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RESUMO

Os esteroides anabdlicos androgénicos sao prescritos para o tratamento de varias
doencas, porém apresentam efeitos colaterais mesmo em dosagens terapéuticas.
Entre eles, destaca-se o decanoato de nandrolona (DN), o qual age sobre
receptores de androgenos (AR) e estrégenos (ERa e ERp). Paralelamente, a
melatonina (MLT) tem despertado a atencdo na area da saude devido as suas
propriedades antioxidantes e profilaticas, com o intuito de reduzir ou suprimir os
efeitos colaterais promovidos por farmacos. Entdo, o presente estudo teve por
objetivo avaliar o ciclo estral, a estrutura histolégica e a imunomarcacgdo para AR,
ERa e ERB em ovarios de ratas androgenizadas submetidas ao tratamento com
MLT. Ratas Wistar (n = 8/grupo) receberam 6leo mineral (Controle), DN (7,5 mg/kg;
via subcutanea, 15 dias) e o tratamento com MLT (10 mg/kg; via intraperitoneal, 7
dias) isoladamente, previamente ou concomitantemente ao esteroide. O ciclo estral
foi monitorado. Os ovarios foram coletados e preparados para a avaliacdo do tecido.
Nas ratas androgenizadas, a MLT recuperou o peso e o tecido ovariano, mas nao
restabeleceu o ciclo estral. O niamero e area dos corpos luteos dos animais que
receberam MLT, previamente ou concomitantemente ao DN, foram similares ao
controle, e apenas o tratamento prévio restabeleceu a quantidade de foliculos
saudaveis e atrésicos. Nos foliculos, a MLT promoveu uma fraca expressao do ERa
e ERp, e nos corpos luteos inibiu a diminuicdo na expressdo de ERB induzido pelo
DN. O tratamento prévio com MLT atenuou o aumento na expressao do AR
promovido pelo DN em foliculos atrésicos e corpos luteos. Em conclusao, a MLT
apresentou efeito benéfico nos ovarios androgenizados através da recuperacédo da
foliculogénese e da luteogénese. O tratamento prévio com melatonina foi mais eficaz
em relacdo ao tratamento concomitante.

Palavras-chave: Melatonina. Ovarios. Decanoato de nandrolona. AR. ERa. ERp.
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ABSTRACT

Androgenic anabolic steroids are prescribed as treatment to several diseases,
however, they present side effects even in therapeutic dosages. Among them, we
highlight the nandrolone decanoate (ND) which acts on androgen receptors (AR) and
estrogen receptors (ERa e ERB). At the same time, melatonin (MLT) has raised
attention in health area due to its antioxidant and prophylactic properties intending
reduction or surpassing side effects caused by medicine. Thus, the present study
aimed assess the estrous cycle, histological structure and AR, ERa and ERfP
immunolocalization in androgenized rats ovaries undergone treatment with MLT.
Wistar rats (n= 8/group) received mineral oil (Control), ND (7,5 mg/kg;
subcutaneously, 15 days) and treatment with MLT (10 mg/kg; intraperitoneally, 7
days) singly, previously or concomitantly to steroid. Estrous cycle was monitored.
The ovaries were collected and prepared for tissue assessment. In androgenized
rats, MLT recovered weight and ovarian tissue, but it did not reestablish the estrous
cycle. The number and area of corpus luteum of animals which received MLT,
previously or concomitantly to ND, were similar to control, and only previous
treatment reestablished the quantity of healthy and atretic follicles. In follicles, MLT
promoted a weak expression of the ERa and ERp, and in corpora lutea, it inhibited
the decrease in the ERB expression induced by ND. Previous treatment with MLT
mitigated the increase in AR expression promoted by ND in atretic follicles and
corporea lutea. In conclusion, melatonin presented a beneficial effect on the
androgenized ovaries through the recovery of the folliculogenesis and luteogenesis.
The previous treatment was the most effective.

Keywords: Melatonin. Ovaries. Nandrolone Decanoate. AR. ERa. ERB.
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l. INTRODUCAO

1.1. Hormoénios esteroides sexuais: Aspectos gerais e acdo no organismo

Hormoénios sdo substancias quimicas secretadas por células enddcrinas e
transportadas pela corrente sanguinea até seus tecidos-alvo onde exercem uma
determinada resposta fisioldgica, tais como: aumentar ou diminuir a atividade celular,
estimular a proliferacdo celular via mitose ou induzir a diferenciacéo celular (CUNHA
et al., 2014). Quimicamente, os horménios sdo subdivididos em aminas, proteinas e
esteroides (ROCHA et al, 2014). Os hormbnios esteroides (estrogénios,
androgénios, progestagenos e corticoides) tém natureza lipidica, pois possuem um
nacleo comum derivado da estrutura quimica do colesterol (GHISELLI; JARDIM,
2007; VIGO et al., 2011). A biossintese dos esteroides € restrita a poucos tecidos,
como o cortex das glandulas adrenais e as gbnadas, 0s quais expressam formas
distintas do complexo enzimético P-450, responsavel pelo processamento da
molécula de colesterol (ROCHA et al., 2007; LUCHI, 2015).

Os esteroides sexuais (andrégenos, estrogenos e progestagenos) atuam no
desenvolvimento das caracteristicas sexuais primarias e secundarias e na funcéo
reprodutiva através da interagcdo com receptores intracelulares citosolicos em
vertebrados (WOLFF et al., 2012; ROCHA et al., 2014). Devido ao carater lipofilico,
os esteroides sexuais atravessam com facilidade a membrana plasmética das
células para que ocorra a ligagdo com os receptores, estabilizados por proteinas
hsp90 que se desligam dos mesmos para a formacdo do complexo hormdénio-
receptor (SILVA et al.,, 2002). Dessa forma, ocorre uma ativagcdo genética direta,

onde o complexo liga-se a uma parte especifica do DNA nuclear, denominada de
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elementos de resposta ao horménio (ERH) e promove transcricdo ou inativacao de

determinados genes (CANALI; KRUEL, 2001).

1.1.1. Andrégenos

Os esteroides androgénicos referem-se aos hormdnios sexuais masculinos,
encontrados em menores quantidades nas mulheres, responsaveis pelo
desenvolvimento do sistema reprodutivo masculino, caracteristicas sexuais
secundarias no homem, estimulo da sintese proteica, desenvolvimento da
musculatura esquelética, eritropoiese e densidade 6ssea, entre outras funcbes
(LIMA; CARDOSO, 2011; WOLFF et al., 2012; BASUALTO-ALARCON et al., 2013).
A definicao biol6gica de um androgénio vem do grego andro que significa homem e
gennan, produzir, ou seja, a substancia que promove o crescimento das gonadas
masculinas (CUNHA et al., 2004). Esses hormonios sao produzidos principalmente
pelos testiculos e ovéarios e, em menores proporcdes, pelo cértex das adrenais de
ambos os sexos (ROCHA et al., 2007; FERNANDES, 2015).

Na espécie humana, existem quatro tipos de androgénios circulantes
enddgenos: testosterona, dihidrotestosterona (DHT), androstenediona,
deidroepiandrosterona (DHEA) e seu derivado sulfatado (DHEAS) (CUNHA et al.,
2004). Em alguns tecidos, a acdo andrégena depende que a testosterona produzida
nos testiculos seja convertida pela enzima 5a-redutase em seu metabdlito ativo
(DHT), um andrégeno muito potente e com maior afinidade pelo receptor
androgénico (Figura 1). Ja a deidroepiandrosterona (DHEA) e a androstenediona,
com efeito androgénico mais fraco, sé@o sintetizadas principalmente nas adrenais e
convertidos em testosterona no figado (BASUALTO-ALARCON et al., 2013; ROCHA

et al., 2014). A estrutura quimica dos androégenos contém dezenove atomos de
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carbono (C19), que se encontram distribuidos de forma ciclica e a testosterona

(Figura 2), principal androgeno circulante no sangue, é a substancia mais

caracteristica da classe (GHISELLI; JARDIM, 2007).

Colesterol

!

Pregnolona » Progesterona

| |

Desidroepiandrosterona Androstenediona
‘ (DHEA)

Sulfatode
Desidropiandrosterona Androstenediol 5 Testosterona
(dHEA-S) |
Estridiol Dihidrotestosterona
(DHT)

Figura 1. Sintese de hormdnios a partir do colesterol (ROCHA et al., 2014)

As acles endocrinas da testosterona integram o eixo hipotalamo-hipofise-
gbnadas, dessa forma, alteracdes nesse eixo ocorrem quando ha excesso ou déficit
de testosterona. O hipotdlamo secreta o hormonio liberador de gonadotropina
(GnRH) que, por sua vez, estimula a secrecdo do hormdnio luteinizante (LH) pela
adenohipéfise (BASUALTO-ALARCON et al., 2013). Nos homens, ocorre uma
ligacdo entre o LH e receptores das células de Leydig (células intersticiais do
testiculo), desencadeando a absor¢do de colesterol circulante o qual, apés
sucessivas oxidacoes, forma a pregnenolona (Figura 1). Durante a conversao da
pregnenolona em testosterona, sdo formadas deidroepiandrosterona (DHEA) e

androstenediona (SILVA et al., 2002). Nas mulheres, o LH estimula a sintese de
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testosterona pelas células da teca interna dos foliculos ovarianos, sendo o0 ovario o

principal Orgdo responsavel pela producdo do andrégeno (FINOTTI, 2013;

FERNANDES, 2015).

OH

O/

Figura 2. Formula estrutural da molécula de testosterona (CUNHA et al., 2004)

O nivel de testosterona no sangue de homens saudaveis varia de 270 a 1070
ng/dL (TAYLOR et al., 2016) enquanto na mulher esse valor esta entre 14 e 54,3
ng/dL (GUERRIERI et al., 2014) e os diferentes efeitos do hormonio entre 0s sexos
devem-se pela diferenca de concentracdo, metabolismo e expressao de receptores
(BASUALTO-ALARCON et al., 2013). Do total de testosterona circulante no sangue,
apenas a fracao livre dissolvida no plasma € biologicamente ativa, que corresponde
a 2%, enquanto cerca de 40% esta ligada a uma proteina plasméatica denominada de
globulina ligadora do hormonio sexual (SHBG) e o restante esta associado a
albumina e outras proteinas plasmaticas (FINOTTI, 2013). No entanto, a
testosterona ligada pode ser liberada sob demanda, para que uma maior
concentracdo de testosterona livre esteja disponivel para atuar em receptores de
tecidos especificos (BASUALTO-ALARCON et al., 2013).

As acgOes da testosterona e dos outros androgenos dividem-se em duas

categorias principais: efeitos androgénicos, relacionados com as caracteristicas
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sexuais secundarias e com a funcdo reprodutiva, e efeitos anabdlicos, que dizem
respeito a estimulacdo do crescimento e maturacdo dos tecidos nao-reprodutivos,
através da acdo miotrofica e estimulo da sintese proteica além do controle da
distribuicdo de gordura corpérea e depodsito de calcio nos ossos. (CUNHA et al.,
2004; NUNES, 2009). Esses diferentes efeitos devem-se a capacidade de atuacao
da testosterona através de pelo menos trés mecanismos distintos: a) ligacdo com o
receptor androgénico, b) conversdo em dihidrotestosterona, em determinados
tecidos, que também se liga ao receptor androgénico e, c) conversdo em estradiol,
gue se liga ao receptor estrogénico (SOUZA et al., 2013). Os efeitos androgénicos e

anabdlicos da testosterona estao listados no Quadro 1.

QUADRO 1

Efeitos androgénicos e anabdlicos da testosterona (Ghaphery, 1995)

Efeitos androgénicos Efeitos anabdlicos
Crescimento do pénis Aumento da massa muscular esquelética
Espessamento das cordas vocais Aumento da concentracdo de hemoglobina
Aumento da libido Aumento do hematdcrito

Aumento da secrecdo nas glandulas sebaceas Aumento da retengdo de nitrogénio
Aumento de cabelos do corpo e da face Reducéo dos estoques de gordura corporal

Padréo masculino dos pelos pubianos Aumento da deposicao de célcio nos 0ssos

1.1.2. Estrogenos
Os estrogénios sado o0s hormbnios sexuais femininos, encontrados em
pequenas quantidades nos homens, que atuam em uma grande variedade de acdes

na fisiologia dos sistemas reprodutor, cardiovascular, esquelético e nervoso (WOLF
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et al, 2012; MAUVAIS-JARVIS et al., 2013). Esses horménios promovem o
desenvolvimento dos caracteres sexuais primarios e secundarios, fenoétipo feminino,
regulam a menstruacdo e auxiliam na distribuicdo dos depdsitos de gordura
predominantemente para as regifes do quadril e coxas (NAVAS et al., 2013).

Os estrogénios séo os principais responsaveis pelo crescimento e reproducao
das espécies animais, incluindo os seres humanos, promovendo a proliferacdo do
endométrio e crescimento do Utero, aumento da secrecdo de muco do colo do utero
que facilita a passagem dos espermatozoides através do muco cervical e outros
ajustes fisioldgicos que ocorrem durante a gestacdo (GHISELLI; JARDIM, 2007,
CANALI; KRUEL, 2001). Devido as suas propriedades, derivados sintéticos dos
estrogénios (Figura 3) sdo empregados como contraceptivos (inibidores do processo
de ovulacdo) e também administrados para controle dos sintomas caracteristicos da
menopausa e no tratamento do cancer de préstata e de mama (GHISELLI; JARDIM,
2007).

A estrutura dos estrogénios (Figura 3) apresenta um grupo fendlico e, em
alguns casos, um grupo hidroxila alifatico (GHISELLI; JARDIM, 2007). As a¢fes dos
estrogenos sdo mediadas por receptores estrogénicos, ERa e ERR, que funcionam
como fatores de transcricdo ativados por ligante (DRUMMOND; FULLER, 2012;
HANDA; WEISER, 2013). Além da sinalizacdo e sensibilidade dos receptores
estrogénicos, as acdes dos estrogenos dependem da atividade de enzimas como a
aromatase P-450, envolvida na biossintese de estrégenos a partir de andrégenos, e
a estrogeno sulfotransferase, responsavel pela inativagdo do estrogeno por

sulfatacdo (MAUVAIS-JARVIS et al., 2013).
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Figura 3. Estrutura quimica de estrogénios naturais e sintéticos (BILA; DEZOTTI,
2007).

Fazem parte do grupo dos estrogénios o estradiol, o estriol e a estrona
(Figura 3). O estradiol (E2) é muito presente durante o periodo fértil da mulher
engquanto a estrona (E1) é predominante durante o climatério e o estriol é produzido
somente durante a gravidez pela placenta (MARQUES et al., 2016). Os estrogénios
sao sintetizados principalmente nos foliculos ovarianos e, em menores propor¢oes,
pelo cortex das adrenais enquanto no periodo gestacional, grandes quantidades sao
produzidas pela placenta (ITOO et al.,, 2013). A regulacdo € relacionada com as
gonadotrofinas produzidas pela adenohipéfise: FSH, horménio foliculo-estimulante, e
LH, hormdnio luteinizante. O FSH em baixas taxas estimula a sintese de estrogénio
nos ovarios enquanto altas taxas promovem inibicdo. O LH estimula a sintese de
estrogénio e também de progestesterona (CANALI; KRUEL, 2001).

Antes da menopausa, o 17-B-estradiol (E2) € o principal estrogénio circulante,

produzido pelos ovarios através da aromatizacdo da testosterona a E2 pela enzima
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P450 aromatase ou pela conversao de androstenodiona em estrona (E1), também
pela P450 aromatase, que posteriormente é convertida em E2 (BARCELOS et al.,
MAUVAIS-JARVIS et al., 2013; APOLLONI et al.,, 2016). A aromatizacdo da
testosterona a estradiol é a principal via de biossintese de estrogénios em homens e
em mulheres ap6s a menopausa (GHISELLI; JARDIM, 2007).

