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RESUMO

O uso indiscriminado de esterdides anabolizantes androgénicos (EAA) vem fazendo
parte da rotina de jovens e praticantes de atividade fisica, principalmente em
academias ou centro de praticas esportivas. O que antes era restrito apenas para o
publico masculino, tem alcancado também o publico feminino. Esse uso tem
resultado em uma série de efeitos colaterais indesejaveis em mulheres adultas, no
entanto, os efeitos fisioldgicos do abuso destes por adolescentes do sexo feminino
no inicio da puberdade sdo ainda desconhecidos, e ndo h& estudo de que os
possiveis efeitos possam ser permanentes afetando sua vida reprodutiva. Assim, a
presente pesquisa analisou o efeito do estanozolol administrado em ratas pré-
puberes sobre a fertilidade através dos seguintes parametros: ciclicidade estral,
abertura vaginal, hormbnios sexuais, receptores de estrégenos, nimero de sitios de
implantacéo, histologia ovariana e placentaria, além do peso e angiogénese nesses
orgaos. Foram utilizadas 20 ratas albinas, as quais foram submetidas aos seguintes
tratamentos: ratas pré-puberes tratadas com 6leo de gergelim (Gl) e ratas pré-
puberes tratadas com estanozolol (Gll), administrado em uma Unica injecéo s.c. de
5mg/Kg em Oleo de gergelim (1mL/kg) como veiculo, no vigésimo primeiro dia apos
nascimento. Os resultados mostraram que o estanozolol mesmo administrado em
dose muito baixa e numa Unica vez promoveu abertura vaginal precocemente,
aumento significativo na frequéncia das fases de proestro e estro e declinio das
fases de metaestro e diestro, elevacdo dos niveis estrogénicos e redugdo dos niveis
progestagénicos, reducdo da expressdo do receptor-a estrogénico nos ovarios,
reducdo do numero de sitios de implantacdo, aumento do peso ovariano e
placentario, além da maior expressao do VEGF placentario e ovariano. Assim,
conclui-se que o estanozolol administrado antes da puberdade atua como um

desregulador endocrino da reproducao em ratas.

PALAVRAS-CHAVE: Anabolizantes, reproducéo, receptores, angiogénese, roedores



ABSTRACT

The indiscriminate use of anabolic androgenic steroids (AAS) has becoming part of
young and practitioners of physical activities’ daily life, especially at gyms and other
places where people practice some exercise. First, It had only male users. It also has
reached a female audience. Some unwanted collateral effects in adult women are
result from the AAS using, however, the physiological effects caused by the
indiscriminate use of AAS by female adolescents in the puberty beginning are still
unknown, and there’s no study about the permanency of possible effects on the
reproductive life. Thus, this study analyzed the stanozolol effect in prepubertal female
rats on fertility using the following parameters: estrous cyclicity, vaginal opening, sex
hormones and their receptors, implantation sites number, ovarian and placental
histology, besides the weight and angiogenesis and these organs. 20 female albino
rats were used, and they were submitted to the following treatments: Control group -
prepubertal female rats sesame oil treated and Stanozolol group - prepubertal female
rats stanozolol treated, the stanozolol was used in an only subcutaneous injection
5mg/Kg with sesame oil 1mL/kg as vehicle, in the twenty-first day after birth. Results
showed that even used in low quantities and only once stanozolol promoted an
earlier vaginal opening, significant increase in the proestrus and estrus frequency
and decline in the metestrous and diestrus, an estrogenic levels increase and
reduction of progestagen levels, expression decrease from estrogen alpha receptor
in the ovaries, reduction of implantation sites, ovarian and placental weight increase,
besides the ovarian and placental VEGF higher expression. Therefore, the study
concluded that the prepubertal stanozolol using acts as an endocrine disruptor on
rats reproduction.

KEY-WORDS: Anabolics, reproduction, receptors, angiogenesis, prepubertal female

rats.
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CAPITULO |

1. INTRODUCAO

Uma dos aspectos que tem caracterizado a sociedade de consumo
contemporanea € a grande importancia dada a aparéncia corporal. Nas ultimas
décadas, o corpo tornou-se alvo de uma atencéo redobrada com a proliferacéo
de técnicas de cuidado e gerenciamento, tais como dietas, musculacdo e
cirurgias estéticas. Com isso, € notorio o aumento do consumo das chamadas
"drogas da imagem corporal’, entre as quais se incluem os esteroides
anabdlicos androgénicos ou anabolizantes (KANAYAMA; POPE; HUDSON,
2001).

Esteroides anabdlicos androgénicos (EAA) € uma familia de horménios
que incluem a testosterona e seus derivados sintéticos, 0s quais possuem tanto
efeitos anabdlicos quanto androgénicos. Assim, estimulam o crescimento
muscular e a funcdo do sistema reprodutor masculino através de suas
propriedades farmacocinéticas, biodisponibilidade e balanco entre suas
atividades androgénicas e anabdlicas (MARQUES; PEREIRA; NETO, 2003;
KANAYAMA, HUDSON; POPE, 2008).

Clinicamente, os androgénios sao indicados em algumas terapéuticas de
hipogonadismo e castracdo; tumores mamarios; osteoporose; controle de
menopausa e andropausa. Porém, dependendo da proporcdo entre droga
utilizada, tempo e quantidade, os riscos do uso de um esteroide podem ser
irreversiveis, podendo causar uma série de efeitos colaterais (COCOLO, 2002).
Dentre eles, os mais comuns sdo acne, atrofia testicular, retencédo hidrica,
alteracbes do humor e ginecomastia (HARTGENS; KUIPERS, 2004;
PARKINSON; EVANS, 2006).

Mesmo diante de tais efeitos colaterais, 0 uso dessas substancias néo so
aumentou notavelmente nessas ultimas cinco décadas como atingiram outras
populacdes. A alta incidéncia de uso de esteroides anabodlicos tem sido
encontrada ndo s6 em atletas de competicdo, como também em atletas
recreacionais e mulheres que o utilizam para fins estéticos, visando o aumento
da massa magra e a reducao da gordura subcutanea (POPE; KATZ, 2004).
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Entre os esteroides anabdlicos androgénicos mais conhecidos,
encontramos o estanozolol. O estanozolol (I7B-hidroxi-17-metil- 5a-androstano
[3,2-c] pirazol) esta incluido no grupo dos esteroides anabolizantes
aromatizantes. Esse anabolizante é utilizado na medicina no tratamento auxiliar
de varias doencas, como na endometriose, no estimulo da eritropoiese em
algumas anemias, na aceleragcdo da cicatrizagdo em grandes traumas ou
cirurgias, na sarcopenia em pacientes com HIV e na terapia do hipogonadismo
masculino. Atletas também utilizam o estanozolol, em altas doses, com objetivo
de melhorar a desempenho fisico (FALANGA et al., 1998; BEUTEL;
BERGAMASCHI; CAMPOS, 2005).

A maioria dos estudos tem enfatizado os efeitos adversos do abuso de
diversos EAA em mulheres adultas, no entanto, os efeitos fisiologicos do abuso
destes por adolescentes do sexo feminino no inicio da puberdade sao ainda
desconhecidos, e ndo ha preocupacdo de que alguns dos possiveis efeitos
possam ser permanentes afetando sua vida reprodutiva (STRAUSS; LIGGETT,;
LANESE, 1985). A analise dos efeitos do EAA em animais de laboratorio antes
da puberdade pode revelar dados acerca das consequéncias sobre o
amadurecimento neuroendoécrino do sistema reprodutor feminino (IRVING et
al., 2002), além da sua interferéncia na funcao placentéria. Outro ponto a ser
destacado € que até o momento nao foram estudados a interferéncia dos EAA
nos fatores angiogénicos da placenta e ovario, porém, sabe-se que desordens
vasculares podem modificar a funcao placentaria durante as fases da gestacao,
e como consequéncia, pode prejudicar o desenvolvimento fetal (KACZMAREK;
SCHAMS; ZIECIK, 2005).

