-
grupo controle; b- grupo 2 (tratado com 2mg/kg de MPA), grupo 3 (tratado com 4mg/kg
de MPA). Coloracao: Azul de Toluidina-Borato de Sodio. Barra: 300 um.

3.4. Proporcao volumétrica

Os resultados obtidos para a propor¢do volumétrica dos constituintes do

endométrio estdo apresentados na tabela 5.
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Tabela 5. Proporgao volumétrica dos constituintes do endométrio das camundongas do

grupo controle e dos grupos tratados com o acetato de medroxiprogesterona.

Animais Glandulgs_ TC PM Artérias Veias Capilares
endometriais

Grupo 1 37,51%+41,32*  60,23% +31,77* 142%+4,60* 0,06%+0,83* 0,62%=+3,12* 0,19%+0,83°
(n=6)

Grupo2  27,29%=4503"  67,77%+52,04*  3,10%+9,62°  028%+1,72*  0,69%+3,77" 0,84% +3,56 "
(n=6)

Grupo 3 24.81% +60,26°  70,22%+60,29*  2,99%+496°  027%+2,09* 1,09%+587% 0,58%=1,72°
(n=6)

Média £ Desvio Padrio. Grupo 1: fémeas ndo tratadas com MPA; Grupo 2: 0,06 mg de
MPA/fémea ; Grupo 3: 0,12 mg/ de MPA/fémea. Letras iguais na mesma coluna nao diferem
significativamente entre si (P > 0,05). TC = tecido conjuntivo da lamina propria, PM=
polimorfonucleares.

As terapias contraceptivas a base de progestdgenos causam alteragdes entre os
varios componentes teciduais do endométrio (SONG & FRASER, 1995). Um aumento
da densidade vascular e atrofia do endométrio foram observados em pacientes usuarias
de levonorgestrel (HICKEY & FRASER, 2000). SILVERBERG et al. (1986)
verificaram que o tratamento prolongado com levonorgestrel pode causar alteragdes no
estroma endometrial com decidualizagdo e infiltragdo leucocitaria. Segundo
CHOKSUCHAT et al. (2009) a utilizagdo do acetato de medroxiprogesterona causa
apoptose em células endoteliais do endométrio humano, o que, de certa forma,
predispde a fragilidade vascular, resultando em sangramentos anormais.

A andlise quantitativa de constituintes do endométrio revelou maior propor¢ao
volumétrica de glandulas endometriais no grupo controle (Tab. 5). Esses resultados
sugerem que houve pouco desenvolvimento das glandulas endometriais nos grupos
experimentais, concordando com o que foi descrito por BENAGIANO et al. (2000),
PONTES et al. (2000) e RATHKE et al. (2001). E também concordante com o estudo
de MENDONCA et al. (2007) que, ao utilizar 0,375 mg/animal de acetato de
medroxiprogesterona em camundongas, observou pouco desenvolvimento das glandulas
uterinas.

Foi observado que o acetato de medroxiprogesterona causou alteracdes na

microvascularizacdo endometrial, provocando aumento significativo no nimero de
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capilares dos grupos tratados em relagao ao controle. Este resultado ¢ concordante com
o estudo realizado por GIRLING et al. (2004) que verificaram aumento da densidade
vascular e da imunoreatividade para o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF)
no estroma endometrial de camundongas tratadas com acetato de medroxiprogesterona e
também com levonorgestrel.

Nos animais tratados, em relacdo ao grupo controle, observou-se maior
ocorréncia de polimorfonucleares no conjuntivo endometrial (Tab. 5), talvez associado a
alteracdes de natureza estrutural e molecular na parede dos capilares, favorecendo a
diapedese. Entre os grupos tratados ndo se observou diferenga estatisticamente
significativa (P > 0,05), indicando que a diferenca entre as doses utilizadas talvez ndo

influencie na migragdo neutrofilica para o endométrio.

4. CONCLUSOES

O MPA nas doses de 2mg/kg e 4mg/kg causou atrofia do endométrio, sem
provocar lesdes degenerativas. As glandulas endometriais apresentaram redugdo
significativa nos grupos tratados e houve aumento na freqiiéncia de capilares e
polimorfonucleares no endométrio desses animais.

A utilizacao do acetato de medroxiprogesterona na dose de 4mg/kg, promoveu

um aumento significativo no periodo de diestro do ciclo estral de camundongas.
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IV. CONCLUSOES GERAIS

O tratamento prolongado com MPA aumentou a freqiiéncia de foliculos

primdrios unilaminares e pré-antrais.

As doses de MPA utilizadas nesse estudo ndo comprometeram a integridade dos

foliculos ovarianos.

O aumento da regido medular ovariana nos animais tratados com MPA sugere

uma reorganizagao entre as regides, cortical e medular do ovario.

O MPA nas doses de 2mg/kg e 4mg/kg causou atrofia do endométrio, sem,
entretanto, provocar lesdes degenerativas. As glindulas endometriais
apresentaram reducdo significativa nos grupos tratados, e houve aumento na

freqiiéncia de capilares e polimorfonucleares no endométrio desses animais.

A utilizacdo do MPA na dose de 4mg/kg prolongou o periodo do diestro do ciclo

estral de camundongas.
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