Em mulheres com ciclos menstruais normais, o estradiol (E2) tem funcéo de
horménio circulante e atua em tecidos alvos distantes (Figura 4A). No periodo pés-
menopausa, a producdo de E2 pelo ovarios decai sendo semelhante a situagcéo
encontrada em homens, que tém niveis naturalmente baixos do horménio. Nesse
caso, E2 ndo funciona mais como um horménio circulante, pois é sintetizado em
locais extra gonadais como as mamas, cérebro, musculo, osso e tecido adiposo,
onde atua localmente de forma paracrina ou autécrina, ou seja, atuando sobre
receptores intracelulares de células vizinhas ou sobre a propria célula sintetizadora
(SIMPSON et al., 2005; MAUVAIS-JARVIS et al., 2013). Dessa forma, a biossintese
de estrogénios depende de uma fonte de androgénios precursores circulantes

(Figura 4B).
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A WAT

Figura 4. A: Em mulheres antes da menopausa, o estrégeno (E2) é produzido pelos
ovarios e age como um horménio circulante na corrente sanguinea atuando em
tecidos alvos distantes. B: Em mulheres pds-menopausa e em homens, E2 é
sintetizado em locais fora das gonadas a partir de precursores androgénios
circulantes, tais como testosterona (T), androstenediona (4A) e
desidroepiandrosterona (DHEA). WAT: tecido adiposo; ER: receptores estrogénicos;
EST: Enzima estrogeno sulfotransferase; E2-S: estrogeno sulfatado; DHEAS
deidroepiandrosterona sulfatada (MAUVAIS-JARVIS et al., 2013).

1.1.3. Progestagenos

Os progestagenos séo esteroides sexuais femininos, sintéticos ou naturais
responsaveis pela regulacdo da menstruacdo e ajustes fisioldgicos que ocorrem
durante a gestacdo (CANALI; KRUEL, 2001). Enquanto nos estrogénios existe um
grupo fendlico caracteristico, nos progestagenos (Figura 5) esse grupo € substituido

por um grupo cetona (GHISELLI; JARDIM, 2007). A progesterona (P4) é o Unico
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progestageno natural, produzida pelo corpo liteo ovariano ap0s a ovulacdo e até
oito semanas de gravidez, pela placenta durante a gestacdo, pelas adrenais e pelo
sistema nervoso (VIGO et al., 2011). O corpo Iuteo ovariano tem a capacidade de
sintetizar varios horménios, no entanto a sintese de progesterona € a principal,
sendo dependente da gonadotrofina LH que atua apds a ovulacdo (BERTAN et al.,

2006 ; LIMA-VERDE et al., 2011).

Acetate

'

Cholesterol

HO
Pregnenolone

Progesterone

Figura 5. Biossintese da progesterona e estruturas quimicas (MURRAY et al., 2003).

Os progestagenos séo precursores de todos os outros hormonios esteroides,

incluindo androgénios, estrogénios, mineralocorticoides e glicocorticoides (WOLFF
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et al., 2012). Quando a molécula de colesterol € convertida em pregnenolona,
existem duas vias pelas quais a pregnolona pode ser metabolizada (Figura 6): 1)
predominante em tecidos nao luteinicos, culmina na sintese de
deidroepiandrosterona (DHEA), precursora da testosterona; 2) predominante em
células luteinicas, resulta na producdo de progesterona, precursora dos
mineralocorticoides, e 17-OH progesterona, precursora dos glicocorticoides e dos
androgenos (BATISTA, 2004; TAMAYO, 2007). A acdo da enzima 17,20 liase faz a
conversdo da 17-OH progesterona em androstenediona que, por sua vez, pode ser
convertida a estrona ou a testosterona (TAMAYO, 2007).

Dentre as diversas atividades biol6gicas da progesterona, a preparacao para
a gravidez é a principal. A P4 torna o endométrio um tecido secretor, mais espesso e
vascularizado, apto para a aceitacdo e implantacéo do blastocisto além de aumentar
também a atividade secretéria das glandulas maméarias e promover o
desenvolvimento da placenta (LIMA-VERDE et al., 2011; VIGO et al., 2011). Assim,
a manutencao da gestacdo também € possibilitada pela capacidade da progesterona
em inibir as contracdes uterinas e de impedir a expulsdo do blastocisto durante a
implantacéo e do embrido durante a gestacdo (MARQUES et al., 2016). Deficiéncias
nos niveis de progesterona podem causar amenorreia e abortos espontaneos

recorrentes (WOLFF et al., 2012).
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Figura 6. Principais vias da esteroidogénese em humanos. Enzimas e cofatores
estdo préximos as setas, as quais representam reacfes quimicas (MILLER;
AUCHUS, 2010).

A P4 atua no eixo hipotadlamo-hipéfise-gbnadas regulando a secrecao de
gonadotrofinas e, consequentemente, o crescimento folicular, a ovulacdo e a
luteinizagdo (LIMA-VERDE et al.,, 2011). Dessa forma, por meio de seu efeito
antigonadotréfico evita um novo episédio de ovulacdo; pelo efeito antiestrogénico
equilibra a predominancia de estrégenos, e pelo efeito antiandrogénico, acopla-se ao
receptor androgénico e evita a conversdo de testosterona em DHT (VIGO et al.,
2011).

Os efeitos da progesterona no ovario sdo mediados de forma direta, via

interacdo com receptores especificos nos ovarios, ou de forma indireta, via eixo
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hipotalamico-hipofisario (LIMA-VERDE et al., 2011). Os receptores de progesterona
apresentam duas isoformas: PRA e PRB, que tém func¢des distintas (LIMA-VERDE
et al., 2011). O PRA é fundamental para a fisiologia dos ovarios e utero, e nao é
necessario para o aleitamento, ao passo que o PRB é essencial para a atividade das
glandulas mamarias e pouco expressivo para funcdes ovarianas e uterinas (VIGO et
al., 2011).

A progesterona tem ganhado importancia na terapia hormonal, pois, além de
proteger o endométrio, causa menor sangramento vaginal e menor impacto no perfil
lipidico sendo indicada nos tratamentos para as causas de infertilidade e descontrole
do ciclo menstrual (GHISELLI; JARDIM, 2007). Os progestagenos sintéticos,
também chamados de progestinas, mimetizam o efeito da progesterona, e derivam

da estrutura da progesterona e da testosterona (VIGO et al., 2011).

1.2. Ciclo reprodutivo

Reproducdo é o processo fisiolégico crucial para a sobrevivéncia das
espécies controlado por um eixo neuroendocrino que envolve hipotadlamo, hipdéfise e
gonadas. O elemento fundamental desse eixo sdo os neurbnios hipotalamicos que
expressam GnRH, hormonio que estimula a liberagdo de gonadotrofinas (FSH e LH)
pela hipofise (HANDA; WEISER, 2014). Esses neurdnios s&do células
neuroendocrinas, reguladas diretamente por varios sistemas neuronais e
indiretamente por outros sistemas integrados. Essas células liberam GnRH, de forma
pulsatil, no sistema portal hipotalamo-hipdfise, uma via sanguinea que desemboca
na hipdéfise anterior. Com a ligacdo entre o GnRH e receptores especificos da

membrana das células produtoras de gonadotrofinas, LH e FSH sé&o liberados na
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circulacao sistémica e estimulam a producdo de gametas e hormdnios sexuais nas
gonadas (VERAS; NARDI, 2005).

O ciclo sexual feminino, também designado de ciclo menstrual (Figura 7) em
humanos e outros primatas, refere-se as alteragdes ritmicas ocorrentes na producao
e secrecdo de hormoénios sexuais e as mudancas correspondentes no utero, Ovarios,
vagina e mamas que tém por finalidade a reproducéo e a fecundacdo (ARAUJO et
al., 2015). No inicio da idade reprodutiva, a mulher comeca a produzir hormonios
gonadais e adquire uma particularidade do ciclo reprodutivo, a periodicidade
(VERAS; NARDI, 2005). Um ciclo regular possui duracdo média de 28 dias, podendo
variar entre 21 e 35 dias, sendo essa variante existente entre diferentes mulheres ou
em uma mesma mulher (CHAVES et al., 2002; SIMAO et al., 2007). De maneira
didatica e segundo as concentracdes séricas dos hormdnios sexuais, 0 ciclo
menstrual pode ser divido em trés fases distintas: folicular, ovulatéria e lutea,
embora alguns autores considerem a fase ovulatéria como uma etapa tardia
pertencente a fase folicular, definindo assim apenas duas fases (FRANKOVICH et
al., 2000; CHAVES et al., 2002).

A fase folicular inicia-se no primeiro dia de menstruacdo e dura em torno de
nove dias, a fase ovulatéria ocorre entre o 10° e o 14° dia, enquanto a fase lutea tem
inicio no fim da ovulacdo e dura até o proximo fluxo menstrual (TEIXEIRA et al.,
2012). O inicio da primeira fase do ciclo menstrual (fase folicular) é caracterizado por
baixos niveis de estrogeno e progesterona, fazendo com que ocorra a menstruacao
decorrente da degeneracéo e do desprendimento do revestimento uterino (ARAUJO
et al., 2015). A partir do 6° dia da fase folicular, a secrecdo de estrogeno aumenta
até seu nivel mais elevado, fazendo com que o Utero esteja preparado para uma

possivel gravidez através do aumento da proliferacdo celular no endométrio e do
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desenvolvimento das glandulas. O aumento de estrogeno é estimulado pelo FSH,
secretado em resposta aos baixos niveis de estradiol do inicio da fase folicular, que
promove o crescimento dos foliculos ovarianos recrutados e estimula a enzima
aromatase, conversora de androgénios em estrogénios. Posteriormente, 0s niveis de
FSH decaem e apenas um foliculo é selecionado para a ovulacdo, tornando-se
dominante e continuando seu desenvolvimento (VERAS; NARDI, 2005; SIMAO et
al., 2007).

Cerca de 36 horas antes da ovulacdo, a hipéfise comeca a aumentar
acentuadamente a secrecdo de LH até 6 a 10 vezes, culminando em seu pico que
promove a liberacdo do odcito do foliculo dominante em torno de nove horas depois
do pico, pois estimula as enzimas proteoliticas degenerativas de colageno que
iniciam a ruptura da parede do foliculo (SANTOS, 2009; BARRET et al 2014). O
inicio da fase ovulatéria € marcado por estradiol em seu nivel maximo, que depois
decai durante o pico de LH, enquanto o nivel de progesterona segue em aumento
continuo. O nivel de FSH também aumenta durante o pico de LH, porém em menor
grau (ARAUJO et al., 2015).

A fase lutea ou secretoria € marcada pelo predominio de progesterona, com
pico maximo logo apdés a ovulacdo e, em segundo lugar, de estradiol. O foliculo que
liberou o odcito forma o corpo luteo, estrutura que secreta crescentes quantidades
de progesterona, horménio responsavel por estimular as células glandulares do
endométrio e inibir contracdes musculares do miométrio que poderiam interferir na
implantacdo de um possivel embrido (SIMAO et al., 2007). Apds a reducéo durante a
ovulacdo, o estrogénio também volta a aumentar nessa fase e, conjuntamente com
as altas quantidades de progesterona secretadas pelo corpo luteo, inibe as

gonadotrofinas hipofisarias, em especial o FSH fazendo com que o desenvolvimento
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de outros foliculos fique blogueado durante toda a fase lutea (CHAVES et al., 2002;

SILVA et al., 2006).

Follicle-stimulating h'ﬂﬂ'i"izi”g
hormaone armane
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Figura 7. Alteracdes ciclicas ocorrentes no foliculo dominante no ovario, endométrio
e nos niveis de gonadotrofinas hipofisérias, estradiol e progesterona durante o ciclo
menstrual (BRZYSKI; KNUDTSON, 2013).

Nos ultimos dias do ciclo, se ndo houver fecundacgéo, o corpo Iuteo degenera
e o0s niveis de estrégeno e progesterona caem dando inicio a um novo ciclo (SIMAO
et al., 2007; ARAUJO et al., 2015). Se houver fecundacéo, a gonadotrofina coriénica

humana (HCG) produzida pelas células trofoblasticas do embrido em
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desenvolvimento impede a degeneracéo do corpo luteo, que aumenta de tamanho e
intensifica sua producdo hormonal, tornando-se o corpo ldteo gravidico.
Consequentemente, o ciclo € adiado durante todo o periodo de gravidez e a

menstruacao nao ocorre (SILVA et al., 2006; SANTOS, 2009).

1.2.1. Ciclo Estral

Diferentemente do ciclo menstrual, que apresenta sangramento vaginal
periodico decorrente da descamacdo da camada uterina, em outros mamiferos que
nao menstruam o ciclo reprodutivo é denominado de ciclo estral. No caso das ratas
e outras espécies com ovulacdo espontdnea, mesmo sem o0 episddio de
sangramento, 0s eventos enddcrinos sao correspondentes aos do ciclo menstrual e
os horménios atuantes também s&o os mesmos (Figura 8) (GARCIA; FERNADEZ,
2001; BARRETT et al., 2014). O ciclo estral é subdivido em quatro fases, proestro,
estro, metaestro (ou diestro 1) e diestro (ou diestro Il), nas quais 0s ovarios, utero e
vagina apresentam morfologia caracteristica em cada estagio (DIXON et al., 2014).

O proestro, equivalente ao inicio da fase folicular, € o periodo em que ocorre
crescimento dos foliculos ovarianos o qual é acelerado sob a influéncia do FSH
(GARCIA; FERNADEZ, 2001). O foliculo secreta estrogeno que age sobre os 6rgaos
genitais e promove hipertrofia do endométrio. Além do pico expressivo de estrogeno
caracteristico dessa fase, LH, FSH e progesterona também aumentam
acentuadamente algumas horas depois e o nivel alto de gonadotrofinas desencadeia
a ovulacdo que caracteriza o estro ou cio (EMANUELE et al., 2002). Durante o estro,
a fémea apresenta receptividade ao macho, o foliculo atinge maturidade e a
ovulagao ocorre. Os hormo6nios sexuais retornam aos niveis basais durante ovulagéo

e algumas horas depois ha um breve pico de estradiol (MARCONDES et al., 2002).
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No metaestro, correspondente ao inicio da fase secretéria ou progestacional, o
foliculo que liberou o odcito se transforma no corpo lateo produtor de progesterona
(GARCIA; FERNADEZ, 2001). O diestro, equivalente a fase lutea, € marcado pela
crescente secrecdo de progesterona até atingir seu pico e depois decai
drasticamente (EMANUELE et al., 2002). Portanto, as fases de proestro e estro, sao

predominantemente de atuac&o estrogénica, enquanto o metaestro e o diestro, de

atuacdo da progesterona (CONCEICAO et al., 2005).
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Figura 8. Variacdes ciclicas das gonadotrofinas hipofisarias,

estrégeno e

progesterona durante o ciclo reprodutivo humano (A) e do rato (B). LH: Horménio
Luteinizante; FSH: Hormonio foliculo estimulante (EMANUELE et al., 2002).
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Em estudos sobre o sistema reprodutivo através da analise da citologia
vaginal de roedores, € possivel comprovar a ciclicidade e caracterizar cada fase
baseando-se na proporcao entre os trés tipos de células obtidas do epitélio vaginal
(Figura 9): células epiteliais, células queratinizadas e leucocitos (GOLDMAN et al.,
2007; DIXON et al., 2014). Pelo fato do ciclo estral de ratas possuir curta duracao,
entre quatro e cinco dias, esses animais apresentam-se como um bom modelo de
estudo (EMANUELE et al., 2002; MARCONDES et al., 2002). Além disso, o ciclo
estral desses roedores é considerado altamente eficiente, pois, ndo ocorre
desenvolvimento completo do corpo Iuteo funcional, nem inibicdo da atividade
gonadotrofica. Dessa forma, as fémeas possuem a capacidade de ovular em
intervalos tdo curtos. O corpo lateo funcional durante a gestacdo € desenvolvido
completamente somente com a estimulacdo coital. A liberacdo de prolactina pela
hipoéfise durante o estimulo da copula € necessaria para manutencao do corpo Iuteo

e uma secrecao de progesterona adequada (BERTAN et al., 2006).
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Figura 9. No proestro (a, b) ha predominancia de células epiteliais nucleadas,
enquanto no estro (c, d) as células queratinizadas anucleadas sdo maioria. O
metaestro (e, f), fase de transicdo, apresenta uma combinacdo de células
gueratinizadas, leucocitos e células epiteliais arredondadas em proporcdes
semelhantes. No diestro (g, h), a secrecdo vaginal apresenta maioria leucocitaria
(MARCONDES et al., 2002; GOLDMAN et al., 2007).