Assim, a presente pesquisa teve como objetivo investigar os efeitos da
administracdo do estanozolol em ratas pré-puberes sobre a sua fertilidade,
através da andlise da ciclicidade estral, abertura vaginal, hormdnios sexuais,
receptor estrogénico, numeros de sitios de implantacdo, histologia ovariana e

placentaria, bem como o processo de angiogénese em tais 6rgaos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Ester6ides anabolicos androgénicos

Os esteroides anabdlico-androgénicos (EAA) referem-se aos hormdnios
esteroides da classe dos hormoénios sexuais masculinos; dentre eles, podemos
destacar a testosterona e seus derivados, com propriedades androgénicas e
anabdlicas. Alguns autores apontam o0s esteroides anabolizantes como os
derivados sintéticos da testosterona que possuem atividade anabdlica superior
a atividade androgénica (DA SILVA; DANIEL; CZEPIELEWSKI, 2002).

Os efeitos androgénicos sao responsaveis pelo desenvolvimento do trato
reprodutivo masculino e das caracteristicas sexuais secundarias, assim como
pela manutencdo da funcdo reprodutiva. Os efeitos anabdlicos se referem ao
estimulo da fixagdo do nitrogénio, causando um balanc¢o nitrogenado positivo,
por aumentar a sintese proteica nos musculos (SHAHIDI, 2001).

A sintese dos hormdnios androgénios da-se a partir do colesterol. Este ira
formar, apos sucessivas oxidagdes, a pregnenolona. A pregnenolona é o
principal precursor dos hormoénios esteroides. Durante a conversao da
pregnenolona a testosterona, ocorre a formacéao de di-hidrotestosterona (DHT)
e de androstenediona. Estes androgénios sédo posteriormente convertidos em
testosterona na adrenal. O DHT, a androstenediona (4-androstenediona) e 0s
seus compostos relacionados (5-androstenediona, 4-androstenediol, 5-
androstenediol) sdo o0s precursores da testosterona mais popularmente
utilizados por atletas (HANDELSMAN, 2001).

A molécula de testosterona sozinha ndo é eficiente quando injetada ou
tomada oralmente, pois é muito susceptivel a metabolizagdo (ou inativagéo)
relativamente rapida pelo figado. Consequentemente, a estrutura quimica da
testosterona deve ser modificada para contornar esse problema. Mais

comumente, a molécula de testosterona é alquilada na posicdo 17a para formar
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esteroides anabdlicos orais (retardando o catabolismo hepatico da molécula),
eesterificada na posicao 173 para formar esteroides anabdlicos injetaveis, mais
lipofilicos que a testosterona (Figura 1). O derivado 173 é suspenso em 6leo, o
que permite a manutencdo da concentracdo no corpo por varias
semanas(YESALIS; BAHRKE, 1995; DA SILVA; DANIEL; CZEPIELEWSKI,
2002).

Figura 1 : Modificagdes estruturais na molécula de testosterona para formacao

. O

de esteroides anabdlicos androgénicos.

&)

®.®

Fonte: WU, 1997.
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2.2. Mecanismos de acdo dos EAA

A acéo dos esteroides anabdlicos anabolizantes pode ser observada em
grande numero de tecidos-alvo, reprodutivos e ndo reprodutivos, incluindo
0sso, tecido adiposo, musculo esquelético, coracao, cérebro, préstata, rins e
figado (WU, 1997). Estas substancias podem atuar diretamente em receptores
especificos, sendo que, uma vez na circulacdo, elas sdo transportadas pela
corrente sanguinea como mensageiros, na forma livre ou combinada as

16



moléculas transportadoras, mas somente na sua forma livre difundem-se
diretamente através da membrana plasmatica de células-alvo ligando-se a
receptores proteicos intracelulares. Dentro da célula, a molécula de esteroide
ligada ao receptor androgénico especifico, migra para o nucleo celular onde
inicia o processo de transcricdo génica e de transducéo proteica, a qual modula

as acgoOes celulares dependentes de androgeno (SHAHIDI, 2001) (Figura 2).

Figura 2 : Mecanismo de acéo dos esteroides anabolicos androgénicos.

Célula alvo

SANGUE
carréador
|:' Proteina
atopiasrrdhes
homlc"m.io/

Fonte: Garrett; Grisham, 1995.

2.3. Uso terapéutico dos EAA

Os esteroides anabolizantes foram inicialmente desenvolvidos com fins
terapéuticos, como exemplo, na recuperacdo de cirurgias e atrofias
musculares, por melhorarem o balan¢o nitrogenado em estados catabolicos,
prevenindo a perda de massa magra, e, também, no tratamento de anemias,
uma vez que estimulam a eritropoiese (CELOTTI; CESI, 1992). Estudos
demonstram que a administracdo de quatro doses de 50mg de Deca-durabolin
diluido em 1ml de 6leo de amendoim foram eficazes no aumento da eritropoese
em pacientes humanos com Doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC)

(CREUTZBERG et al., 2003).
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Atualmente, os EAA também tém sido administrados no tratamento das
deficiéncias androgénicas: hipogonadismo (BHASIN et al., 1997), puberdade e
crescimento retardados (SCHROOR et al.,, 1995), micropénis neonatal,
deficiéncia androgénica parcial em homens idosos, deficiéncia androgénica
secundaria a doencas cronicas, e na contracepcdo hormonal masculina
(CONWAY et al., 2000).

A terapia androgénica pode, também, ser utilizada no tratamento do
cancer de mama avancado (EBELING; KOIVISTO, 1994), em garotos com
estatura exagerada (CONWAY et al., 2000) e até mesmo em situacdes
especiais da obesidade (CORRIGAN, 1999). Ha relatos de uso de esteroides
anabolicos em baixas doses por via transdérmica no tratamento de doencas
cardiovasculares, tendo efeitos antiaterogénicos e como agentes antianginosos
(ENGLISH et al., 2000).

2.4. Uso indiscriminado dos EAA

A utlizacdo sem fins medicinais dos esteroides anabolizantes foi
inicialmente referida em levantadores de peso e outros atletas de forca nos
anos 50. O objetivo para o uso desses hormdnios por esses individuos era o
ganho de forca e massa muscular, aliado a perda de gordura corporal
(FORTUNATO; ROSENTHA; CARVALHO, 2007).

No Brasil, estudos que abordam o uso de anabolizantes sao escassos (IRIART,;
ANDRADE, 2002). Entretanto, levantamentos feitos pelo Centro Brasileiro de
Informacdes sobre Drogas Psicoatropicas (CEBRID), realizados no ano de
2005 nas 108 cidades brasileiras com mais de 200 mil habitantes, revela que
0,9% da populacéo (456.000) ja utilizou esteroides anabolizantes alguma vez
na vida; estes resultados comparados com a ultima estimativa realizada em
2001, obteve um aumento de 206% (CEBRID, 2005). Estudo feito com
praticantes de musculacdo na cidade de Porto Alegre demonstrou prevaléncia
de 11,1% de usuérios de EAA (SILVA et al.,, 2007), em estudo realizado na
cidade de Salvador foi documentado o uso indevido de anabolizantes e o0s
danos a saude causados por essas substancias, entre jovens fisiculturistas das
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classes populares de Salvador, alertando para um grave problema de saude
publica em nosso pais (IRIART; ANDRADE, 2002).

Quando usados de forma ilicita e abusiva para o aumento da massa
muscular, os EAA sdo geralmente administrados em doses suprafisiologicas
que podem chegar a 500mg/dia em ciclos que duram entre 4-6 meses. As
doses e combinac¢des usadas por atletas sao de 10-100 vezes maiores que as
doses terapéuticas (CLARK; HARROLD; FAST, 1997; KARBALAY-DOUST et
al., 2007).

O uso dos esteroides anabolizantes, indiscriminadamente, causa uma
série de alteragbes no metabolismo, como, alteracdo das variaveis
bioguimicas, como hormdnios do eixo hipotalamo-hipdéfise-gonadal, enzimas
hepaticas, células do sistema hematopoiético e perfil lipidico sanguineo, tais
modificacdes podem promover efeitos colaterais adversos, como acne, atrofia
testicular, retencdo hidrica, alteragdes do humor e ginecomastia (HARTGENS,
2004).