1.3. Histologia e Fisiologia Ovariana
O centro da fertilidade feminina € o ovario, responsavel por dois processos

intimamente ligados: a gametogénese, conjunto de modificacdes que resultam na
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liberacdo de um gameta apto a ser fecundado e a esteroidogénese, sintese e
liberacdo de hormonios esteroides sexuais (SANTOS, 2009).

Os ovarios, glandulas enddcrinas femininas, contém o0s od0citos (gametas
femininos de origem extra-embrionaria e endodérmica) cercados de células
somaticas especializadas que constituem a camada granulosa e a teca. Esse
conjunto é denominado de foliculo ovariano, a unidade morfofuncional do ovario que
se encontra imersa no estroma conjuntivo da goénada (CHAN et al.,, 2015).
Morfologicamente, o ovario apresenta duas zonas (Figura 10): o cortex (mais
periférico), onde se encontram os foliculos ovarianos em diferentes estagios de
maturacdo e corpos liteos e a medula (mais interna) de constituicdo fibrocelular e
ricamente vascularizada (SANTOS, 2009). A superficie do ovério é recoberta por um
epitélio germinativo composto de uma camada Unica de células cubicas que
repousam sobre uma membrana basal. Abaixo dessa camada, existe a tanica

albuginea constituida de tecido conjuntivo denso (ERICKSON et al., 2007).

Figura 10. Ovario evidenciando suas duas zonas constituintes: a medula (M) e o
cortex, onde se encontram os foliculos ovarianos (F) em diferentes estagios de
maturacdo (SANTELLI, 2003).
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No ser humano, o desenvolvimento folicular inicia-se desde o periodo intra-
uterino, com cerca de 15 semanas de gestacdo, quando o0s o0d0citos imaturos
encontram-se encapsulados e blogueados no estagio de diploteno da profase da
meiose |, devido ao contato com fatores inibidores da meiose produzidos pelas
células da camada granulosa (SANTOS et al.,, 2009). Com o inicio da puberdade,
ocorre a maturacdo do eixo hipotalamo-hipofise-gbnadas que resulta na liberacéo
pulsatil dos horménios FSH e LH, responsaveis pelo desenvolvimento ciclico de
foliculos maduros, ovulacéo e ciclo menstrual (BAERWALD et al., 2012).

Na mulher, o numero de células germinativas € finito e vai decrescendo ao
longo da vida devido aos processos de ovulacdo e principalmente atresia
(BAERWALD et al., 2012). Em seis meses de gestacdo 0s ovarios possuem sete
milhdes de células germinativas, enquanto no nhascimento esse namero cai para dois
milhdes e a reducdo continua até a menarca, quando existem apenas cerca de 300
mil foliculos (BARRET et al., 2014). O processo de atresia € continuo e é acelerado
apos os 38 anos, quando ocorre decréscimo da funcdo endécrina e a mulher entra
no climatério, periodo de transicdo entre o final da fase reprodutiva até a ocorréncia
da menopausa. A cessacado permanente da menstruacdo e parada na funcao
ovariana indica a menopausa, em torno dos 51 anos, determinada pela quantidade

inicial de células germinativas (SPEROFF et al, 2007).

1.3.1. Foliculogénese

A foliculogénese € o conjunto de processos pelas quais a unidade folicular
passa desde seu recrutamento da reserva inerte de células germinativas para iniciar
seu crescimento até sua involugdo atrésica ou sua expulsdo do ovario através da

ovulacéo. Esses processos tém inicio na vida fetal e incluem o aumento no tamanho
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do odcito, acréscimo no numero de células da granulosa e consequente aumento do
foliculo (SANTOS et al., 2009; Figura 11). O recrutamento de alguns foliculos
enquanto outros permanecem em repouso € resultado de um delicado equilibrio
entre a expressdo e acado de fatores responsaveis por promover proliferacéo,
crescimento e diferenciacdo das células foliculares e fatores que promovem
apoptose (BAERWALD et al., 2012).

A maior parte dos foliculos, denominados de foliculos primordiais (od6cito
primario envolvido por uma Unica camada de células epiteliais achatadas), ficam em
estado de repouso e, ao longo da vida reprodutiva, um subconjunto é recrutado a
cada ciclo para compor o pool de foliculos em crescimento (CHAN et al., 2015). O
processo de maturacao folicular € dividido em dois periodos: pré-antral, onde o
crescimento dos foliculos é independente das gonadotrofinas e antral, quando
ocorre a formacao do antro, e o foliculo é dependente de FSH (RAWDING, 2013). O
mecanismo de iniciacdo independente das gonadotrofinas ainda € incerto, o FSH
atua somente ap0s o inicio da maturacao folicular, promovendo mitose, aumentando
0 potencial esteroidogénico e a expressao de receptores de LH (ERICKSON et al.,
2007). No entanto, sabe-se que a regulacdo independente das gonadotrofinas é
mediada por reguladores intra-ovarianos como fatores de crescimento, citocinas e
esteroides gonadais (ORISAKA et al., 2009).

As células epiteliais proliferam e sofrem modificagdes, adquirindo uma
morfologia cuboide, quando o foliculo passa a ser denominado de foliculo primério.
Ocorre também a formacdo de uma membrana glicoproteica, entre o o0cito e as
células da granulosa, denominada de zona pelacida (DIXON et al., 2014). Com o
continuo desenvolvimento e mitoses sucessivas que resultam em varias camadas

celulares na granulosa, surge o foliculo secundario, que inicia a formacao da teca
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interna e externa pela condensacao das células conjuntivas que envolvem o foliculo
e permanecem separadas da granulosa por uma membrana basal (SILVA et al.,
2006). Com a formacdo da teca interna, que é vascularizada diferentemente da
camada granulosa, o foliculo atinge o estagio de pré-antral (SANTOS et al., 2009).

As mitoses sucessivas das células da granulosa resultam na producdo e
acumulacéo de liquido folicular entre as mesmas e, posteriormente, forma-se uma
Gnica cavidade denominada de antro, com o liquido em seu interior, originando o
foliculo antral precoce (BARRET et al, 2014). O odcito continua rodeado de células
da granulosa, formando a corona radiata e o cumulus oophorus, semelhante a uma
haste que se prolonga para dentro da cavidade antral, esse foliculo é denominado
de terciario, pré ovulatério ou de Graaf (DIXON et al., 2014).

O processo de selecdo designa o crescimento preferencial do foliculo
dominante dentre aqueles que foram recrutados e ocorre no inicio da fase folicular
(BAERWALD et al., 2012). A dominancia folicular é explicada pela maior resposta do
foliculo dominante as gonadotrofinas, que € responsavel por mediar a producéo de
estradiol, a expressédo de receptores de LH e o crescimento folicular continuo. Como
resultado, ocorre no foliculo dominante um crescimento mais rapido, aumento na
atividade da aromatase, maior capacidade de secretar estrogénio em seu interior o
qual sera necessario para sua maturacao final e aquisicdo mais rapida de receptores

de LH (BARRET et al., 2014).
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O foliculo dominante suprime o crescimento dos foliculos subordinados
através de um efeito negativo sobre a secrecdo de FSH através dos estrogénios e
da inibina (BAERWALD et al., 2012). A inibina € um fator expresso nas células da
granulosa e da teca, membro da familia TGF-B, responsavel por uma acao
reguladora local e a distancia, reduzindo a aromatizacdo de androgénios, inibindo a
meiose e impedindo o crescimento dos foliculos ndo selecionados (SANTOS et al.,
2009). Os foliculos em crescimento que nao foram selecionados ndo possuem
receptores de LH na granulosa e sdo mais sensiveis ao FSH, ao passo que o
foliculo dominante €& mais responsivo ao LH e menos dependente do FSH
(BAERWALD et al., 2012). Dessa forma, com a reducéo fisiol6gica na concentracao
desse horménio entre a fase pré e pds-ovulatéria, ocorre regressao e atresia dos
demais foliculos (BARRET et al.,, 2014). O processo de atresia ocorre por
degeneracéo das células da granulosa, transformacéo da teca interna em glandula

intersticial e degeneracao do oécito (SANTOS et al., 2009).

1.3.2. Ovulacéo

Na fase final do desenvolvimento folicular, as células da granulosa
diferenciam-se morfolégica e funcionalmente. As células mais periféricas junto a
membrana basal, n&o proliferam e sintetizam enzimas envolvidas na
esteroidogénese e adquirem receptores de LH. Por outro lado, as células das
camadas mais internas mantém a capacidade proliferativa, mas apresentam
escassa atividade secretora e raros receptores para LH (SANTOS et al., 2009).

As células da teca interna produzem quantidades crescentes de androgénios
sob estimulo do LH e o pico desse hormdénio funciona como ativador de uma

crescente secrecdo de proteinas responsaveis por grandes transformacfes nas
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células foliculares. Dentre as modificacbes estdo: parada na proliferacao,
diferenciacdo terminal (luteinizacéo), atividade e sintese de enzimas proteoliticas
necessarias para a ruptura folicular, liberacdo do odécito e reinicio da meiose
bloqueada na profase I, resultando em duas células filhas, o o6cito secundario, que
recebe a maior parte do citoplasma e o primeiro corpusculo polar, que recebe
apenas fragmentos e depois desaparece (BERTAN et al., 2006). No entanto, apos o
o0cito iniciar a segunda divisdo meidtica, a mesma é novamente bloqueada na
metafase Il até a possivel ocorréncia de fecundacédo, quando o segundo corpusculo
polar seré absorvido e o0 odcito fertilizado dara sequéncia ao desenvolvimento de um
novo individuo (BARRET et al., 2014).

A ovulacdo designa a ruptura da membrana folicular e liberacdo do odcito
(BERTAN et al., 2006). Dentro de até 24 horas depois do pico de LH, o foliculo
maduro se rompe e libera o odcito envolvido pelas células da corona radiata e
cumulus oophorus que € captado pelas fimbrias das tubas uterinas e transportado
até a regido da ampola (BARRET et al., 2014). O rompimento é causado por
modificacdbes no conteddo hormonal e alteracdes na pressao intra-folicular,
desencadeado ndo somente pelo LH como também por um conjunto coordenado de
respostas paracrinas incluindo prostaglandinas e plasminogénio, além da
progesterona (RAWDING, 2013). As células tecais e da camada granulosa de
foliculos pré-ovulatérios produzem ativadores de plasminogénio, que irdo ativar o
plasminogénio presente no liquido folicular para produzir plasmina. A plasmina gera
colagenase ativa que induz a ruptura folicular (SILVA et al.,, 2006). As enzimas
proteoliticas possuem um importante papel sobre a liberacdo do odcito, atuando
sobre a lamina basal e parede folicular, degenerando colageno e induzindo sua

ruptura (BERTAN et al., 2006).
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Do ponto de vista enddcrino, o préprio foliculo desencadeia a ovulacéo
através da sintese crescente de estradiol que ao atingir um determinado limiar, ativa
0 mecanismo de retro regulacdo que estimula a liberagcdo de gonadotrofinas até o
pico pré-ovulatério caracteristico (BARRET et al., 2014). O pico de FSH embora
menor, também tem fun¢cdes importantes como aumento da producao do ativador de
plasminogénio, secrecdo de 4cido hialurénico pelas células do cumulus que facilita a
expansdo e dispersdo dessas células permitindo que flutuem no liquido folicular
antes da ruptura, e constituicdo de um nivel suficiente de receptores de LH na
granulosa que é essencial para uma funcéo luteinica adequada (SANTOS et al.,

2009).

1.3.3. Formacéo e fisiologia do corpo lateo

Apos a expulsdo do odcito, ocorrem diversas modificagcdes no foliculo em
nivel morfoldgico e enddcrino que dao origem a estrutura endécrina especializada na
sintese de progesterona denominada de corpo luteo (Figura 12; ERICKSON et al.,
2007). As células da teca e da granulosa proliferam, aumentam de tamanho e
adquirem uma aparéncia vacuolar com depdsito de um pigmento amarelo
denominado de luteina e lipideos, sdo as células luteinicas. Na maioria dos
mamiferos, as células da granulosa originam as grandes células luteais (LLC) e as
células da teca, as pequenas células luteais (SLC). As SLC respondem ao LH e
liberam baixas concentracfes de progesterona, enquanto que as LLC sintetizam
altas concentracdes de progesterona, mas nao respondem ao estimulo do LH
(SANTOS et al., 2009).

A diferenciacdo celular da teca e da granulosa em células luteinicas inicia-se

com diminuicdo na expressao da enzima P450 aromatase e aumento na expressao
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de outras enzimas que convertem colesterol em progesterona, como P450scc e 3f-
HSD, e das proteinas que transportam colesterol para a membrana mitocondrial.
Ocorre também proliferacao de fibroblastos e capilares sanguineos que penetram na
granulosa através da lamina basal (BERTAN et al., 2006). A angiogénese é
fundamental no processo de luteinizacdo e é mediada pelo fator de crescimento
endotelial vascular (VGEF), essencial para criar a rede necessaria para realizar a
nutricdo do corpo amarelo com substratos necessarios a sintese de progesterona e
estrogeno (BARRET et al., 2014).

O corpo luteo é a principal fonte de horménios esteroides sexuais nessa fase
do ciclo e sua capacidade funcional e vida média dependem da secrecdo de LH na
auséncia de gestacdo e de gonadotrofina coridbnica humana (HCG) se houver
fecundacdo e gravidez (SANTOS et al., 2009). Além do suporte de LH para que o
corpo lateo exerca uma funcdo enddocrina normal é indispensavel que se tenha
produzido um desenvolvimento folicular normal durante a primeira fase do ciclo, bem
como uma luteinizacdo e vascularizacdo adequada da teca durante a fase luteinica
precoce (SANTOS et al., 2009). Na auséncia de gravidez o corpo lateo inicia sua
degeneracédo cerca de quatro dias antes da préxima menstruacéo e € substituido por
um tecido de cicatrizacéo, tornando-se o corpo albicans ou albicante (BARRET et

al., 2014).



Figura 12. A: Corte histologico de ovario de rata em diestro, com varios corpos
luteos (CL). Em B detalhe de corpo Iuteo mostrando as células luteinicas. (DIXON et
al., 2014).