2.5. Estanozolol

O estanozolol (EST) € um éster da testosterona [17- beta-hidroxi-17-alfa—
metilandrostano (3,2-C) pirazol] (Figura 3) que possui um grande potencial
anabdlico e uma degradacdo hepatica mais lenta do que o hormdnio masculino
natural (CLARK; BLASBERSG; BENNETT-BRANDLING, 1998; PEY, 2003). Foi
desenvolvido em 1959 por Clinton e colaboradores com a finalidade de ser
utilizado na deficiéncia da sintese de proteinas e osteoporose (CLINTON et al.,
1961). A estrutura deste composto sintético difere de forma acentuada da
grande maioria dos esteroides anabolizantes por causa de seu nucleo pirazol
anexado no seu anel. Isso faz com que a extracdo de estanozolol de matrizes
complexas bem como sua analise seja complexa (MATEUS-AVOIS; MANGIN;
SAUGY, 2004).

Figura 3: Formula quimica do estanozolol.
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Fonte: Espirito Santo, 2006.

Dentre os EAA derivados da testosterona mais consumidos dos EUA
(Tabela 1), o estanozolol aparece como um dos mais utilizados. Esse
anabolizante € preferido por muitas pessoas pelo fato dele causar aumento de
forca sem ganho de peso em excesso, promover aumento na vascularizacéo, e
nao se converter em estrogeno. Ele também ndo causa retencdo de agua em
excesso, além de ajudar na perda de gordura preservando a massa muscular
(WILLIAMSON; CONE; HUARD, 1995).

Tabela 1: Lista dos EAA mais consumidos nos EUA ().

Esterdides orais Esterdides injetaveis
Anadrol (oximetolona) Deca-Durabolin (decanoato de nandrolona)
Oxandrin (oxandrolona) Durabolin (fenilpropionato de nandrolona)
Dianabol (metandrostenolona) Depo-testosterone (cipionato de testosterona)
Winstrol (estanozolol) Equipoise (undecilenato de boldenona)

Fonte: NIDA (National Institute on Drug Abuse- Nida), 2001.

O estanozolol € utilizado no tratamento de diversas doengas e, muitas
vezes, usado por atletas como uma droga anabdlica, a fim de melhorar seu
desempenho atlético (LUKAS, 1993). E utilizado clinicamente para o tratamento
da perda de massa muscular ou enfraguecimento, em algumas anemias para
estimular a eritropoese, e no tratamento de hipogonadismo, endometriose e
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angioedema hereditario (COWAN et al., 1997). Veterinarios podem prescrever
a droga para melhorar o crescimento muscular, aumentar a densidade 6ssea e
estimular o apetite de animais fracos ou debilitados (YUAN; LIU; HUANG,
1998; OLSON; MORCK; QUINN, 2000; POELMANS et al., 2002).

2.6. Anabolizantes e Reproducao

Experimentos em modelos animais e humanos descreveram alteracdes
no sistema reprodutor ocasionados pelos EAA. Tais alteracdes no sistema
reprodutor parecem ser reversiveis apoés interrupcdo do uso da droga
(KARBALAY-DOUST et al, 2007). Nas mulheres, os efeitos colaterais
provocados pelo consumo de EAA incluem alteracbes na menstruacéo,
engrossamento da voz, encolhimento dos seios, aumento da libido,
crescimento de pelos no corpo e aumento do tamanho do clitéris (MELNIK;
JANSEN; GRABBE, 2007).

A literatura reporta que o uso dos esteroides anabolizantes leva a
supresséo da liberagdo das gonadotrofinas LH e FSH, alterando a ciclicidade
estral (BRANN; PUTNAM; MAHESH, 1991). A constatacdo de que EAA
suprimem a ciclicidade estral em ratos estd de acordo com os relatos de
irregularidade do ciclo menstrual de mulheres adultas usando EAA (GRUBER,;
POPE, 2000).

Estudos tém demonstrado a interfréncia dos EAA na fisiologia reprodutiva
feminina. Segundo Chuffa et al. (2011), ratas tratadas com decanoato de
nandrolona, o Deca-Durabolin, na dosagem de 5mg/kg/dia aplicado uma vez
por semana durante quatro semanas consecutivas demonstraram aciclicidade
estral, diminuicdo da espesura de ambos, epitélio e estroma endometrial, além
da reducdo no numero e tamanho dos vasos sanguineos uterinos. Far et al.
(2007) utilizando a mesma dosagem demonstrou alteracdes na morfologia
uterina, tais como atrofia do endométrio e glandulas tortuosas. Ja na dosagem
de 3mg/kg/dia de decanoato de nandrolona foi observado destruicdo dos
foliculos ovarianos, redugcdo dos corpos luteos, além de alteracdes no Utero,
como vacuolizacéo e fibrose (GEREZ; FREI; CAMARGO, 2005).

21



Estudo realizado por Clark, Kelton e Whitney (2003) demonstrou a acao
dos EAA sobre a ciclicidade estral, verificando que a incidéncia da ciclidade
estral normal do grupo controle foi significativamente maior do que nos grupos
que receberam uma dose de 5mg/Kg de estanozolol, além da interferéncia no
primeiro estro vaginal. Outros estudos relatam que a abertura vaginal € um
indicador precoce visivel do aumento de estrdgeno em ratas que receberam
altas doses de EAA, demonstrando assim que a puberdade pode ser avancada
pelo estrégeno e androgenos aromatizados (OJEDA; URBANSKI, 1994).

E importante ressaltar, no entanto, que o consumo de anabolizantes por
mulheres e adolescentes, mesmo por um curto periodo, pode ocasionar efeitos
colaterais irreversiveis (HARTGENS, 2004). E que alguns dos efeitos
fisiolégicos de EAA sobre as mulheres sdo duradouros (FRANKE;
BERENDONK, 1997). Além do que, os efeitos colaterais associados ao uso
destes produtos por longos periodos, tanto em doses terapéuticas quanto
suprafisiolégicas, ainda sdo desconhecidos (EVANS, 2004).

Nosso modelo experimental foi ratas pré-puberes, ou seja, ratas com 21
dias apds nascimento. Optamos por usar essa fase de vida, devido ao fato que
a maioria dos estudos tem enfatizado os efeitos adversos do abuso de diversos
EAA em mulheres adultas, no entanto, os efeitos fisiolégicos do abuso destes
por adolescentes do sexo feminino no inicio da puberdade sao ainda
desconhecidos, e ndo ha preocupacédo de que alguns dos possiveis efeitos
possam ser permanentes afetando sua vida reprodutiva (STRAUSS; LIGGETT,;
LANESE, 1985).
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2.7. Hormonios esteroides e seus receptores

Os hormonios esteroides sao moléculas lipofilicas, derivadas do colesterol
e utilizadas como mensageiros quimicos pelo organismo. Estes hormoénios
exercem sua funcdo na célula alvo apos ligacdo ao receptor especifico,
localizado predominantemente dentro do nucleo (KUHN, 2002).

Os estrogénios, hormonios esteroides, atuam no crescimento,
diferenciacdo e funcionamento dos tecidos reprodutivos e desempenham
papéis importantes em 6rgdos nao reprodutivos, como o0ssos, figado, pele,
musculos, cérebro e adipocitos (KATZENELLENBOGEN et al.,, 2000),
demonstrando assim que estes 0rgdos apresentam receptores para
estrogenos, deste modo varios efeitos metabdlicos podem resultar diretamente
de eventos mediados por receptores nos orgaos afetados (VENKOV; RANKIN;
VAUGHAN, 1996).

O efeito dos hormonios nos 6rgéos alvo é decorrente da sua ligacdo com
0s receptores intracelulares, modulando a expressdo dos genes (SCHMIDT;
GERDES; FEURING, 2000). A concentracdo de receptores nos tecidos
determina sua resposta ao hormonio (DORNSTAUDER et al., 2001).