1.3.4. Esteroidogénese e regulacdo hormonal ovariana

A esteroidogénese ovariana obedece a via basica de biossintese de
esteroides a partir do colesterol, que é obtido da sintese local a partir do acetato ou
proveniente da circulacdo geral onde é transportado em forma de lipoproteinas de
baixa densidade (LDL) ou alta densidade (HDL), sendo essa a fonte mais importante
de colesterol para as células dos ovarios (SANTOS et al., 2009). A sintese dos
horménios esta funcionalmente compartimentalizada no foliculo e a producdo de
estradiol resulta de um trabalho coordenado entre as células da teca e da granulosa
(SILVA et al., 2006; GERVASIO et al., 2014). A maquinaria enziméatica dos dois
tecidos séo diferentes e limitam reciprocamente suas atividades (SANTOS et al.,
2009).

A teca interna contém receptores de LH e sintetiza preferencialmente
androgénios, como a androstenediona e a testosterona, que se difundem através da
membrana basal para o interior das células da granulosa onde esses androgénios
sdo convertidos em estrogénios, como a estrona e o estradiol, sob influéncia de FSH

e da inducdo da atividade da enzima P450 aromatase (BARRET et al., 2014). A teca
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sintetiza androgénios que nao consegue aromatizar em grande quantidade e a
granulosa possui uma grande capacidade de aromatizar androgénios produzidos na
teca (SANTOS et al., 2009). Em contato com o LH, os receptores existentes na teca
estimulam a atividade de enzimas para realizar a conversdo de pregnenolona a
androstenediona, transformacéo que ndo € possivel nas células da granulosa. Por
outro lado, a conversdo de androstenediona em estradiol pela P450 aromatase é
possivel somente nas células da camada granulosa (BERTAN et al., 2006).

A esteroidogénese ovariana se resume da seguinte forma (Figura 13): a
captacdo do colesterol para dentro da mitocondria das células da teca é auxiliada
pela enzima StAR (proteina reguladora aguda da esteroidogénese) e, em seguida, o
colesterol é convertido a pregnenolona pela enzima desmolase (P450scc), sendo
esta ultima convertida em progesterona pela 33-hidroxiesteroide desidrogenase (33-
HSD). A progesterona pode exercer suas funcdes biolégicas no organismo ou dar
seguimento a sintese dos andrdgenos, servindo de substrato para a sintese de
androstenediona pela enzima citocromo P450-17-hidroxilase. A androstenediona é
convertida a testosterona pela 17B-hidroxiesteroide desidrogenase (173-HSD) que,
por sua vez, pode atuar diretamente no organismo ou nas células da granulosa
convertendo-se em dihidrotestosterona através da 5a-redutase ou ser aromatizada a
estradiol pela P450 aromatase (CYP450). O estradiol também pode ser sintetizado
nas células da granulosa pela aromatizacdo da androstenediona em estrona pela
CYP450, e esta em estradiol pela 178-HSD (GERVASIO et al., 2014; APOLLONI et

al., 2016).
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Figura 13. Esteroidogénese nas células ovarianas. Os andrégenos
(androstenediona e testosterona) sdo produzidos nas células tecais pelo estimulo do
LH a partir da captacdo do colesterol circulante. Nas células da granulosa, os
androgenos sdo aromatizados em estrogenos (estrona e estradiol) pela enzima
aromatase sob estimulo do FSH (APOLLONI et al., 2016).

As células da granulosa segregam também grandes quantidades de inibina
que tem a propriedade de bloquear a sintese e a liberacdo de FSH pela hipofise. As
taxas plasméticas de inibina sédo paralelas as do estradiol e, em conjunto, reduzem a
secrecdo de FSH, suprimindo assim o suporte aos foliculos horménio dependentes,
que sofrem atresia. O foliculo dominante ndo é sensivel a esse efeito, pois evolui de
forma autbnoma, sem necessidade do estimulo do FSH (SANTOS et al., 2009). Os
estrogénios também exercem uma funcdo de retro-controle positivo sobre a
liberacdo hipofisaria de LH, cuja resposta depende do nivel da impregnacéo

estrogénica. As altas concentracdes plasmaticas de estradiol asseguradas pelo
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foliculo pré-ovulatério determinam a ocorréncia do pico de LH e a consequente
ovulacédo (BERTAN et al., 2006).

O conjunto das regulacdes do eixo hipotalamo-hipofise-gbnadas se resume
da seguinte forma: a partir da puberdade a descarga pulséatii de GnRH permite a
secrecdo basal de FSH que estimula o recrutamento folicular (SANTOS et al.,
2009). Os estrogénios intrafoliculares formados a partir dos androgénios e
secretados sob controle do LH mantém sua prépria producdo e estimulam a
proliferacdo da granulosa. Em sinergia com a inibina, os estrogénios reduzem a
liberacdo de FSH, assegurando a selecdo e a dominancia do foliculo ovulatério
(BAERWALD et al.,, 2012). Acima de um determinado limiar, 0os estrogénios
sensibilizam as células gonadotréficas hipofisarias a acdo do GnRH provocando
assim a descarga pré ovulatéria de LH (SANTOS et al., 2009). A progesterona
produzida durante a fase luteinica reduz o ritmo pulsatil de liberacdo de GnRH que
acelera novamente apenas apés a queda na secrecdo de progesterona durante a
fase pré-menstrual (SANTOS et al., 2009).

As funcbes do ovéario também sdo reguladas por fatores autdcrinos
(produzidos na propria célula) e paracrinos (produzidas em células vizinhas), que
podem modular a resposta celular as gonadotrofinas hipofisarias. O sistema IGF
(fator de crescimento semelhante a insulina) e os membros da superfamilia TGF- 3
(fator de crescimento transformante beta), como a inibina, activina, folistatina, TGF-
B, proteina  morfogenética do  osso (BMP), fator de  crescimento e
diferenciacdo (GDF) e hormonio anti-mulleriano (HAM) sédo alguns dos fatores de
crescimento que operam via paracrina e/ou autocrina na regulacdo ovariana, no
desenvolvimento folicular e na maturagdo do oocito (BAERWALD et al.,, 2012).

Esses fatores ficam acumulados no liquido folicular, atuam localmente e englobam
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horménios esteroides e proteinas reguladoras que interagem de forma complexa

(SANTOS et al., 2009).

1.4. Receptores esteroidais

Os receptores esteroides pertencem a superfamilia de receptores nucleares
gue se localizam no interior das células alvo e agem como fatores de transcricao
ativados por ligante (HANDA; WEISER, 2014). A superfamilia de receptores
nucleares possui uma organizacdo estrutural comum (Figura 14) composta por dois
dominios bem definidos: o dominio DNA-ligante (DBD), localizado na regido central
e 0 dominio de ligacdo do ligante (LBD) posicionado na extremidade C-terminal
(HUANG et al., 2010). A regido N-terminal (grupo amina NH3) é altamente variavel
entre os membros da superfamilia de receptores nucleares, faz interacdo com
cofatores e possui funcbes de transativacdo potentes e independentes do ligante,
conhecidas como AF-1 (DRUMMOND et al., 2002; HUANG et al., 2010).

O dominio altamente conservado DNA-ligante (DBD) tem como alvo
sequéncias especificas de DNA denominadas de elementos de resposta hormonal
(HREs) e, na maioria das vezes, se ligam ao DNA como dimeros, onde cada
mondmero reconhece uma sequéncia de DNA (FONTENELE et al., 2010). O
dominio de ligacao do ligante (LBD), moderadamente conservado, possui funcdo de
ativacdo da transcricdo dois (AF-2), que é responsavel pelo recrutamento dos
fatores de transcricdo de forma dependente do ligante, pois possui propriedade de
reconhecer a molécula hormonal, garantindo a especificidade da resposta fisiologica

(MANGELSDOREF et al., 1995; DRUMMOND et al., 2002; WAGNER et al., 2011).
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Figura 14. Receptores nucleares tipicos apresentam uma estrutura comum. A regiao
N-terminal variavel (A/B) um dominio DNA ligante (C), uma regido variavel D
conhecida como hinge ou dobradica, uma regido de ligacdo com ligante (E) e uma
regido C-terminal variavel (F). Os receptores nucleares podem ser subdivididos nas
quatro classes mostradas com seus respectivos receptores representativos
(MANGELSDOREF et al., 1995).

Com base na dimerizacdo e nas propriedades do dominio DNA-ligante, os
receptores nucleares podem ser divididos em quatro classes (Figura 14): receptores
esteroides que sdo homodimeros, heterodimeros de RXR (Receptor retinoide X) e
receptores 6rfaos, os quais apresentam ligante especifico ndo definido e a regulacéo
dependente do ligante ndo é claramente estabelecida, que podem ser homodimeros
ou monodimeros (MANGELSDOREF et al., 1995; WAGNER et al., 2011). A classe |
inclui os receptores de hormdnios esteroides (Figura 14), como o0 receptor de
glicocorticoides (GR), mineralocorticoides (MRs), androgénios (AR), estrogénios
(ER) e progesterona (PR) que se ligam como homodimeros aos seus respectivos

hormonios (MANGELSDOREF et al., 1995; FONTENELE et al., 2010).
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A classe | de receptores de hormdnios esteroides também é agrupada como
uma subfamilia segundo a sua composicdo similar de aminoacidos e dipeptideos
(BHASIN; RAGHAVA, 2004). Quando nao estdo ligados aos horménios, os
receptores dessa classe permanecem associados as proteinas de choque térmico
(HSPs) no citoplasma ou no nucleo da célula (HANDA; WEISER, 2014). A ligacao
com o horménio dissocia esse complexo e provoca a formacdo de homodimeros
que, por sua vez, dirigem-se ao nucleo da célula e se acoplam aos elementos de
resposta hormonal para ativacdo da transcricdo (BARRA et al., 2004).

Devido ao carater lipofilico, os horménios esteroides sexuais difundem-se
através da membrana plasmatica e entram na célula onde se acoplam aos
receptores que, por sua vez, mediam os efeitos desses hormdnios através da
regulacdo da transcricdo de genes-alvo (FONTENELE et al., 2010). Além disso, 0s
esteroides sexuais também apresentam seus efeitos rapidos através de receptores
na membrana ou no citosol que ativam vias “ndo-genémicas” ou “n&o-nucleares”,
com ativacdo de mensageiros secundarios e canais ibnicos sem a necessidade de
ligagdo com DNA e ativacdo de transcricdo (HANDA; WEISER, 2014; CONTRO et
al., 2015). A localizacao dos receptores de esteroides no ovario esta ilustrada na

Figura 15.
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Figura 15. Sitios de receptores de hormonios esteroides, sitios celulares de
producdo de horménios esteroides e estruturas foliculares caracteristicas durante o
desenvolvimento folicular e atresia (DRUMMOND et al., 2002).

1.4.1. Receptores estrogénicos

O termo receptor de estrégeno (ER) refere-se a um grupo de receptores que
séo ativados pelo horménio 173-estradiol, exercendo assim um papel crucial no
desenvolvimento, reproducdo e fisiologia normal em diferentes tecidos-alvo
(KORACH, 2000; WOLF et al, 2012). O ovério € o local primario da sintese de
estrogeno e o principal alvo desse horménio que desempenha diversas funcdes
intra-ovarianas durante a foliculogénese mediadas pelos receptores estrogénicos
(EMMEN et al., 2005). Os estrogénios ativam ou reprimem a transcricdo génica
através da ligagdo com os ERs formando o complexo hormdnio-receptor que, por
sua vez, liga-se aos elementos de resposta no DNA na regido promotora de genes

alvo ou interage com fatores de transcricdo (CONTRO et al., 2015).
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O receptor de estrogeno apresenta-se em duas isoformas: ERa e ERB, ambos
presentes nos ovarios mas em diferentes tipos celulares e com diferentes papeis na
funcdo ovariana (DRUMMOD; FULLER, 2012; WOLF et al, 2012). O ERa esta
associado a proliferacdo celular das células da granulosa e ER[B, mais abundante,
tem funcdo de diferenciacdo, bloqueando a proliferacdo celular e iniciando as
modificacdes necessarias para a ovulacdo (BAERWALD et al., 2012). O ERpB € a
forma predominante no ovario, expresso pelas células da granulosa em foliculos
primarios, secundarios e maduros, células da teca, superficie epitelial e corpo lateo
embora o0s odécitos também possam expressar o receptor (DRUMMOND; FULLER,
2012). Por outro lado, o ERa esta predominantemente localizado nas células da teca
interna, nas células intersticiais e no epitélio germinativo, com pequena ou nenhuma
expressao nas células granulosas e luteinicas (PELLETIER, 2000; EMMEN et al.,
2005).
A importancia das ac¢des do estradiol mediadas pelos receptores estrogénicos
e a diferenca dos papeis desempenhados pelas duas isoformas foram evidenciados
por linhagens transgénicas de animais que apresentavam fenétipo de auséncia de
ERa e/ou ERB, denominadas de ER knockout ou ERKO (HEWITT et al., 2000;
EMMEN et al., 2005). Fémeas aERKO sao inférteis, devido a morfologia patolégica
do ovario (Figura 16), o qual apresenta cistos grandes e hemorragicos, foliculos
paralisados no estagio pré-antral, auséncia de corpos liteos e de ovulacdo e
também a insensibilidade do Utero que ndo responde as acdes mitéticas e
diferenciadoras do estrégeno, essenciais para a completa maturacdo e funcéo do
tecido (HEWITT et al.,, 2000). O desenvolvimento folicular inicia-se normalmente,
porém o fendtipo anovulatério é causado pela auséncia do feedback negativo sobre

a secrecao de LH no eixo hipotdlamo-hipéfise-gbnadas mediado por ERa, pois, em
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culturas in vitro, excluindo o descontrole no nivel de LH, aERKO exibiram
crescimento semelhante a cultura controle e eficiéncia na ovulacdo (EMMEN et al.,
2005; WOODRUF; MAYO, 2005). Dessa forma, com o ambiente enddcrino anormal
e ovario hiperestimulado pela elevacao crénica nos niveis plasmaticos de LH, ocorre
aumento também nas concentracdes de estradiol e testosterona (HEWITT et al.,
2000; EMMEN et al., 2005).

O ovario de animais BERKO apresenta morfologia patolégica mais atenuada
(Figura 16), com presenca de foliculos em todos os estagios de desenvolvimento,
porém ha reducdo no numero de foliculos maduros e de corpos lateos (HEWITT et
al., 2000; EMMEN et al., 2005). O utero mostrou desenvolvimento normal do epitélio,
estroma, miométrio e estruturas glandulares (HEWITT et al., 2000). Em culturas de
foliculos in vitro, BERKO exibe padrao de crescimento anormal e resposta mediana a
inducdo da ovulacdo, porém os niveis de gonadotrofinas, estradiol e testosterona
sdo semelhantes as culturas controle (EMMEN et al., 2005). Apesar de apresentar
niveis hormonais normais, o niumero de oécitos liberados em BERKO é reduzido,
sugerindo que o ERB tem participacdo na ovulacdo (HEWITT et al., 2000). Além
disso, a sinalizacao por ERB também é necesséria para a foliculogénese visto que
os ovarios de BERKO mostram menor progressao dos foliculos para estagios mais
avancados de maturacdo (DRUMMOND; FULLER, 2012; TARUMI et al., 2014).

Apesar de ERB ndo mediar diretamente a resposta ovulatoria frente ao pico
de LH, o mesmo desempenha um importante papel na diferenciacédo do foliculo que
sera ovulado, intermediando ac¢fes criticas do estrégeno como a formacéo do antro,
maturacdo do foliculo pré-ovulatério e a ruptura do foliculo maduro (EMMEN et al.,
2005). O efeito de sinergia entre estradiol e o FSH também & mediado por ERp e, na

auséncia dessa via, a estimulacdo da proliferacdo da granulosa pelo FSH é
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diminuida, resultando em um foliculo que ndo responde totalmente ao estimulo do
pico ovulatério de LH (WOODRUF; MAYO, 2005). Dessa forma, a atividade
proliferativa do estrégeno € transmitida preferencialmente via ERa, entretanto os
demais variados efeitos do hormdnio sdo mediados por ERB (DRUMMOND et al.,
2002). Sendo assim, a foliculogénese e a ovulacdo podem ocorrer normalmente na
auséncia de ERa, mas nao na auséncia de ERp, considerando que os niveis

hormonais sejam controlados (DRUMMOND; FULLER, 2012).