O estrogénio possui dois tipos de receptores, a e B (REa e REPB),
codificados respectivamente por genes diferentes: ESR1 e ESR2, encontrados
em locais cromossémicos diferentes (CARRUBA, 2007). Em roedores, o0 gene
do REa encontra-se localizado no cromossomo 6, enquanto o REQ esta
localizado no cromossomo 14 (GRUBER et al, 2002). Além disso, ambos
apresentam diferencas de expressao nos varios tecidos, assim como diferentes
afinidades por ligantes (SAUNDERS et al, 1997).

Estudos indicam que o REB possui alta expressdo na préstata e ovario
(MOSSELMAN; PLOMAN; DIIJIKEMA, 1996) e expressdo moderada nos
testiculos e utero, tecidos estes, que também expressam REa (KUIPER et al.,
1997). A andlise Imunohistoquimica da expressdo dos receptores a e 3
estrogénicos em um ovario normal indica que ambos os receptores estédo
presentes, porém com distribuicdo diferente, com ER predominantemente nas
células granulosas de foliculos e ERa localizados na regido da teca e células
intersticiais do ovario. O REa € expresso nos cistos hemorragicos, sendo
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ausente nos foliculos maduros e corpo lateo, indicando a auséncia de ovulacéo
(LUBAHN et al., 1993).

2.8. Desenvolvimento placentario

A placenta é o 6rgédo que se forma em funcéo do sucesso da implantacao
do blastocisto no utero, representando o 6rgéo funcional da unidade biolégica
materno-fetal, sendo constituida por uma parte fetal denominada de corio, e
uma parte materna denominada de decidua basal (OLIVEIRA et al., 2006). E
responsavel pelo transporte dos nutrientes e dos residuos metabdlicos entre os
sistemas materno e fetal (REYNOLDS; REDMER, 2001), envolvido na
transmissao de nutrientes, gases e agua para o feto, excrecéo de residuos de
produtos de metabolismo fetal no sangue materno, bem como a adaptacéo do
metabolismo materno em diferentes fases da gestagdo por meio de hormoénios
(CETIN; ALVINO, 2009).

Com isso, a sobrevivéncia e o crescimento do feto s&o fortemente
dependentes da placenta (WATSON; CROSS, 2005), onde mudancas
estruturais ou funcionais podem acarretar em complicagbes fetais (DESOYE;
MOUZON, 2003), tais como macrossomia, malformacdes congénitas e até
mesmo morte do concepto (MAUAD, 1998).

A formacdo da placenta € um processo dinamico e fundamental para a
manutencdo e prote¢cdo do desenvolvimento embrionario/fetal, que se inicia
muito precocemente nas primeiras fases da implantacdo embrionaria
(REGNAULT et al,, 2002; CROSS, 2006). De acordo com a forma de
sobreposicao e relacionamento do trofoblasto no epitélio uterino, no endotélio
dos vasos maternos ou diretamente com o0 sangue materno, as placentas sao
classificadas como epiteliocorial, endoteliocorial ou hemocorial (CARTER et al.,
2004).

O Rattus novergicus, nosso modelo experimental, pertence a Ordem
Rodentia e apresenta placenta hemocorial (discoidal) assim como os seres
humanos. Na placenta hemocorial a interacdo materno-fetal resulta na invaséo
do leito vascular uterino pelo trofoblasto, que passar a ser banhado pelo
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sangue materno extravasado (OLIVEIRA, 2006). Em ratos, Enders e Welsh
(1993), observaram que se desenvolve uma placenta hemocorial labirintica,
contendo o trofoblasto em contato com o tecido conjuntivo materno né&o
modificado, e que a resposta decidual inicia-se em funcdo da presenca do
blastocisto, antes do trofoblasto alcancar a lamina basal do epitélio uterino.

A placenta hemocorial apresenta-se constituida de trés regides
morfolégica e funcionalmente distinta: a decidua, o espongiotrofoblasto e a
regido labirintica. A decidua alcanca periodo de diferenciacdo maxima ao 10°
dia, com células deciduais importantes na implantacdo e nutricdo do embriao.
Essas células produzem fatores que controlam a invasdo trofoblastica e
protegem o0 embrido da rejeicdo pelo sistema imune materno. O
Espongiotrofoblasto caracteriza-se por zona basal com presenca de células
trofoblastica gigantes (CTGs). As células trofoblasticas estdo envolvidas na
secrecdo de hormonios, incluindo HCG (gonadotrofina coridnica humana) e
progesterona necesséria a manutencao da espessura do endométrio uterino e
fatores angiogénicos de crescimento vascular e endotelial contribuindo para o
remodelamento tecidual. A regido Labirintica é constituida de células
labirinticas cuja funcdo € de promover e mediar transferéncia de nutrientes
entre o espaco sanguineo materno e o fetal (MOREIRA et al., 2008).

Estudos em ratas prenhes demonstraram processos de invasao
trofoblastica e remodelacdo das artérias uterinas (placentacdo) semelhantes
aguelas observadas em seres humanos (AIN; CANHAM; SOARES, 2003;
CALUWAERTS et al., 2005), assim este modelo animal torna-se interessante
para pesquisar e estudar a placentacéo, tanto normal como patoldgica, além de
propiciar um futuro campo para possiveis tratamento genéticos, cujos
resultados possam ser extrapolados ao modelo humano (MESS, 2007,
BOSCO; BUFFET, 2008).
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2.9. Angiogénese

A angiogénese é definida como a formagé@o de novos vasos sanguineos
através da migracao e proliferacao de células endoteliais oriundas de vaso pré-
existentes (PLENDL, 2000), constituindo-se um processo complexo que requer
um balango entre promotores e inibidores (SCHAMS; BERISHA, 2004). Em
condigOes fisiologicas atua na embriogénese, no desenvolvimento tecidual, na
ovulacdo, na formacdo do corpo Iliteo e no processo de cicatrizacao
(FOLKMAN, 2007).

O processo angiogénico comeg¢a com um desenvolvimento capilar e
culmina na formacdo de uma nova microcirculacdo composta por arteriolas,
capilares e vénulas. O inicio da angiogénese consiste em trés processos: 1)
rompimento da membrana basal da célula endotelial do vaso existente, 2)
migragdo das células endoteliais em direcdo ao vaso existente como estimulo
angiogénico, e 3) proliferacdo das células endoteliais (CONWAY; COLLEN;
CARMELIET, 2001). O desenvolvimento de novos vasos sanguineos é
completado pela formacao de um limen basal capilar e diferenciacdo de novos
capilares em arteriolas e vénulas (KACZMAREK; SCHAMS; ZIECIK, 2005)
(Figura 4).

Figura 4: Angiogénese: Processo de formacao de novos vasos sanguineos.

Célulasvermelhas do sangue

Fonte: Hendrix et al., 2003.
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O controle do crescimento vascular e sua diferenciacdo € um sistema
complexo de atividades e interacées entre moduladores positivos e negativos
(BREIER, 2000). Dentre as familias de fatores de crescimento envolvidas com
a angiogénese, destaca-se a acdo do Fator de Crescimento do Endotélio,
VEGF, considerado o mais efetivo na indugédo da proliferagdo endotelial
vascular in vitro e angiogénese in vivo (FERRARA; GERBER; LECOUTER,
2003; BYRNE; BOUCHIER-HAYES; HARMEY, 2005).

O VEGF, molécula homodimérica, € uma molécula chave indutora da
angiogénese, pois induz a proliferagdo, migracao e formacgao do tubo vascular.
Pertence a uma familia de varios fatores de crescimento (VEGF-A, -B, -C, -D e-
E) e atua inicialmente pela ligagdo com o0s receptores envolvidos no
desenvolvimento dos capilares sanguineos durante a embriogénese
(HIRATSUKA et al., 2005).

Dois receptores para o VEGF, pertencentes a familia de receptores
tirosina-quinase foram identificados e clonados: receptor 1 para VEGF
(VEGFR-1 ou FIt-1-like-tyrosine kinase receptor 1) e receptor 2 para VEGF
(VEGFR-2 ou KDR-Kinase insert Domain containing Receptor) (SUGINO et al.,
2000). Os receptores de VEGF fazem parte da familia tirosino-quinase,
possuindo diferentes atividades tirosino-quinase em resposta ao ligante
(SHIBUYA, 2006).

VEGFR-1, também denominado Flt-1, € expresso em células endoteliais,
monaocitos/macréfagos, células dendriticas, osteoclastos e trofoblasto na
placenta. Ja o VEGFR-2, conhecido como KDR ou Flk-1, é altamente expresso
em células endoteliais e também nas células hematopoiéticas, osteoblastos,
megacariécitos, células progenitoras da retina, entre outras (ROY;
BHARDWAJ; YLA-HERTTUALA, 2006), sendo considerado o principal
mediador dos efeitos fisiologicos e patolégicos do VEGF nas células endotelial
(CROSS et al., 2002) (Figura 5).
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Figura 5: Representacdo esquematica dos ligantes da familia VEGF e seus

receptores

VEG

VEGFR-1
Solavel

VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3
ek l“ Endotélio wvascular  Endotélio linfitico
i . Cdbula do endotélio

Macrofago @ Mondcito ?i w

1 P barana Basal
Célula hematopoiética erirécito Pericito

Fonte: Modificado de Capp et al., 20009.

2.10. Angiogénese ovariana e placentaria

A angiogénese fisiologica do sistema reprodutivo feminino, onde ocorrem
ciclicamente no ovario e Utero, assim como durante a gravidez, na placenta,
sendo importante nos processos de desenvolvimento folicular, formacdo do
corpo luteo e proliferagdo do endométrio uterino durante o ciclo menstrual
(KACZMAREK; SCHAMS; ZIECIK, 2005). E por isso, 0s mecanismos genéticos
e moleculares que controlam a angiogénese durante o desenvolvimento
folicular e placentario estdo sendo elucidados (SHIMIZU; SATO, 2005).

Em todos os tecidos, inclusive ovariano, € necessario fluxo sanguineo
adequado para o fornecimento de oxigénio e nutrientes, para a remoc¢éo de
CO; e de outros subprodutos metabdlicos e para a transferéncia de horménios
para as células-alvo (ROBINSON; WOAD; HAMMOND, 2009). Assim, no

sistema genital feminino, particularmente no ovario, a angiogénese ocorre
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como um processo normal e crucial para a funcéo latea e folicular (PLENDL,
2000).

Nos ovarios, cada fase especifica do ciclo hormonal é acompanhada por
grandes mudancas vasculares (PLENDL, 2000), e a formacdo de uma rede
vascular adequada é um fator limitante na selecdo e na maturacdo do foliculo
dominante (REYNOLDS; GRAZUL-BILSKA; REDMER, 2000; STOUFFER;
MARTINEZCHEQUER, MOLSKNESS, 2001). Sob estimulo de fatores
endocrinos, paracrinos e autécrinos, os foliculos e corpos luteos sintetizam
fatores que podem agir isoladamente ou em conjunto para regular a
angiogénese (SHIMIZU; KAWAHARA; ABE, 2003).

Os fatores angiogénicos sdo encontrados nas células da teca, fluido
folicular, células da granulosa, células luteinizadas e também foi demonstrada
sua presenca nas ceélulas do cumulus oophorus (PHILLIPS et al., 1990), sendo
responsaveis pelas mudancas vasculares que acompanham a ovulagcédo
(PLENDL, 2000).

Em estudos realizados por Stouffer, Martinezchequer e Molskness (2001)
relatam que os hormodnios esteroides influenciam a sintese de VEGF.
Corroborando com tais estudos, Moura (2003) afirma que a expressdo do
VEGF nas células da granulosa e luteinicas, bem como nas células
endometriais sofrem regulacdo hormonal, devido ao fato que todas as células
sdo responsivas aos hormonios esteroides. Além disso, todas essas células
gue expressam o VEGF produzem hormonios esteroides em resposta ao
hormdonio luteotrofico.

Um evento fundamental para a implantacdo do blastocisto e sua
manutencdo no ambiente uterino € o aumento da vascularizagcdo endometrial
para adequacdo das necessidades embrionarias em relacdo as trocas gasosas
e de nutrientes. Para tanto a vascularizacdo passa por continuas adaptacoes,
como vasodilatacdo, aumento da permeabilidade, crescimento e
desenvolvimento de novos vasos (REYNOLDS; GRAZUL-BRISKA; REDMER,
2002). O sucesso da gestacdo também depende da vascularizacdo da arvore
vilosa da placenta fetal que é continua ao longo da gestacdo, embora muito
mais acentuada nas fases iniciais (KAUFMANN; MAYHEW; CHARNOCK-
JONES, 2004).
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A angiogénese placentaria é de fundamental importancia para garantir o
fluxo de sangue adequado para a placenta e, com isso, fornecer os substratos
gue dao suporte ao crescimento e desenvolvimento fetal. Assim, o crescimento
e desenvolvimento dos leitos vascularares sdo considerados criticos para o
crescimento e para a funcdo utero-placentaria (REYNOLDS et al., 2010). A
placenta dos mamiferos sofre rapida angiogénese (REYNOLDS et al., 2006), e
para que a gestacdo seja bem sucedida, € necessaria a remodelacdo do
endométrio, para coordenar a implantacdo, a angiogénese e o remodelamento
vascular na interface materno-fetal, para fornecer suporte hematotréfico para o
desenvolvimento do concepto (KAUFMANN; MAYHEW; CHARNOCK-JONES,
2004).

Acredita-se que uma matriz complexa de agentes pré-angiogénicos,
antiangiogénicos e vasoativos sejam produzidos pelas células gigantes
trofoblasticas e/ou por outras células trofoblasticas ou deciduais (BOROWICZ
et al., 2007; DOUGLAS et al., 2009).

O VEGF é o principal fator angiogénico expresso pelas células gigantes

trofoblasticas (VOSS; THOMAS; GRUSS, 2000). Ratas mutantes, que
apresentam delecdo génica para os receptores do VEGF (flt-1 e/ou flk-1),
apresentam defeitos na vasculogénese e na angiogénese feto-placentaria,
resultando em morte embrionaria (CROSS et al.,, 2002). Em humanos, a
expressdo de VEGF e de FIk-1 € mais intensa no inicio da gestacdo e diminui
com o avancar dela (JACKSON etal., 1994), ja nas fases finais da prenhez em
roedores, observa-se na placenta um aumento na producdo de fatores
angiogénicos, tais como o fator de crescimento placentario (PIGF), que
contribui para o crescimento placentario, para o desenvolvimento fetal e para a
manutencao da gestacdo (OSOL et al., 2008).
A influéncia dos esteroides anabdlicos na angiogénese ainda é escassa,
porém, segundo Carvalho e Okamoto (1985), os anabolizantes aceleram a
quantidade de vasos neoformados. Até o momento ndo foram estudados o
fatores angiogénicos na placenta e ovario de ratas submetidas ao tratamento
com anabolizantes, porém, sabe-se que desordens vasculares podem
modificar a funcdo placentaria durante as fases da gestacdo, o que como
consequéncia, pode prejudicar o desenvolvimento fetal.
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Resumo

A presente pesquisa analisou o efeito do estanoadtoinistrado em ratas preé-
puberes sobre a fertilidade através dos seguiatgsnetros: ciclicidade estral, abertura
vaginal, horménios sexuais, numero de sitios déam@cao, além do peso, histologia e
angiogénese ovariana e placentaria. Foram utiliz@@aratas albinas, as quais foram
submetidas aos seguintes tratamentos: ratas pergsitvatadas com 6leo de gergelim
(GI) e ratas pré-puberes tratadas com estanozolalrea Unica injecao s.c. de 5mg/Kg
em Oleo de gergelim (ImL/kg) como veiculo(Gll), wigésimo primeiro dia apds

nascimento. Os resultados mostraram que o estamhgmamoveu abertura vaginal
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precocemente, aumento significativo na frequéneia fhses de proestro e estro e
declinio das fases de metaestro e diestro, elevdgsiniveis estrogénicos e reducéo dos
niveis de progesterona, reducdo do nimero de sigiosplantacdo, aumento do peso
das placentas e ovarios, além de alteracdes mgidakovarianas, menor expressao do
receptore. estrogénico e maior expressao do VEGF no tecidwianvo e placentario.