Figura 16. Patologia ovariana em ratas ERKO. A andlise histologica evidencia um
desenvolvimento folicular normal e indicio de ovulagdo no ovario do tipo selvagem
ou normal (& esquerda). O ovario aERKO mostra grandes estruturas cisticas e
hemorragicas e sem indicacdes de ovulacdo, enquanto o ovario BERKO ovario
mostra desenvolvimento folicular em varios estagios, porém pouca indicacdo de
sucesso na ovulacao (HEWITT et al., 2000).

1.4.2. Receptores androgénicos

Os receptores androgénicos (AR) sdo responsaveis pelas principais acdes
centrais e periféricas da testosterona e de seu metabolito reduzido, 5a-
dihidrotestosterona (DHT) (HANDA; WEISER, 2014). A atividade do AR ocorre com

a ligacao desses hormdnios, sendo o DHT o ligante de maior afinidade e que ativa a
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expressdo de genes com mais eficiéncia em relacdo a testosterona (SOLAKIDI et
al., 2005; HUANG et al., 2010; SOUZA et al., 2013).

Quando inativo, AR permanece acoplado com uma proteina de choque
térmico (HSP) no citoplasma das células. Com a ligagdo de um andrégeno, AR
dissocia-se da HSP, podendo agir localmente mimetizando acdo de fatores de
crescimento (acdo extra nuclear) ou se unir a outras proteinas auxiliando a
estabilizacdo de AR e sua translocacao para o nucleo (APOLLONI et al., 2016). No
nacleo, o complexo hormdnio-receptor junta-se com uma segunda molécula de AR
ativada formando um dimero, que entdo se liga a uma sequéncia especifica no DNA
denominada de ARE (elementos de resposta aos andrégenos) (MATSUMOTO et al.,
2008). Essa ligacdo desencadeia a transcricdo de genes alvo por interacdo direta
com a maquinaria de transcricdo ou através do recrutamento de co-ativadores
(WANG; CHANG, 2004; APOLLONI et al., 2016). O AR também desempenha acbes
ndo gendmicas, quando interage com moléculas sinalizadoras localizadas na
membrana plasmatica que ativam vias e sinalizam cascatas que regulam outros
receptores nucleares, fatores de transcricdo e eventos sinalizadores citoplasméaticos
como, por exemplo, a liberacdo de calcio (Ca?") intracelular pelo reticulo
endoplasmatico e mitocéndria (APOLLONI et al., 2016).

Em homens, as acbes dos androgenos mediadas por AR sdo essenciais para
promover a diferenciacdo sexual, o desenvolvimento durante a puberdade,
regulacdo da espermatogénese e controle dos niveis de testosterona através de
feedback (SOLAKIDI et al., 2005; HUANG et al., 2010). Disfun¢gbes no gene AR em
mamiferos machos provocam um quadro denominado de mutacdo de feminilizacao

testicular androgeno-insensitiva (Tfm), caracterizado pelos 0rgados sexuais externos

semelhantes aos femininos e infertilidade (KIMURA et al., 2007; MATSUMOTO et
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al.,, 2008). Em estudos utilizando modelos animais de linhagem AR knockout
(ARKO), foram encontrados resultados semelhantes a desordem Tfm, pois o0s
Orgaos sexuais possuiam aparéncia tal como os femininos e 6érgaos reprodutivos
como vesiculas seminais, ducto deferente, epididimo e préstata eram ausentes. Os
animais apresentavam um testiculo rudimentar com espermatogénese severamente
comprometida, evidenciando que o AR nao é requerido totalmente para a formacgéao
dos testiculos, porém é essencial para o desenvolvimento dos 6rgaos reprodutivos e
espermatogénese normal (MATSUMOTO et al., 2008; SEM; HAMMES, 2010).

Apesar dos papéis fisioldogicos mais criticos nos homens, AR também é
responsavel por acées importantes na funcao reprodutiva das mulheres (LU et al.,
2006). No ovario, foi encontrada expressédo de AR em células da teca, da granulosa
e no oodcito dos foliculos na maioria dos estagios de desenvolvimento e no corpo
lteo e células intersticiais, com o padrdo de expressao diferente entre o0s tipos
celulares (CHADHA et al.,, 1994; KIMURA et al.,, 2007; SEM; HAMMES, 2010,
APOLLONI et al., 2016). A expressao em o0citos é moderada em roedores e pouco
evidente ou ausente em humanos (LENIE; SMITZ, 2008). Na maioria das espécies,
AR é abundante nos foliculos de menor didmetro, em estagio pré-antral e antral e
menos expresso em foliculos maduros pré-ovulatérios (LENIE; SMITZ, 2008; SEM,;
HAMMES, 2010). O mecanismo de regulacdo da expressdo de AR durante o
desenvolvimento folicular ndo esté totalmente esclarecida, no entanto o consenso
geral é que durante a passagem do estagio pré-antral para o pré-ovulatério, a
expressdo de AR diminui nos foliculos dando espaco para a expressédo de ER que
se torna a dominante (SEM; HAMMES, 2010).

Os andrégenos via AR auxiliam no desenvolvimento folicular nos estagios

mais precoces atraves da prevencao da atresia folicular e promocao do crescimento
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dos foliculos a partir do aumento dos niveis de receptores de FSH e regulacdo da
expresséo de fatores de crescimento chave (GERVASIO et al., 2014; PRIZANT et
al., 2014; SEN et al., 2014). O AR facilita a acdo do FSH, regulando positivamente o
receptor desse horménio durante o estagio pré-antral, um critico periodo de
influencia do FSH no desenvolvimento folicular (WANG; CHANG, 2004).

Através de estudos com fémeas ARKO, além de estudos in vitro e relatos
clinicos foi possivel comprovar a necessidade de AR para a foliculogénese normal
(SEM; HAMMES, 2010). As fémeas ARKO desenvolvem a gbnada normalmente,
porém apresentam fertilidade reduzida caracterizada por reducdo nas taxas de
fertilidade e de ovulacdo, maior duracao do ciclo estral, menor nimero de filhotes
por ninhada, desenvolvimento folicular anormal com maior incidéncia de atresia e
reducdo no numero de foliculos antrais e corpos lateos e na espessura da camada
granulosa de foliculos (KIMURA et al., 2007; MATSUMOTO et al., 2008; SEM,;
HAMMES et al., 2010; APOLLONI et al., 2016). No estudo de MATSUTOMOTO et
al. (2008), ratas ARKO com oito semanas de idade mostraram ovario (Figura 17)
com um numero maior de foliculos atrésicos e decréscimo no niamero de corpos
luteos. O resultado foi ainda mais agravante com 40 semanas, quando as ratas
tornaram-se inférteis com nenhum foliculo detectavel. Dessa forma, os foliculos pré-
antrais tornam-se atrésicos ao invés de progredirem para o0 estagio ovulatério e
posteriormente formarem um corpo Iliteo (PRIZANT et al., 2014). Com a maior
incidéncia de atresia ocorre infertilidade precoce, evidenciando o papel crucial de AR
para o desenvolvimento folicular e sucesso na ovulacdo (MATSUMOTO et al., 2008;

SEM; HAMMES, 2010).
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Figura 17. Patologia ovariana em ratas ARKO. Com oito semanas de idade é
predominante a presenca de foliculos atrésicos e em 40 semanas nenhum foliculo é
detectado. WT: tipo saudavel/selvagem (MATSUMOTO et al., 2008).

1.5. Esteroides anabdlicos androgénicos (EAA)

Os esteroides anabdlicos androgénicos (EAA) sdo substancias naturais,
sintéticas ou semissintéticas quimicamente relacionadas a testosterona, principal
esteroide androgénico e anabdlico endégeno masculino (FRIZON et al., 2009;
ROCHA et al., 2014). Grande parte dos autores da comunidade cientifica utiliza o
termo EAA ou anabolizantes em referéncia aos farmacos sintéticos baseados na
estrutura da molécula de testosterona e seus derivados, que mimetizam o0s
horménios esteroides naturais (CUNHA et al., 2004; WEINECK, 2005; ARALDI et al.,
2013; MORAES et al., 2015 CARNEIRO-JUNIOR et al., 2016).

O efeito androgénico dos EAA esta relacionado ao desenvolvimento das
caracteristicas secundarias masculinas e a funcdo reprodutiva, enquanto que o
efeito anabdlico corresponde a acado miotréfica, aumentando a sintese proteica e,
consequentemente, a massa muscular, além do controle da distribuicdo de gordura
corpérea e depoésito de célcio nos ossos (NUNES, 2009; IRIART et al.,, 2011;
BASUALTO-ALARCON et al., 2013). A proporcdo entre efeitos anabdlicos e

androgénicos varia de acordo com o EAA, sendo as propriedades androgénicas as



58
responsaveis pela maioria dos efeitos colaterais e contraindicacées (CUNHA et al.,
2004; LIMA; CARDOSO, 2011; SOUZA et al., 2013). No entanto, os EAA agem
sobre os receptores de andrégenos (AR), os quais ocorrem em praticamente todas
as células do corpo e regulam os mecanismos intracelulares responsaveis tanto
pelos efeitos anabodlicos quanto os androgénicos, ndo havendo possibilidade de
dissocia-los (CUNHA et al., 2004; KICMAN, 2008).

Em 1935, a testosterona foi sintetizada pela primeira vez e tornou-se
disponivel para finalidades experimentais e terapéuticas (CUNHA et al., 2004).
Tradicionalmente, os EAA sao prescritos clinicamente para o tratamento do
hipogonadismo, realizando a reposi¢cdo hormonal de testosterona e seus derivados,
necessarios ao desenvolvimento e manutencdo das caracteristicas sexuais
masculinas, sendo prescritos também em casos de retardamento na puberdade e
crescimento, micropénis neonatal e deficéncia androgénica em idosos (CUNHA et
al., 2004; MORAES et al., 2015). EAA também sao prescritos em casos de perda de
massa muscular, cancer de mama, angioedema hereditario, endometriose grave e
deficiéncia no metabolismo proteico (RIBEIRO, 2001; CUNHA et al., 2004; EVANS,
2004; CECCHETTO et al., 2012). Além disso, os EAA atenuam o0s sintomas da
insuficiéncia respiratéria ou cardiaca crénica (HANDELSMAN, 2006), aceleram a
cicatrizacdo de fraturas 6sseas (AHMAD et al., 2013), tratam os sintomas da AIDS
(JOHNS et al,, 2005) e também sao utilizados na reposicdo hormonal pos-
menopausa (ARLT, 2006).

Nas ultimas décadas, no entanto, houve uma explosdo de técnicas de
manipulagéo e gerenciamento do corpo humano como dietas, cirurgias estéticas e
consumo de “drogas da imagem corporal’, dentre as quais se incluem os

anabolizantes, estimuladas por um culto ao corpo ideal presente na sociedade
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contemporanea (IRIART et al., 2009; BOFF, 2010). Atraidos pelo potente efeito
anabodlico capaz de aumentar a massa muscular em curto periodo de tempo,
individuos recorrem aos EAA para melhorar ndo somente desempenho fisico e
atlético como também a aparéncia corporal (FERREIRA et al., 2014). Esse tipo de
uso estimulado pela busca por padrées de beleza ou repercussdes no desempenho
fisico sem orientacdo de um profissional da area da saude é denominado de “nao-
meédico” ou “ndo-terapéutico”, ao qual estdo associados diversos riscos a saude ja
descritos na literatura, em artigos de politicas publicas e frequentemente veiculado
na midia (SOUZA et al., 2013; MORAES et al, 2015).

Dessa forma o abuso do consumo de EAA ndo se restringe somente ao meio
esportivo, tornando-se popular entre os jovens nédo-atletas para finalidades estéticas
gracas a facilidade de obtencdo do farmaco através de meios ilicitos, como o
mercado negro ou farmacias que comercializam sem a prescricdo médica (FRIZON
et al., 2005; IRIART et al., 2009; SOUZA et al., 2013). O grupo de risco inclui os
jovens, pois a idade de inicio do uso de EAA é a adolescéncia ou logo apos a
mesma, sendo a maioria dos usuérios do sexo masculino, embora as taxas entre as
mulheres tenham crescido na ultima década (KANAYAMA et al., 2010; POPE et al.,
2013; SAGOE et al., 2014). Conforme apontam diversas pesquisas, muitas vezes 0S
usuarios desconhecem a gravidade dos efeitos colaterais ou ndo levam em
consideracdo o0s riscos a saude associados ao uso ndo médico do farmaco
(ABRAHIN et al., 2013; FRIZON et al., 2005). Considerando-se o perfil dos usuarios
de abuso e a magnitude dos efeitos colaterais, 0 uso nao terapéutico dos EAA
constitui-se de um problema de saude publica que envolve o ambito social,

governamental e cientifico (CAMARGO et al., 2009a; LIMA; CARDOSO, 2011).
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Os EAA foram desenvolvidos a partir da modificacdo molecular da estrutura
da testosterona, visando a maximizacado dos efeitos anabdlicos em detrimentos dos
androgénicos além de diminuir a aromatizacdo para estradiol que decorreria em
efeitos feminilizantes (ROCHA et al., 2014). As principais modificacdes na estrutura
molecular da testosterona sdo: a) alquilacdo na posicdo 17a resultando em
compostos oralmente ativos que resistem ao metabolismo hepatico; b) esterificacdo
na posicédo 173, resultando em compostos mais hidrofébicos de acdo prolongada e
parentéricos ativos, com forma de administracao injetavel (LIMA; CARDOSO, 2011;
SOUZA; HALLAK, 2011; ROCHA et al., 2014).

Dentre os EAA disponiveis comercialmente (Quadro 2), o decanoato de
nandrolona € um dos mais utilizados no Brasil (FRIZON et al., 2005) e no mundo
(KUTSCHER et al., 2002) e considerado um dos esteroides mais populares (IRIART
et al., 2009; ABRAHIN et al., 2013), sendo comercializado com o nome de Deca-
Durabolin®. Esse farmaco é uma preparacdo anabdlica injetavel, com ac&o
prolongada de até trés semanas ap0s administracdo intramuscular em humanos
(CUNHA et al.,, 2004). Sua substancia ativa € a nandrolona (Figura 18), que
comparativamente a testosterona, apresenta moderado potencial androgénico e boa
propriedade anabdlica além de menor taxa de conversdo a estrogénio (PERRY et
al., 2005; SILVA et al.,, 2007). Apés a administracdo intramuscular, o farmaco é
hidrolisado no organismo, resultando na perda do acido decanoico e recuperacéo de
um grupo funcional hidroxila, transformando-se em nandrolona, um esteroide
biologicamente ativo (TYLICKY et al., 2007). A nandrolona é metabolizada pela
enzima 5a-redutase, porém seu metabdlito ativo 5a-diidronandrolona apresenta
pouca afinidade ao receptor androgénico. A agado 5a-redutase € maior nos 6rgaos

sexuais e menor em outros tecidos, como o muscular esquelético e cardiaco, por tal
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fato a nandrolona desencadeia menores efeitos androgénicos em relacdo a

testosterona (CUNHA et al., 2004).