Assim conclui-se que a administracdo de 5mg/Kgstanezolol em ratas pré-puberes

em dose Unica, atua como um desregulador endddzineproducdo em ratas.

Palavras-chave: Anabolizantes, angiogénese, hoosi@exuais, receptores, reproducao,

roedores.

1. Introducéo

Os esteroides anabdlico-androgénicos (EAA) refeseraes horménios esteroides
sintéticos derivados da testosterona com propresdaddrogénicas e anabdlicas (DA
SILVA; DANIEL; CZEPIELEWSKI, 2002). Os EAA foram uizados inicialmente na
clinica médica para o tratamento de doencas crd@issociadas ao estado catabolico
em pacientes acometidos por: AIDS; doenca pulmobatrutiva crbnica; deficiéncia
hepética ou renal; céncer; casos de queimadurapcaeperacdo pods-operatoria
(SHAHIDI, 2001; HOFFMAN; RATAMESS, 2006; KICMAN, Z1B).

Estudos, no entanto, tém demonstrado que a admagéstde EAA tem resultado
em efeitos adversos em varios sistemas fisiolodid@3-FMAN; RATAMESS, 2006;
HOSEINI et al., 2009). Mulheres que, cronicamenmecbem doses suprafisiolégicas
de andrégenos, podem apresentar efeitos virilisangées como hipertrofia clitoriana,
voz grave, alteracdes menstruais, acne e alteragéesoncentracdo de lipideos

plasmaticos (KICMAN, 2008).
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Estanozolol (EST) é um éster da testosterona [1&ta-hidroxi-17-alfa—
metilandrostano (3,2-C) pirazol] que possui um deamotencial anabdlico e uma
degradacdo hepatica mais lenta do que o horméniscutiao natural (CLARK;
BLASBERSG; BENNETT-BRANDLING, 1998; PEY et al., 200 Esse anabolizante é
preferido por muitas pessoas pelo fato dele cawgaento de forca sem ganho de peso
em excesso, promover aumento na vascularizacdcsen@onverter em estrégeno, nao
causar retencdo de 4gua exacerbada, além de apgarda de gordura preservando a
massa muscular (WILLIAMSON; CONE; HUARD, 1995).

A maioria dos estudos tem enfocado sobre os efattesrsos do abuso dos EAA
em mulheres adultas, no entanto, os efeitos figicbdd do abuso destes por
adolescentes do sexo feminino no inicio da puberddo ainda desconhecidos, e néo
h& preocupacdo de que alguns dos possiveis efgigzam ser permanentes afetando
sua vida reprodutiva (STRAUSS; LIGGETT; LANESE, 598

Os efeitos fisioldégicos dos esteroides anabolizaatdre o eixo neuroendocrino
em desenvolvimento tém sido largamente inexploradasio ha preocupag¢do com a
natureza e duracdo do potencial de rupturas neddocgna (ELLIOT; GOLDBERG,
2000). A andlise dos efeitos do EAA em animais at®iatério antes da puberdade
pode revelar dados sobre as suas consequénciage smbramadurecimento
neuroenddcrino do sistema reprodutor feminino (IR@let al.,, 2002), além da sua
interferéncia na funcdo placentéria. Assim, a pres@esquisa teve como objetivo
investigar os efeitos da administracdo do estanbeoh ratas pré-puberes sobre a sua
fertilidade, através da analise da ciclicidadeagsaibertura vaginal, horménios sexuais,
nameros de sitios de implantacdo, receptores haisiobem como a histologia e o

processo de angiogénese ovariana e placentaria.
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2. Material e Métodos

2.1. Obtencéo dos animais

Foram utilizadas 20 ratas albinaRaftus norvegicus albinuscom 21 dias de
idade, periodo em que ratas sao consideradas petgai(GOLDMAN et al., 2000),
procedentes do Biotério do Departamento de Morfalog Fisiologia Animal, da
Universidade Federal Rural de Pernambuco. As férfmasn mantidas em gaiolas,
com alimentacado e agaa libitume temperatura de +22 °© C. O protocolo experinienta
foi submetido ao Comité de FEtica para aprovacim palocesso de numero:
23082.015842/2012.

As fémeas foram desmamadas, pesadas e divididderaéenente em dois grupos
experimentais: Grupo |- ratas pré-puberes tratadas 6leo de gergelim (controle) e

Grupo lI- ratas pré-puberes tratadas com estanozolo

2.2. Administragéao do estanozolol

Os animais do grupo |l foram tratadas com uma Uimjeggdo s.c. de 5mg/Kg de

estanozolol em 6leo de gergelim (1mL/kg) como Meiaoo vigésimo primeiro dia apos

nascimento seguindo a metodologia descrita por it Clark (1999; 2001). As

fémeas do grupo | receberam apenas uma Unicadnjlegéeiculo.
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2.3. Acompanhamento da abertura vaginal, do cisloa¢ e acasalamento

Apos cada tratamento as fémeas foram acompanhadasipservacéo do periodo
de abertura vaginal, tendo como parametro um peqeeificio no canal vaginal
Posteriormente foram colhidos diariamente esfregagaginais até as fémeas
completarem 60 dias de idade, para verificagdoiclo estral, e em seguida, foram

colocadas para acasalar.

2.4. Dosagem hormonal

O sangue (1mL) foi coletado nas ratas aos 30 eid@ de nascidas, mediante
contencdo mecanica (FLUTTERT; DALM; OITZL, 2000). éoleta foi realizada
através da puncao da veia caudal lateral com a@son cateter (24G). O material foi
rapidamente centrifugado, o sobrenadante acondidmem Eppendorf e mantido em
freezer a —20°C até a dosagem hormonal. Os niwsishdrménios 1ff-estradiol e
progesterona foram dosados utilizando-se o méfemyme Linked Immunosorbent

Assay(ELISA), através de KIT’s comerciais.

2.5. Andlise morfoldgica dos sitios de implantag@@rios e placentas

Cinco fémeas de cada grupo foram eutanasiadastinoosdia de prenhez para
contagem e andlise morfolégica dos sitios de intpido, e as demais no décimo
quarto dia de prenhez para a coleta dos ovariosadbse das placentas, pois nesse
periodo ocorre a maturacdo placentaria nos roed@esRIJK; VANESCH; FLIK,

2002; CALUWAERTS et al., 2005). Para tanto, as f@néram anestesiadas com
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hidrocloridrato de cetamina (80 mg/kg) e xilazitanig/kg), por via intramuscular,
sendo os ovarios e placentas pesados em balariitecarsentes deste procedimento.
Apobs esses procedimentos, 0s cornos uterinos focdmeados em uma placa de
Petri e contados com auxilio de uma lupa, levamd@s consideracdo as areas
dilatadas. Em seguida, os sitios de implantacd@riass e as placentas foram
mergulhados em formol tamponado, permanecendo someor 48 horas, clivados e
processados para inclusdo em parafina. A seguirplosos foram cortados em
micrétomo do tipo Minot (Leica RM 2035) ajustadag@& um e submetidos a técnica
de coloracdo pela Hematoxilina-Eosina (H.E), amdlis em microscopio de luz, da

marca OLYMPUS BX-49 e fotografados em fotomicrosodpLYMPUS BX-50.

2.6. Imunohistoquimica para receptorde estrdgeno nos ovarios

Laminas previamente silanizadas contendo cortewééos foram submetidas a
recuperacao antigénica e lavadas em diferentegd@dutampdes de acordo com o
protocolo experimental. Em seguida, os cortes foraoubados com o anticorpo
primario antireceptor de estrogeno (monoclonal racisti-Human estrogen Receptor
a clone 1D5 Dakocytomation — CA USA.), posteriornggrfoi realizada a incubacgéo
com anticorpo secundario ligado a peroxidase (kon® Flex HRP — Dakocytomation
— CA, USA. Co6d SM805) e contracoradas com Hemataxil Para a analise
microscépica da marcagdo imunohistoquimica dosiav&ealizou-se a captura de
imagens por meio de camera de Video Spracoplada ao microscépio Olympus

Bx50.
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2.7. Western blotting para Fator de crescimento odelial vascular (VEGF) nos

ovarios e placenta

Para avaliagdo da expressdo proteica, as protgimsentes no homogenato
ovariano e placentario (86) foram separadas utilizando-se eletroforese ehdge
poliacrilamida contendo dodecil sulfato de s6diD$$, e transferidas a uma membrana
de nitrocelulose (Hybond ECL — G&E). Apds o blogueie sitios de ligagdo néo-
especifica, as membranas de nitrocelulose forambadas com o anticorpo primario
desejado (anticorpos anti-VEGF- Santa-Cruz Bioteldgy). Em seguida, as
membranas foram lavadas e incubadas com o anticegpandario conjugado a
peroxidase. Os blots foram visualizados atravéguit@ioluminescéncia (ECL Western

Blotting Detection Reagent e Amersham Hyperfilm ECG&E).

2.8. Andlise Estatistica

A andlise estatistica do periodo de abertura vhdases do ciclo estral, dosagens
hormonais, nimero de sitios de implantacdo, pesmdarios e placentas e expressao
do VEGF ovariano e placentéario foram realizadasnpeio do método ndo-paramétrico
o de Kruskal-Wallis, onde as médias foram comparaddo teste de Wilcoxon-Mann-

Whitney, a 95% de significancia
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3. Resultados

3.1. Abertura vaginal e ciclo estral

A abertura vaginal ocorreu significativamente megxlo nas ratas do grupo
tratado com estanozolol (27,9 + 0,73 dias) em &slaxs ratas grupo controle (38,9 +
0,87 dias) (Fig. 1). A analise do ciclo estral mmstque as fémeas do grupo tratado
com estanozololapresentaram aumento significa@v&reguéncia das fases de proestro
e estro e declinio das fases de metaestro e diestrarelacdo as fémeas do grupo

controle (Fig. 2).

3.2. Dosagens hormonais

Os niveis de Iffestradiol apresentaram-se significativamente dievanas
fémeas pré-puberes aos 30 e 60 dias de vida tsatama estanozolol, enquanto os
niveis de progesterona mostraram reducdo signviicauando comparadas as do

grupo controle (Tabela 1).

3.3. Andlise morfoldgica dos sitios de implantaga@rios e placentas

A andlise estatistica do numero de sitios de ini@{@i® nos animais dos grupos
experimentais revelou que o tratamento com a estéwiaeduziu significativamente os
sitios em relacéo ao controle. Em contrapartideatamento com estanozolol aumentou

significativamente o peso dos ovarios e das plasgiitabela 2).
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A analise morfologica dos sitios de implantacdo matas dos grupos
experimentais mostrou que 0s mesmos estavam tatrmseridos na parede do Utero,
porém nas ratas tratadas com o estanozolol estes shostraram-se menos
desenvolvidos (Figs. 3A e 3B).

Histologicamente os sitios de implantacdo nas ddagupo controle mostraram-
se constituidos por trofoblastos volumosos, algwesn atividade mitdtica e
citotrofoblastos polipléides (Fig. 3C). Entretanto, grupo tratado com estanozolol, os
sitios mostraram trofoblastos pouco volumosos esraitotrofoblastos (Fig. 3D). As
placentas, com quatorze dias de desenvolvimentoratas dos grupos experimentais
ndo mostraram alteracdes histoldgicas significaticaracterizando-se pela observagéo
da regido da decidua bastante vascularizada e i@ rélp disco placentario bem
desenvolvido, com as trés camadas: camada donkahiregido mais externa e a mais
espessa, caracterizada pela presenca de numexogaad contendo vasos maternos e
fetais; a camada do trofospongio com trofoblastafiferenciados, e a camada de
células trofoblasticas gigantes, bastante deseitleoly com ndcleos volumosos (Figs.
3E e 3F).

Os ovarios das ratas do grupo controle apresentaearavestidos por epitélio
simples cubico, repousando sobre a albuginea onari@m a regido cortical e medular
bem definidas. Na regido cortical foram observagosicos foliculos e grande
guantidade de corpos luteos (Fig. 4A). Nos anirdaigrupo I, os ovarios mostraram-
se também revestidos por epitélio simples cubiqgmiaglo na tunica albuginea,
apresentando as regides cortical e medular bemidias$, no entanto, na regiao cortical,
observou-se a predominéancia de foliculos terciasl#sn de poucos corpos luteos (Fig.

4B).
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3.4. Imunohistoquimica dos receptoresstrogenicos ovarianos

Os resultados mostraram que houve reducdo da e#predns receptores
estrogénicos nos ovarios das ratas tratadas camogstol, em comparacao aos ovarios

das ratas do grupo controle (Figs. 4C e 4D).

3.5. Western blotting para VEGF

Foi observado que tanto nos ovarios como nas pkxeatas ratas tratadas com
estanozolol, a expressao protéica do VEGF, analisadUA/g de tecido, apresentou-se

maior quando comparada ao grupo controle (Fig)s e

4. Discussao

No presente estudo, foi demonstrada a antecipaga@bertura vaginal nas ratas
do grupo tratado com estanozolol, bem como alteragh ciclicidade estral, com
predominancia das fases de proestro e estro. Egtgos podem ser reflexos dos
elevados niveis estrogénicos verificados nas @as 30 e 60 dias de vida, provando
que os EAAs influenciam na fisiologia do sistemaroeutor feminino (GOLDMAN et
al., 2000), promovendo quebra na ciclicidade (CLARELTON; WHITNEY, 2003).

Nas ratas, o inicio da puberdade pode ser deficitioo o periodo de transicédo
entre a abertura vaginal e a primeira ovulagédo (BKdARN et al., 2000). Essa abertura
sé se torna patente a partir da estimulacdo esticay@OJEDA; URBANSKI, 1994),
ocorrendo, na maioria dos casos, entre 30 e 37ddiasda (GOLDMAN et al., 2000).

Assim, o0 estanozolol mesmo em uma Unica dose oadguado como um desregulador

49



enddcrino, interferido na esteroidogénese normablymindo nas ratas um evento
fisiol6gico similar ao que antecede o estado deoesérmanente produzidos por
andrégenos (GEREZ; FREI; CAMARGO, 2005; MOBINI FARal., 2007.)

A andlise morfologica dos ovarios revelou auments doliculos, além da
reducdo de corpos lateos, quando comparados ao gasgrole, demonstrando que o
estanozolol interfere na morfologia ovariana. Teesultados corroboram estudos
realizados por Gerez, Frei e Camargo (2005), oradergaram auséncia de corpos
liteos associado a atresia folicular em ratasdaataom doses de 3mg/Kg de decanoato
de nandrolona. Sabe-se também que os androgerars atu estimulo a atresia e na
lutedlise, resultando na reducéo ou auséncia gmsadateos (CAMARGO et al., 2009),
por sua vez, a reducdo de corpos lateos obseryamie ser correlacionada com os
baixos niveis de progesterona encontrados no gmgtado com estanozolol, pois
Luttgenauet al. (2011) relata que baixas concedgsagle progesterona influencia no
desenvolvimento do corpo lateo, bem como no deseinvento folicular.