QUADRO 2

Exemplos de nomes comerciais de EAA mais populares (ROCHA et al., 2014)

Esteroides orais (17a alquilados) Esteroides injetaveis (17 esterificados)
Anadrol (oximetolona) Deca Durabolin (decanoato de nandrolona)
Oxandrin/Anavar (oxandrolona) Durabolin (propionato de nandrolona)
Dianabol (metandrostenolona) Deposteron (cipionato de testosterona)
Windstrol (stanozolol) Equipoiese (undecilinato de boldenona)
Danazol Tetrahidrogestriona (THG)

X
CH; oH CH, 0" (CH,),CH, CH; oH
CH,
@) 0 0

Testosterona Decanoato de Nandrolona Nandrolona

Figura 18. Formula estrutural das moléculas de testosterona, decanoato de
nandrolona e nandrolona (NEVES et al., 2015).

1.5.1. Efeitos colaterais dos EAA no organismo

O uso indiscriminado dos EAA acarreta em uma série de efeitos colaterais
gue sao acentuados com o consumo de altas doses e por longos periodos de tempo,
em outros termos, 0s danos séo dose e periodo-dependentes (IRIART et al., 2009;

VENANCIO et al., 2010). Os efeitos deletérios provocados pelos EAA estdo
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atrelados as suas propriedades androgénicas e téxicas e afetam diversos orgaos e
sistemas (ABRAHIN; SOUSA, 2013). O habito do uso néo terapéutico de EAA, na
maioria dos casos, caracteriza-se pelas doses suprafisioldgicas, altamente
superiores aquelas indicadas para o tratamento de doencas (PERRY et al., 2005;
FRONCZAK et al., 2012). No entanto, os efeitos deletérios do uso de EAA podem
ocorrer até mesmo em dosagens terapéuticas (ABRAHIN; SOUSA, 2013), podendo
ser reversiveis ou irreversiveis (AMSTERDAM et al., 2010).

O consumo de EAA compromete a funcdo neuroenddcrina devido
desequilibrio no balanco hormonal, jA& que a liberacdo das gonadotrofinas
hipofisarias (LH e FSH) é suprimida pelas doses exégenas de EAA por meio de um
feedback negativo (ABRAHIN; SOUSA. 2013; BOREGOWDA et al.,, 2011). No
sistema reprodutivo masculino, a diminuicdo no nivel de FSH acarreta em prejuizos
a espermatogénese, enquanto a diminuicdo do LH afeta o estimulo necesséario a
sintese de testosterona enddégena que, por sua vez, € encontrada em baixos niveis
nos usuarios de EAA (RUWANPURA et al., 2010; VENANCIO et al., 2010;
FRONCZAK et al., 2012).

Os baixos niveis de testosterona enddgena podem resultar no
hipogonadismo, atrofia testicular, alteragbes na espermatogénese, morfologia
anormal dos espermatozoides, potencializacdo do desenvolvimento do cancer de
prostata, disfuncdo erétil, perda da libido e consequente infertiidade (LIMA;
CARDOSO, 2011; ABRAHIN; SOUSA, 2013; RAHNEMA et al., 2014; ROCHA et al.,
2014). Outro desequilibrio hormonal encontrado em usuarios de EAA é o aumento
no nivel de estradiol proveniente da aromatizacao dos andrégenos exégenos o que,

muitas vezes, € responsavel por acumulo de gordura em locais especificos como na
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regido dos mamilos caracterizando a ginecomastia (CUNHA et al., 2004; VENANCIO
et al., 2010).

A literatura relata os diversos prejuizos promovidos por estes farmacos em
outros sistemas do organismo, tais como, 0 sistema cardiovascular 0s quais sao
relatados aumento da pressdo sanguinea, insuficiéncia cardiaca (BAGGISH et al.,
2010), hipertrofia do musculo cardiaco (ISMAIL et al., 2012; NASCIMENTO et al.,
2016), aterosclerose e infarto do miocardio (FRIZON et al., 2005). Mudancas no
perfil lipidico como o aumento do colesterol sanguineo, aumento do LDL
(lipoproteinas de baixa densidade) e diminuicdo do HDL (lipoproteinas de alta
densidade) também s&o consequéncias do abuso de EAA (VENANCIO et al., 2010).

A estrutura e funcdo do figado sdo alteradas em usuarios de EAA, causando
aumento na atividade das enzimas hepaticas, hepatite, hiperplasia e
desenvolvimento de carcinoma hepatico (VENANCIO et al., 2010; LIMA; CARDOSO
et al., 2011; HARDT et al., 2012). Em relacdo ao sistema musculoesquelético, em
tenddes e ligamentos os EAA tem efeito contrario ao anabdlico ocorrente nos
musculos e o0ssos, aumentando o risco de lesdes musculotendinosas devido a
alteracdo na estrutura do colageno que se torna menos elastico e pela auséncia de
adaptacao dos tenddes a hipertofria dos musculos (ROCHA et al., 2014). O uso de
EAA prejudica o crescimento 0sseo em usudrios em fase de crescimento pelo
estimulo do estrégeno que estimula a maturacdo epifisaria de o0ssos longos
(ROGOL, 2010).

Efeitos colaterais dematologicos séo relatados em usuarios de EAA, tais
como aumento na secrecdo das glandulas sebaceas resultando em acne severa,
alopecia e dermatite seborreica e estrias associadas ao rapido crescimento muscular

(ROGOL, 2010; ABRAHIN; SOUZA, 2013; FERREIRA et al., 2014). Alteragdes
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psicolégicas e psiquiatricas também foram relacionadas ao uso de EAA, tais como
ansiedade, irritabilidade, agressividade, distarbios de humor e depressdo
(OBERLANDER; HENDERSON, 2012; RICCI et al., 2012; FERREIRA et al., 2014) e
0 uso continuo € inclusive associado a sindrome de dependéncia (KANAYAMA et
al.; POPE et al., 2010). Outra relacdo é a existéncia de possiveis déficits cognitivos
relacionados a memoria visuo-espacial em usuarios de EAA (KANAYAMA et al.,

2012).

1.5.2. Efeitos dos EAA nareproducéo feminina

Embora o publico masculino seja maioria entre o0s usuarios de EAA
(DICLEMENTE et al.; SAGOE et al.; POPE et al., 2014) e portanto o principal género
estudado dentro da tematica, o uso entre as mulheres tem atingido taxas
expressivas nas Ultimas décadas (IRVING et al.,, 2002; LUNDHOLM et al., 2010;
THORLINDSSON; HALLDORSSON, 2010; ACEVEDO et al., 2011). Entretanto, os
estudos detalhados envolvendo a caracterizacdo das usuarias e analise dos efeitos
colaterais reprodutivos em mulheres e fémeas ainda sdo escassos na literatura
(HARTGENS; KUIPERS, 2004; IP et al., 2010). Entre as consequéncias adversas
nas mulheres destaca-se o0 efeito de masculinizacdo, evidenciado pelo
engrossamento da voz e crescimento de pelos pelo corpo (hirsutismo), atrofia das
mamas, aumento da libido, agressividade, irregularidade menstrual e hipertrofia
clitoriana (HOFFMAN; RATAMESS, 2006; KICMAN, 2008; AMSTERDAM et al.,
2010; ROCHA et al.,, 2014). Pode ocorrer também alopecia androgénica, que
juntamente com o engrossamento da voz, aumento do clitéris e hirsutismo facial ndo
sao reversiveis apos a parada no uso (ABRAHIN; SOUSA, 2013; ROCHA et al.,

2014). As desordens no ciclo ovariano e menstrual como puberdade tardia,
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deficiéncia da fase IUtea, oligomenorreia (irregularidade na frequéncia menstrual) ou

amenorreia (auséncia de fluxo menstrual) e anovulagdo ocorrem mesmo em doses

muito pequenas de EAA (CANNAVO et al., 2001; ROGOL, 2010).

Apesar de poucos estudos sobre o impacto dos EAA na reproducédo feminina,
ha relatos na literaruta de que em murinos fémeas, o tratamento com diferentes EAA
suprime a ciclicidade estral (CLARK et al., 1998; BENTO-SILVA et al., 2010;
CAMARGO et al.,, 2011), provoca atrofia ovariana, intensa atresia folicular com
formacdo de estruturas cisticas e reducédo ou auséncia de corpos luteos (CAMARGO
et al., 2014) resultando em diminuicdo do peso da gbnada (HILLIER; ROSS, 1979;
BENTO-SILVA et al.,, 2010). No utero, a administracdo de esteroides anabdlicos
induz alteracdes histopatolégicas e morfométricas em sua estrutura (MOBINI FAR et

al., 2007) podendo causar aumento de peso do 6rgdo (CAMARGO et al., 2014).

Os efeitos deletérios na reproducao ocorrem devido a capacidade dos EAA de
alterar o controle do eixo hipotalamo-hipéfise-gbnadas, fazendo com que o aumento
nos niveis de andrégenos circulantes iniba a liberacdo de LH e FSH e consequente
diminuicdo na sintese de estrogeno e progesterona, impedindo o crescimento
folicular e a ovulacdo além das irregularidades no ciclo reprodutivo (CAMARGO et

al., 2009b; BORDBAR et al., 2014).

Estudos utilizando o decanoato de nandrolona em ratas, demonstraram que o
esteroide promove danos na estrutura morfolégica uterina de maneira dose-
dependente (CAMARGO et al., 2009a; MOBINI FAR et al.,, 2007; CHUFFA et al.,
2011a; BERLADIN et al., 2014) e aumento no peso do 6rgdo (CAMARGO et al.,
2011), aciclicidade estral (GEREZ et al., 2005; SIMAO et al., 2015), atrofia ovariana

com diminuicdo do peso da gonada (CAMARGO et al.,, 2009b), diminuicdo no
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namero de foliculos antrais e primordiais saudaveis (CAMARGO et al.,, 2011;
BORDBAR et al., 2014; SIMAO et al., 2015), aumento no numero de foliculos
atrésicos e diminuicdo no numero e area dos corpos luteos (CAMARGO et al.,
2009b; SIMAO et al., 2015), comprometimento da capacidade reprodutiva
(CAMARGO et al., 2009b) e reducdo nos niveis de FSH, LH, estrégeno e

progesterona (BORDBAR et al, 2014).

1.6. Melatonina

Atualmente, muitas pesquisas tém focado sua atencdo na avaliacdo do uso
de substancias capazes de atenuar ou suprimir os efeitos colaterais promovidos por
diversos farmacos (VOLLBRACHT et al., 2011; AYGUI et al., 2012; BORDBAR et al.,
2014). Entre estas substancias destaca-se o hormobnio melatonina, que possui
excelente propriedade antioxidante e profilatica em diferentes sistemas e tem
despertado atencdo da comunidade cientifica e aplicado experimentalmente com
intuito  terapéutico em varias condicbes (GALANO et al, 2011;
MOHAMMADGHASEMI et al.,, 2012). O efeito protetor contra toxicidade de
substancias, a possivel capacidade de retardo do envelhecimento e a reducdo de
radicais livres (estresse oxidativo) sdo devido a acdo da melatonina sobre o sistema
imunoldgico e a interacdo com substancias antioxidativas (MAGANHIN et al., 2008;
REITER et al., 2010).

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) conhecida como “horménio do
sono”, € um tipo de indolamina de estrutura molecular altamente conservada e
secretada em todas as espécies de vertebrados durante a noite pela glandula pineal,
um orgao endocrino ativo localizado no teto do terceiro ventriculo entre os dois

hemisférios cerebrais (AYGUI et al.; MOHAMMADGHASEMI et al., 2012). Esse
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neurohorménio é um composto organico de coloracdo amarelo-claro, altamente
lipossoluvel que € transportado no plasma ligado a proteinas como a albumina
(MASANA; DUBOCOVICH, 2011; MAGANHIN et al., 2008). Existem outras fontes de
producdo da melatonina como a retina, o corpo celular da iris, glandulas lacrimais,
leucdcitos, ovario e intestino grosso, no entanto essa producdo extra pineal tem
importancia para acao local onde foram produzidas, e contribuicdo minima para a
concentracdo plasmatica (MAGANHIN et al., 2008).

A melatonina tem vida média entre 30 e 60 minutos e é derivada da
serotonina, que por sua vez, resulta da conversédo do triptofano (RADOGNA et al.,
2010). Niveis elevados de serotonina sdo encontrados durante o dia, decaindo
durante a fase noturna pela conversdo em melatonina na pineal (REITER et al.
2010). A escuriddo estimula a producdo de melatonina, enquanto a luz inibe e a
informacdo luminosa € captada pelas células ganglionares da retina e transmitida
para o nucleo supraquiasmatico do hipotalamo e desse para a glandula pineal
(AYGUI et al., 2012).

A glandula pineal juntamente com o0s ndcleos supraquiasméticos do
hipotalamo constitui parte crucial do sistema neuroendécrino, o qual é responsavel
pela organizacdo temporal de diferentes eventos fisiologicos e comportamentais
(MAGANHIN et al., 2008). Essa capacidade de organizacdo temporal é crucial para
regulacdo enddcrina e metabdlica em casos de adaptacdo as flutuacdes temporais
ciclicas do meio ambiente, regulacdo do ciclo sono-vigilia, do sistema imunolégico,
cardiovascular e reprodutivo (REITER et al., 2010; HARDELAND et al., 2011; AYGUI
et al., 2012). A melatonina influencia o ritmo de diferentes processos fisioldégicos
durante a noite tais como a digestdo que se torna mais lenta, a diminuicdo da

temperatura corporal, a reducéo do ritmo cardiaco e da pressdo sanguinea ao passo
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que o sistema imunoldgico € estimulado (MAGANHIN et al., 2008; PAULIS et al.,
2010).

A melatonina age sobre seus receptores especificos, MT1 e MT2, os quais
influenciam os ritmos diarios e sazonais de processos fisiolégicos e
comportamentais, como também tem acao independente de receptores quando atua
como sequestradora de radicais livres e reagentes relacionados (DUBOCOVICH et
al., REITER et al., 2010). Na década de 90, foram encontrados os primeiros indicios
de que a melatonina seria capaz de atuar como antioxidante (REITER et al., 1995;
1996). A literatura relata que a melatonina atua diretamente captando os radicais
livres (hidroxila e peroxila) e atua em uma acao antioxidante indireta em sinergia
com outros antioxidantes (MAGANHIN et al.,, 2008; REITER et al, 2010). A
melatonina € capaz de atuar como doadora de elétrons em processos hao
enzimaticos e inibe enzimas da familia citocromo P450, reduz a formacédo de
peroxinitritros em quadros de inflamacéo, reduz a peroxidacao lipidica e expressao
da sintese de 6xido nitrico (AYGUI et al., 2012).

A acdo no sistema imunoldgico ocorre por receptores acoplados a proteina G,
na membrana das células imunocompetentes, aumentando a mobilidade de células
de defesa, estimulando a producédo de anticorpos e facilitando a defesa contra
microrganismos. A modulacdo sobre as respostas inflamatérias pode ocorrer de
forma positiva ou negativa, dependendo das células e mediadores envolvidos
(MAGANHIN et al., 2008). A melatonina pode modular a acdo de enzimas pro-
inflamatorias, controlar a producdo de mediadores inflamatérios promovendo as
fases iniciais de inflamacé&o e por outro lado, contribui para a atenuacédo da mesma
interferindo também nos processos apoptoticos e impedindo as complicacdes da

inflamacéo croénica. Os leucocitos sdo capazes de produzir melatonina ou reagem ao
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horménio oriundo de outros sitios de producdo, respondendo como uma acao

enddcrina, paracrina e autocrina da melatonina (RADOGNA et al., 2010).

1.6.1. Melatonina e a reproducéo feminina

A regulacdo da funcdo ovariana pela melatonina envolve a ativacdo dos
receptores MT1 e MT2 ao longo do eixo hipotalamo-hipdéfise-gbnadas
(DUBOCOVICH et al., 2010) que atuam via reducdo do AMPciclico (MAGANHIN et
al., 2008). A melatonina é encontrada no fluido dos foliculos ovarianos promovendo
assim uma acéo direta nas funces da gonada (RONNBERG et al., 1990). Tamura
et al. (2009) mostraram que os foliculos pré-ovulatérios contém alta quantidade de
melatonina, indiretamente ligada a processos de diferenciacdo celular como a
esteroidogénese (WOO et al., 2001). Estudos de Taketani et al., (2011)
evidenciaram a capacidade protetora da melatonina sobre as células da granulosa
dos foliculos contra o estresse oxidativo e contribuicdo para a luteinizacdo e
producédo de progesterona.

Em relacdo aos efeitos de doses exdgenas de melatonina sobre a funcgéo
reprodutiva, os experimentos de Woo et al. (2001) mostraram um aumento nos
receptores de LH e diminuicdo na quantidade de GnRH e de seu receptor especifico.
Chuffa et al. (2011b) mostraram que a administracdo de melatonina pode suprimir
parcialmente o eixo hipotalamo-hipofise-gbnadas e induzir uma regulacéo diferencial
de receptores de esteroides sexuais no ovario e utero durante a ovulagéo, reduzindo
os niveis de LH e estradiol e aumentando a progesterona ao passo que a expressao
da isoforma ER-a foi diminuida (CHUFFA et al., 2011b; 2013a). Administracdes de
longo prazo com melatonina alteraram a massa ovariana e a ciclicidade estral além

de protegerem os ovarios da peroxidacédo lipidica durante a ovulacdo (CHUFFA et
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al., 2011c). Protecdo sobre o gameta feminino e reducao da peroxidacao lipidica em
humanos também foram relatadas (TAKASAKI et al., 2003).

O tratamento com melatonina mostrou eficacia terapéutica na reducao do
crescimento tumoral, proliferacdo celular e inibicdo da angiogénese em mamas
(JARDIM-PERASSI et al., 2014) e reduziu a incidéncia de adenocarcinoma de ovario
em modelo de ratas consumidoras voluntarias de etanol (CHUFFA et al, 2013b). A
melatonina também desempenha um papel positivo sobre condicbes como
endometriose, sindrome de ovarios policisticos e faléncia ovariana prematura
(TAMURA et al., 2009). A acao protetora frente a agentes deletérios foi relatada em
ovarios de ratas tratadas com nicotina (MOHAMMADGHASEMI et al., 2012) e contra
os danos da radiacdo nos foliculos ovarianos (KIM; LEE, 2000). Todavia, nenhum
relato na literatura foi até o momento descrito quanto a associacdo do horménio
melatonina e esteroides anabdlicos androgénicos no ambito da reproducéo feminina.

Seria possivel um tratamento clinico com esteroides anabdlicos, excluindo
seus efeitos indesejaveis sobre a reproducdo? Quais seriam os resultados de um
tratamento terapéutico associando esteroides anabdlicos e melatonina? A
melatonina deveria ser administrada previamente ou conjuntamente ao esteroide

para obtencéo de um melhor resultado?

1 HIPOTESES

Tendo em vista os efeitos prejudiciais dos esteroides anabdlicos no trato
reprodutor feminino, a melatonina entra nesse cenario como um possivel farmaco
com potencial protetor nos ovarios frente a esses efeitos deletérios, visto que a
mesma apresenta regulacédo sobre a fisiologia ovariana. Sabe-se que o decanoato

de nandrolona € capaz de provocar danos no sistema reprodutor masculino atraves
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de estresse oxidativo (TAHTAMOUNI et al., 2010; MINAII et al., 2014), ao passo que
a melatonina atua como um potente antioxidante. Além disso, ambos decanoato de
nandrolona e melatonina tém influéncia sobre os receptores dos hormdnios

esteroides sexuais nos ovarios.

Com base nesses questionamentos, o presente estudo tem como hipotese
gue a melatonina possa recuperar a capacidade reprodutiva de fémeas suprimida
pela administracdo de decanoato de nandrolona, ja que este hormdnio possui acao

profilatica sobre o tecido ovariano e atua na regulacdo hormonal.

[l OBJETIVOS

O objetivo fundamental do estudo foi avaliar se o tratamento com melatonina
apresenta efeito protetor nos ovarios de ratas tratadas com o decanoato de
nandrolona, utilizando-se da avaliacao histopatologica dos ovarios, imunolocalizacao
dos receptores androgénicos (AR) e estrogénicos (ERa e ERp), ciclo estral,
quantificacdo de foliculos saudaveis e atrésicos e medicdo do niumero e area de

corpos luteos.
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RESUMO

Este estudo avaliou o efeito da melatonina nos ovarios de ratas androgenizadas. Os animais
receberam Oleo mineral (Controle), decanoato de nandrolona (7,5 mg/kg; 15 dias) e o
tratamento com melatonina (10 mg/kg; 7 dias) isoladamente, previamente ou
concomitantemente ao esteroide. Nas ratas androgenizadas, a melatonina recuperou o peso e 0
tecido ovariano, mas nao restabeleceu o ciclo estral e 0 peso uterino. O tratamento com
melatonina recuperou o nimero e area dos corpos luteos nos ovarios androgenizados e apenas
o0 tratamento prévio restabeleceu a quantidade de foliculos saudaveis e atrésicos. A melatonina
promoveu uma fraca expressdio do ERa e ERP nos foliculos ovarianos das ratas
androgenizadas e o tratamento prévio inibiu 0 aumento na expressdo do AR induzido pelo
esteroide nos foliculos atrésicos e corpos lateos. Em conclusdo, a melatonina apresentou
efeito benéfico nos ovarios androgenizados através da recuperacdo da foliculogénese e da

luteogénese, sendo o tratamento prévio mais eficaz.

Palavras chave: melatonina; ovdrios; decanoato de nandrolona; AR; ERa; ERp.
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1. INTRODUCAO

Os esteroides anabolicos androgénicos (EAA) sdo farmacos sintéticos baseados na
estrutura molecular da testosterona, prescritos clinicamente para a reposicdo hormonal pos-
menopausa e tratamento de diversas doencas tais como hipogonadismo, cancer de mama,
angioedema hereditario, endometriose e insuficiéncia respiratoria ou cardiaca [1-10]. Os
riscos a saude relacionados ao uso dos EAA decorrem mesmo quando em dosagens
terapéuticas [9, 11-13]. Em mulheres, os efeitos adversos incluem a masculinizacdo e
desordens no ciclo sexual [14, 15], as quais podem ocorrer mesmo em baixas dosagens [16,
17]. Em roedores, o tratamento com esteroides sintéticos suprimiu a capacidade reprodutiva

das fémeas devido as alteracdes histopatoldgicas ocorridas nos ovarios [18-21].

O decanoato de nandrolona (DN) é um dos EAA mais utilizados no mundo [1, 13, 22]
na qual sua acdo ocorre via receptores de androgenos (AR), que regulam 0s mecanismos
intracelulares responsaveis pelos efeitos anabdlicos e androgénicos [3, 23]. Quando
aromatizados, os EAA incluindo a nandrolona séo convertidos em estrogénios via enzima
citocromo P450 aromatase e exercem suas atividades através dos receptores de estrogeno ERa
e ERPB [12, 24]. Em ratas, o tratamento com DN promoveu aciclicidade estral, redugdo no
peso ovariano devido a condicdo atréfica, redugdo no numero de foliculos saudaveis e no
namero e area de corpos lateos e houve aumento na incidéncia de atresia folicular [20, 25-28].

Atualmente, vérios estudos tém concentrado sua atencdo no uso de drogas com a
capacidade de reduzir ou suprimir os efeitos colaterais promovidos por agentes toxicantes.
Nesse contexto, a melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina), neurohorménio secretado pela
glandula pineal durante a fase de escuro, tem se destacado devido as suas propriedades
antioxidantes e profilaticas em diferentes sistemas, com aplicacdo experimental terapéutica
em diversas condicbes [29, 30]. As acdes da melatonina podem ocorrer via receptores de

membrana (MT1 e MT2) ou nucleares, as quais influenciam os ritmos diarios e sazonais de
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processos fisioldgicos e comportamentais, ou atua como sequestradora de radicais livres [31-

33].

Em mamiferos, a melatonina pode regular a fungdo reprodutiva feminina através do
eixo hipotalamo-hipofise-gbnadas [31]. Além disso, a melatonina é encontrada no fluido dos
foliculos ovarianos e apresenta uma acao direta nas fungdes da génada [34], relacionada aos
processos de diferenciacdo celular e esteroidogénese [35, 36]. Estudo prévio mostrou que a
melatonina apresenta capacidade protetora contra o estresse oxidativo em células da granulosa
e contribui para a luteinizagéo e producéo de progesterona [37].

O tratamento com doses exdgenas de melatonina modula a funcdo reprodutiva, que
induz a uma regulacgdo diferencial de receptores de androgenos (AR), estrogenos (ERa e ERP)
e progesterona (PRA e PRB) nos ovérios e Utero, e protege o tecido ovariano contra a
peroxidacao lipidica durante a ovulacdo em modelos animais [35, 38, 39] e humanos [40]. A
eficacia terapéutica da melatonina foi comprovada na reducdo do crescimento tumoral,
proliferacdo celular e inibicdo da angiogénese em modelos de carcinoma de mama e ovario
[41, 42]. A melatonina também previne e regride determinadas condi¢cdes patoldgicas tais
como, a endometriose, sindrome de ovarios policisticos e faléncia ovariana prematura devido
a exposicdo a quimioterapia ou radioterapia [36, 43-46].

O efeito protetor da melatonina foi previamente relatado nos ovarios de ratas tratadas
com nicotina [30], no Utero e oviduto de camundongas expostas a nicotina [47] e nos foliculos
ovarianos submetidos a radiacdo [48]. Considerando-se que o0 DN compromete a capacidade
reprodutiva e promove efeitos colaterais no tecido ovariano, e que sdo ausentes os relatos
sobre o possivel efeito protetor da melatonina em ovérios androgenizados, o presente estudo
avaliou qualitativamente e quantitativamente o tecido da gdnada, a imunolocalizacdo dos
receptores de esteroides sexuais (AR, ERa ¢ ER[) no 6rgdo e o ciclo estral de ratas

androgenizadas experimentalmente com DN e submetidas ao tratamento com melatonina.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Animais

Quarenta ratas adultas (Rattus norvegicus albinus), da linhagem Wistar, com 12
semanas de idade e peso médio de 260 g, foram obtidas da Universidade Estadual Paulista
(UNESP - Botucatu, SP, Brasil) e mantidas no Biotério Central da Faculdade de Ciéncias e
Letras (UNESP - Assis, SP, Brasil). As fémeas foram alojadas em caixas de polipropileno
(45cm x 30cm x 15cm, 4 animais por caixa) forradas com aparas de pinheiro e mantidas em
condi¢des adequadas de temperatura (23 £ 1°C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12
horas, 200 lux). Agua e dieta comercial (Nuvilab®, Colombo, PR, Brasil) foram fornecidas ad
libitum. O protocolo experimental seguiu 0s principios éticos em pesquisa animal adotado
pela Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL/COBEA) e foi
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias e Letras

(NUmero de permissdo: 005/2014).

2.2. Farmacos
Foi utilizado o esteroide sintético decanoato de nandrolona (17p-hidroxi-19-nor-4-
androsteno-3-ona), comercializado pelo Laboratério Schering-Plough (Deca-Durabolin™,
Sao Paulo, Brasil). A droga é uma solucdo injetavel oleosa que contém 50 mg do esteroide

[49].

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) foi adquirida do Laboratério Sigma-
Aldrich (Saint Louis, MO, EUA), a qual se apresenta na forma de p6 de coloracéo branca. O
conteddo foi dissolvido em 0,1 mL de etanol 95% e diluido em 0,3 mL de NaCl a 0,9%

(veiculo), até a concentracdo final de 25 mg/mL [50].

2.3. Procedimento experimental
As ratas com ciclo estral regular foram pesadas e divididas aleatoriamente em cinco

grupos experimentais (n = 8/grupo; Figura 1): a) Controle (C), tratado com injecdo de 0,1 mL
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de 6leo mineral (veiculo) durante 15 dias consecutivos por via subcutanea (s.c.); b) grupo
tratado com DN na dose de 7,5 mg/kg de peso corporeo (p.c.), em dose Unica diéria diluida
em veiculo, subcutaneamente, durante 15 dias consecutivos; c¢) grupo tratado com injecéo s.c.
de 6leo mineral durante oito dias, seguida por injecéo intraperitoneal (i.p.) de melatonina
(MLT) na dose de 10 mg/kg p.c., durante os Ultimos sete dias do periodo experimental; d)
grupo tratado com DN, via s.c., durante quinze dias consecutivos, e co-administracdo de
MLT, via i.p., nos ultimos sete dias do tratamento esteroidal (DN/MLT); e) grupo tratado
previamente com MLT, via i.p., durante sete dias consecutivos, seguido pelo tratamento com
DN, via s.c., durante 15 dias consecutivos (MLT/DN). As injecGes de 6leo mineral e DN
foram administradas no mesmo intervalo de tempo (12h30min-13h00min), e o tratamento

com MLT foi realizado no inicio da fase de escuro entre 18h30min e 19h00min.

1 15 days
a) Mineral oil Euthanasia C
b) Nandrolone decanoate Euthanasia ND
8
c) Mineral oil Melatonin Euthanasia MLT
d) Nandrolone decanoate ND + MLT Euthanasia ND/MLT
7 22%day
e) MLT pre-treatment ND Euthanasia MLT/ND

Figura 1. Esquema cronoldgico dos tratamentos nos diferentes grupos experimentais. a) Controle (C), tratado
com 6leo mineral durante 15 dias; b) tratado com decanoato de nandrolona durante 15 dias (ND); c) tratado com
o6leo mineral por oito dias e com melatonina durante os Ultimos sete dias do tratamento experimental (MLT); d)
tratado com decanoato de nandrolona por 15 dias e com melatonina nos dltimos sete dias do tratamento
esteroidal (ND/MLT); e) tratado previamente com melatonina durante sete dias seguidos pelo tratamento
esteroidal de 15 dias (MLT/ND).
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2.4. Selecdo das dosagens
A dose suprafisioldgica de 7,5 mg DN/kg foi selecionada com base em estudos prévios
em animais [21, 51], a qual simula as condi¢bes geralmente empregadas por usuarios nao
terapéuticos de EAA (variando de 250 a 3200 mg/semana) [4, 52]. O protocolo experimental
adotado para a escolha da dose de 10 mg MLT/kg baseou-se nos estudos de Baykara et al.

[53] e Chabra et al. [54].

2.5. Avaliacdo do ciclo estral
O ciclo estral foi monitorado diariamente por exame citoldgico do material obtido por
meio da técnica de lavado vaginal [55]. O horario de coleta foi fixado as 12h00min. As
laminas contendo as células descamadas do epitélio vaginal foram analisadas sob um
microscopio de luz (Olympus CX31 RBSFA, Toquio, Japao) e as fases do ciclo estral foram

identificadas segundo o critério descrito por Goldman et al. [56].