E bem conhecido que os niveis de ligantes podemareg expressdo de seus
receptores especificos e que o aumento ou a dicAimuda expressdo dependerd do
tecido e das condicdes fisiologicas. Em geral, menio da concentracdo de ligantes
acarreta a diminuicdo da expressdo dos receptoresceeversa (MITCHNER;
GARLICK; BEN-JONATHAN, 1998). Os estrégenos podemmover a regulacdo da
expressdo de RE(COTRONEO et al., 2001), justificando assim ositeslos obtidos
em nosso experimento, onde foi observado um aumegoniveis de Pfestradiol,
porém, uma menor expressdo dosoRiHs ovéarios. Corroborando nossos achados,
Shupnik, Gordon e Chin (1989) mostraram que, ap@sasioectomia, 0s niveis de

RNAmM do RE aumentaram no Utero.
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Essa menor expresséo dosoREssociada a diminuicdo dos niveis de progesterona
pode ter contribuido para a menor quantidade dgosoliteos encontrados no grupo
tratado com estanozolol, devido ao fato que ospteoes androgénicos e estrogénicos
atuam no processo de formacdo do corpo lateo (H@l.et2004), bem como no
crescimento folicular (WANG et al., 2001), assimeduc¢éo ou alteracdo do geneoRE
pode interromper todas as funcdes ovarianas depwsdede estrégeno, como
foliculogénese e luteinizagdo (FARIA et al., 201Bjitt et al. (2000) verificou que
animais knockout para REndo sofreram luteinizacdo, demonstrando que REdeia
as acbes do estrogeno em uma variedade de te@gosdutivos, como 0 ovario
(WALTERS, 1985). Com base nestes estudos, podaiper sque as alteracdes
observadas na foliculogénese do grupo tratado @oger uma consequéncia da menor
expressdo do REnos foliculos.

Sabe-se que os EAAs suprimem a producdo do GnRHKipmalamo, que por
conseguinte, impede a liberacéo de LH, sendo estiator essencial para a ruptura dos
foliculos e formacdo de corpos luteos (PETRIK et 2002). Assim, a reducdo dos
sitios de implantacdo nos animais tratados cormeabéol pode estar relacionada a
menor quantidade de corpos liteos observados ro®s\das ratas tratadas, associado
ao aumento dos niveis estrogénicos e reducao deis ke progesterona , levando
assim a uma condicdo anovulatéria. Pois, concdigsaguficientes de progesterona e
seus receptores sdo considerados pontos critio@s gpamplantacdo do embrido,
indicando fertilidade e, consequentemente deciziagdio (KURIHARA et al., 2007).

A angiogénese, particularmente no ovario e na ptacé essencial para a fungéo
desses 6rgaos (CROSS, 2005). Assim, alteracfesgiagénese desses 6rgdos podem

comprometer a fertilidade (CHOKSI et,&003).
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O aumento da expressao do VEGF nos ovarios e aaesnpas sugere uma maior
vascularizacdo, o que poderia justificar o aumeaigaificativo do peso dos ovarios e
placentas das ratas do grupo tratado. Essa mamesséo do VEGF pode estar
associada ao aumento dos niveis estrogénicos abesnna corrente sanguinea do
grupo tratado com estanozolol.

Com relacao ao controle da expressao génica dugsahngiogénicos acredita-se
que o estrogeno seja um fator chave nesse contioie, vez que o JPrestradiol
estimula o aumento da regulacdo do mRNA do VEGFY(RELDS et al., 2010). A
administracdo de estrogeno demonstrou um aumerggptassdo do VEGF e FGF-2 e
aumentou de 5-10 vezes a angiogénese e o fluxaiiseaguterino (REYNOLDS;
REDMER, 2001). Estudos relatam que @l@éstradiol pode estimular diretamente a
expressdo de VEGF no ovéario de ratas (DANFORTHI.et2803) e em células do
endométrio humanim vitro (SHIFREN et al., 1996

A expressao do VEGF no citotrofoblasto da placént@mana e a vascularizacao
da zona de labirinto da placenta sdo aumentadasdguas niveis de estrogeno sao
elevados. Em contrapartida, quando esses niveiglisinouidos ha uma inibicdo da
aromatase, enzima que contribui para o aumentaattugdo de estrégeno, sugerindo
que o estrégeno tenha um importante papel no aondmtexpressdo de VEGF e
consequentemente na vascularizagdo da zona dmia{iDAIR et al., 2008). Mesmo
sabendo da importante influéncia do estrégeno aocesso angiogénico, ainda ndo esta
claro até que ponto o estrogeno regula diretamentescimento e a estrutura dos vasos
sanguineos reprodutivos (ROGERS; ABBERTON, 2003).

Sabendo que a angiogénese € um complexo processengalve 0s principais
fatores pré-angiogénicos, como o fator de cresdinele fibroblastos 2 (FGF2), a

familia dos fatores de crescimento derivados deuetas (PDGF), o sistema
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angiopoietina (ANGPT) e a familia dos fatores descimento endotelial vascular
(VEGF) (ROBINSON et al., 2009), assim sdo necegsaposteriores estudos para
verificar a influéncia do estrogeno sobre os derfatisres, para assim afirmar que o
aumento do estrégeno provocado pela administragdgAAs atuem no processo de

formag&o de novos vasos sanguineos.

5. Conclusao

A administracdo de 5mg/Kg de estanozolol em ratégppberes em dose Unica,
atua como um desregulador enddcrino da reprodutéctas, provocando alteragcdes
na ciclicidade estral, abertura vaginal, morfologi@ariana, niveis hormonais de
estrogeno e progesterona, menor expressao de aecegtrogénico, bem como

alteracdes na angiogénese ovariana e placentaria.
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Figura 1. Média, em dias, do periodo de abertura vaginal nas fémeas dos

grupos experimentais. Teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (*P<0,05).
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Figura 2: Média do percentual das fases do ciclo estral das fémeas dos grupos

experimentais. Teste de Wilcoxon-Mann-Whitney (*P<0,05).
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Tabela 1. Médias e desvio padrdo dos niveis séricos (ng/m)estradiol e

progesterona nas fémeas com 30 e 60 dias de nascida

Grupos [l P

30 Dias

Estradiol 514,66 + 7,44a 641,34 =+ 5,76b 0,0209
60 Dias

Estradiol 678,00 £ 8,56a 724,35 £ 6,71b 0,0271
30 Dias

Progesterona 537,68 £9,77a 449,09 £ 8,17b 0,0079

60 Dias
Progesterona 577,31 +8,21a 515,84 +12,71b 0,0121

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem migtifamente entre si pelo teste de

Wilcoxon-Mann-Whitney (R0,05).

Tabela 2Médias e desvio padrdo do numero de sitios de mtggdo e peso das

placentas e ovarios nos grupos experimentais.

Grupos I [l P
Numero de sitios 12,60 + 2,07a 9,40 + 1,51b 0,0095
Peso dos Ovarios (mg) 1,53 £ 0,08a 1,89 +0,13b 0,0159

Peso das Placentas (mg) 0,224 +0,059a 0,316 + 0,018b 0,0119

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem gigtifamente entre si pelo teste de
Wilcoxon-Mann-Whitney (P<0,05).
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Figura 3: Sitio de implantacdo (*) de ratas do grupo cont(élee tratado com estanozolol
(B). (C) — Grupo controle: trofoblastos volumossestés pretas) e em mitose (ponta de seta),
além de citotrofoblasto polipléide (setas longad)) - Grupo estanozolol: observar
trofoblastos pouco volumosos (setas brancas). [B3ce placentario de rata do grupo
controle: labirinto (L)trofospongio (T) e Célulaotoblastica gigante (Ctg). (F) — Grupo

estanozolol: Camada de células trofoblasticas ¢ggai€ Tg). Coloracdo H.E.
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Figura 4: Ovarios de ratas: (A) Grupo controle: Grande quaaie de corpos lateos (cl’

poucos foliculosvarianos (setas). (B) Grupo tratado com estanbzmbaica quantidade ¢
corpos luteos (cl) e vids foliculos ovarianos (setas). Coloragdo H.E. Imunohiiimica de
receptores de estrégeno nos ovar(C) Grupo controle: Observar forte marcagao rorpos
lateos (cl). (D) -Grupo tratado com estanoz¢. Fraca marcacdo nos corpos lute
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Figura 5: Andlise das proteinas VEGF no ovério de ratas clnte tratadas com
estanozolol. (A) Blots ilustrativos e (B) Graficepresentando o contetdo total de

VEGF em UA/g de tecido. * significam diferencasrsiigativas (p< 0,05) entre os

grupos.
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Figura 6: Analise das proteinas VEGF na placenta de ratasotere tratadas com
estanozolol. (A) Blots ilustrativos; (B) Graficopesentando o contetdo total de VEGF
em UA/g de tecido. * significam diferencas sigrafizas (p< 0,05) entre 0s grupos
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