2.6. Preparacdo do tecido para analise histopatologica e imuno-histoquimica

Apos o periodo experimental, as ratas foram pesadas e sacrificadas por saturacdo
anestésica em CO; seguida por decapitacdo. Os ovarios foram coletados e pesados, e 0s pesos
relativos foram obtidos (peso do 6rgao/peso corporal X 100, expresso como g/100 g de peso
corporal). Os ovarios foram fixados em formalina tamponada a 10% (0,2 M NaH2PO4,
Na2HPO4 0,2 M, 37% de formaldeido LABIMPEX Ltda., Diadema, SP, Brasil, pH 7,2) por
24 h. Em seguida, o tecido foi desidratado em solucGes de etanol e clarificado em xilol para
inclusdo em parafina (Paraplast Labware-Oxford, St. Louis, MO, EUA). Os blocos foram
cortados em seccdes de 4 um de espessura em um microtomo RM2125 LEICA (Alemanha).
De cada animal, foram obtidas quatro seccOes ovarianas coradas pela técnica de

Hematoxilina-Eosina (HE), as quais foram destinadas a analise histopatologica em
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microscopia de luz. Para a identificacdo dos tipos foliculares foi utilizada a classificacdo

proposta por Pedersen & Peters [57].

Para a analise imuno-histoquimica, seccGes ovarianas foram ao micro-ondas (700-
800W), imersas em tampdo citrato de sodio 0,01 M (pH 6,0) para a recuperacdo de antigeno.
Depois do blogqueio da atividade da peroxidase endogena, o tecido foi incubado com 3% de
albumina de soro bovino (BSA, 3%) durante 1 h para evitar a ligacdo ndo especifica. Na
sequéncia, as sec¢bes foram incubadas em uma camara Umida durante a noite a 4°C com o
anticorpo priméario do receptor de andrégeno (AR) (diluicdo 1: 100, NB300-551, Novus
Biologicals, Littleton, CO, EUA), anti-receptor de estrogénio alfa (ER-a) (diluicdo 1: 100,
NB110-56961, Novus Biologicals, Littleton, CO, EUA) e anti-receptor de estrogénio beta
(ER-B) (1 ug de diluicdo/ml, NB120-3577, Novus Biologicals, Littleton, CO, EUA).

Apds as reacOes, as laminas foram lavadas em solucdo salina tamponada com fosfato
(PBS, cloreto de sddio, cloreto de potassio, di-hidrogénio fosfato, e fosfato de hidrogénio
dissédico) e incubadas com o anticorpo secundario (Polimero Anti-Mouse 1gG ou anti-Rabbit
- DAKO® CYT) em temperatura ambiente durante 1 h. Em seguida, as laminas foram
colocadas para reagir com o cromdgeno diaminobenzidina (DAB; Sigma, St. Louis, MO,
EUA) durante 5 minutos e posteriormente as sec¢es foram contrastadas com hematoxilina.

Os controles negativos foram realizados omitindo o anticorpo primario.

Os resultados das imunomarcagdes foram analisados sob um microscépio Zeiss Axio
Scope-Al (Carl Zeiss, Jena, Alemanha), usando-se 0s seguintes critérios de intensidade de

coloragéo: ausente (-), fraca (+), moderada (++) e forte (+++).

A captura das imagens foi realizada em um microscopio de luz (Axio Scope Al
acoplado a uma video-camera AxioCam ICc3), as quais foram digitalizadas pelo software

Axio Vision, verséo 4.7.2 (Carl Zeiss, Jena, Alemanha).
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2.7. Analise morfométrica

Nas seccdes ovarianas coradas em HE (4 seccbes/rata/grupo), os foliculos saudaveis,
foliculos atrésicos e corpos lateos foram quantificados. Para a identificacdo e classificacdo
dos foliculos saudaveis, utilizou-se o critério descrito por Hirshfield [58], como segue: Classe
I (pequenos foliculos pré-antrais com diametro menor que 90 pm); Classe Il (grandes
foliculos pré-antrais com diametro entre 91-260 um); Classe Il (pequenos foliculos antrais
com diametro entre 261-350 um); Classe 1V (foliculos antrais de tamanho médio; 351-430
pum); Classe V (grandes foliculos antrais com diametro entre 431-490 um); Classe VI
(foliculos maduros ou Graafianos com diametro maior que 491 pum).

O critério para a identificacdo dos foliculos atrésicos baseou-se no grau de
degeneracdo dos foliculos antrais, de acordo com a classificacao descrita por Osman [59], que
considera: encolhimento da camada granulosa e alteracbes degenerativas (Estagio 1A);
degeneracdo da camada granulosa e presenca de fragmentos nucleares na periferia do antro
(Estégio IB); odcito degenerado circundado por um envelope de células do cumulus ou seus
remanescentes (Estagio 11A); e, od6cito no antro, com a camada granulosa geralmente
constituida por um delgado revestimento e presenca usual de macréfagos no antro (Estagio

11B).

Os corpos lateos foram quantificados e sua area foi obtida. As mensuracGes do
diametro dos foliculos saudaveis e da area dos corpos lGteos foram obtidas por meio do
microscopio Zeiss A1-Axio, acoplado a uma video-cadmera AxioCam ICc3. As imagens foram

digitalizadas através do software Axio Vision, versdo 4.7.2 (Carl Zeiss, Jena, Alemanha).

2.8. Analise estatistica
Os dados foram avaliados através da analise de variancia (ANOVA) complementada

pelo teste de Tukey quando apresentaram normalidade, e foram expressos como a média +
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desvio padrdo. Na auséncia de normalidade foi realizado o teste de variancia ndo paramétrico
de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Student-Newman-Keuls e os resultados foram
expressos como a mediana + desvio interquartilico. A significancia estatistica foi dada para
p<0,05. A analise estatistica foi realizada utilizando-se o software GraphPad Prism, versao

5.00 (GraphPad Software Inc., San Diego, Califérnia, EUA).

3. RESULTADOS

3.1. Ciclo estral e peso dos érgaos reprodutivos
Os grupos DN, DN/MLT e MLT/DN apresentaram um aumento significativo (p<0,05)
no numero de dias na fase de diestro do ciclo, em comparacdo ao grupo controle e grupo
tratado apenas com a melatonina (Figura 2a). Ndo houve diferenca significativa (p>0,05)
entre os grupos que receberam DN. O grupo MLT apresentou ciclicidade estral, com numero

de dias em diestro similar (p>0,05) ao grupo controle.

Devido a persisténcia da fase de diestro nas ratas dos grupos androgenizados, todas as
fémeas foram sacrificadas nesta mesma fase do ciclo, inclusive aquelas dos grupos controle e

tratado com melatonina.

O peso relativo dos ovarios foi significativamente reduzido apenas no grupo tratado
com DN (Figura 2b). Os grupos MLT, DN/MLT e MLT/DN néo diferiram (p>0,05) entre si e

do grupo controle.

Houve um aumento significativo (p<0,05) no peso uterino dos grupos DN, DN/MLT e
MLT/DN, em comparacdo aos grupos C e MLT (Figura 2c). O grupo tratado somente com

melatonina apresentou peso uterino similar (p>0,05) ao grupo controle.
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Figura 2. a) Namero de dias em diestro nas fémeas dos diferentes grupos experimentais. Valores expressos
como a mediana % desvio interquartilico; Kruskal-Wallis, teste de Student-Newman-Keuls. b) Peso relativo dos
ovarios das ratas dos diferentes grupos experimentais. Valores expressos como a média + desvio padrdo;
ANOVA, teste de Tukey. c) Peso relativo do Utero das ratas dos diferentes grupos experimentais. Valores
expressos como a mediana * desvio interquartilico; Kruskal-Wallis, teste de Student-Newman-Keuls. Simbolos
diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos (p<0,05). Grupos: C (Controle), MLT (tratado com
melatonina), DN (tratado com decanoato de nandrolona), DN/MLT (tratado com esteroide e melatonina) e

MLT/DN (tratado previamente com melatonina e posteriormente com o esteroide).



99
3.2. Andlise histoldgica ovariana

Os animais em diestro dos grupos controle (Figura 3A) e tratado com melatonina
(Figura 3B), apresentaram o mesmo padrdo morfologico ovariano, caracterizado por um
cortex com presenca de varios foliculos em diferentes estagios de maturacdo e corpos luteos
bem desenvolvidos. As células luteinicas apresentaram nucleo arredondado, nucléolo evidente
e citoplasma abundante e acidéfilo. A medula ovariana, constituida de tecido conjuntivo
predominantemente frouxo, apresentou rica vascularizacéo.

No grupo tratado com DN (Figuras 3C, D), houve alteracdes histopatoldgicas
ovarianas, caracterizadas pela intensa atresia folicular, escassez de corpos luteos e foliculos
em maturacdo, e presenca de cistos foliculares. Estes apresentam tamanho superior aos
foliculos pré-ovulatorios e sdo circundados por uma delgada camada de células achatadas que
repousam sobre uma capsula fibrosa. Os corpos luteos mostraram-se pouco desenvolvidos e
com aspecto fibroso na area central. Observou-se também que no grupo DN, houve atrofia

ovariana e presenca de vasos sanguineos dilatados e congestos na regidao medular.

No grupo DN/MLT (Figuras 3E, F), observou-se um aspecto histolégico ovariano
distinto daquele das fémeas tratadas somente com o esteroide, visto que os corpos luteos
mostraram aspecto bem desenvolvido e vascularizado, similarmente aos grupos controle e
tratado com melatonina. No entanto, a presenca de foliculos em diferentes estagios de
degeneracgédo foi marcante, assim como, ocasionalmente foram observados cistos foliculares.

Além disso, capilares sanguineos dilatados foram observados na medula e cortex.

Os ovarios do grupo MLT/DN (Figuras 3G, H) exibiram corpos lGteos bem
desenvolvidos, com rica vascularizacdo, e foliculos saudaveis em diversos estagios de
maturacdo. Morfologicamente o tecido gonadal apresentou aspecto semelhante ao grupo
controle, com auséncia de foliculos cisticos e vasodilatacdo medular nos ovarios das fémeas

do grupo MLT/DN.
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Figura 3. Fotomicrografias dos ovarios das ratas nos diferentes grupos experimentais: Controle (A); tratado com
melatonina (B); tratado com decanoato de nandrolona (C, D); tratado com o esteroide e melatonina (E, F); e
tratado previamente com melatonina e posteriormente com o esteroide (G, H). Em A e B, observar o aspecto
morfologico similar, com varios corpos lGteos (CL) e foliculos (F) em diversos estagios de maturagdo. Em C,
note a atrofia gonadal, a escassez de corpos luteos, a marcante atresia folicular (At), e a vasodilatagdo (v)
medular. Detalhe de um cisto folicular (FC) é mostrado em D. No grupo DN/MLT (E, F), sdo exibidos corpos
luteos (CL), foliculos atrésicos (At) e cistos foliculares (FC). No grupo MLT/DN (G, H), observe o aspecto
saudavel dos corpos luteos (CL) e a presenca de foliculos em maturacdo (F) e degeneracéo (At). Hematoxilina-
eosina. Barras = 600 um (A-C, E, G) e 100 um (D, F, H).
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3.3. Quantificacao de foliculos saudaveis, atrésicos e corpos Iuteos

A Figura 4a mostra a quantificacdo dos foliculos saudaveis nas diferentes classes de
maturacdo, em cada grupo experimental. No grupo DN, a frequéncia de foliculos das classes
I, 1l e IV foi reduzida (p<0,05) em comparagdo ao grupo controle e grupos MLT e
MLT/DN, e os foliculos em estagios mais avancados de maturacdo (classes V e VI) foram
ausentes. O grupo DN/MLT apresentou menor (p<0,05) nimero de foliculos das classes 1V, V
e VI, em comparacdo com os grupos controle, MLT e MLT/DN, enquanto que para as classes
Il e 1l o resultado foi similar (p>0,05). No entanto, o tratamento prévio com melatonina
(grupo MLT/DN) exibiu uma frequéncia folicular equivalente (p>0,05) ao grupo controle, em
todos os estagios de maturacdo. O grupo tratado somente com melatonina apresentou
resultado semelhante (p>0,05) ao grupo controle na quantificacdo de foliculos saudaveis nas
diferentes classes.

Na avaliacdo dos foliculos atrésicos (Figura 4b), verificou-se que entre os estagios de
degeneracéo considerados, houve diferenca significativa (p<0,05) apenas na quantificacdo dos
foliculos que apresentaram o grau mais avancado de atresia (estagio 11B). Neste caso, 0s
grupos DN e DN/MLT apresentaram significativamente maior nimero de foliculos atrésicos

no estagio 1B que os demais grupos experimentais.

O numero e a area dos corpos luteos foram significativamente reduzidos (p<0,05) no
grupo tratado apenas com DN, em comparacdo aos demais grupos experimentais (Tabela 1).
A introducdo da melatonina previamente ou concomitante ao tratamento esteroidal (grupos
DN/MLT e MLT/DN) resultou na restauracdo do numero e area dos corpos luteos

similarmente aos grupos C e MLT.
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Figura 4. a) Quantificacdo folicular ovariana nas diferentes classes de maturacdo, e nos diferentes grupos
experimentais. b) Quantificagdo de foliculos atrésicos nos diferentes estagios de degeneracdo, e nos diferentes
grupos experimentais. Valores expressos como a mediana = desvio interquartilico. Kruskal-Wallis, teste de
Student-Newman-Keuls (n=4 sec¢bes/ovario/fémea/grupo). Simbolos diferentes indicam diferenca significativa
entre os grupos (p<0,05). Grupos: C (Controle), MLT (tratado com melatonina), DN (tratado com decanoato de
nandrolona), DN/MLT (tratado com esteroide e melatonina) e MLT/DN (tratado previamente com melatonina e

posteriormente com o esteroide).
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Tabela 1. NGmero e area (mm?) dos corpos I(teos nos ovarios dos animais dos diferentes

grupos experimentais.

Grupos Experimentais

(n=8/grupo)

Parametros

NUmero de corpos lUteos

Area dos corpos liteos

C 49+11a 684,1 +22515a
MLT 53+20a 410,0+8115a
DN 19+12b 166,6 £ 500,9 b
DN/MLT 40+£23a 456,7 + 283,3 a
MLT/DN 58+23a 552,5+ 2256 a
Valores expressos como a média + desvio padrdo. ANOVA, teste de Tukey (n=4

seccOes/ovario/fémea/grupo). Na mesma linha, valores seguidos por letras diferentes indicam diferenga

significativa entre os grupos (p<0,05). Grupos: C (Controle), MLT (tratado com melatonina), DN (tratado

com decanoato de nandrolona), DN/MLT (tratado com esteroide e melatonina) e MLT/DN (tratado

previamente com melatonina e posteriormente com o esteroide).

3.4. Imunohistoquimica

A imunolocalizagdo dos receptores sexuais ovarianos AR, ERa ¢ ERJ ¢ apresentada

na Tabela 2 e Figuras 5, 6 e 7, respectivamente. A marcacdo do AR nos grupos Controle

(Figura 5A) e MLT/DN (Figura 5E) foi moderada nas células da camada granulosa, células

tecais e odcitos dos foliculos saudaveis em todos os estadgios de maturacdo (primarios, em

crescimento e antrais), além de foliculos atrésicos e nas células luteinicas. No grupo tratado

com melatonina (Figuras 5B, F), os foliculos em crescimento, antrais e atrésicos apresentaram

marcagdo de intensidade baixa nas células granulosas e tecais enquanto nos grupos DN

(Figuras 5C, G) e DN/MLT (Figuras 5D, H), a marcacdo foi forte nas células granulosas dos

foliculos atrésicos. Nos corpos lateos, as células luteinicas dos grupos que receberam

melatonina (MLT; Figura 51), DN/MLT (Figura 5J) e MLT/DN (Figura 5K), exibiram

marcacdo de alta intensidade. Em relacdo as demais estruturas, em todos 0s grupos
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experimentais o tecido intersticial, o epitélio germinativo e a tinica albuginea apresentaram
moderada, alta e fraca intensidade de marcacdo para o AR, respectivamente.

As células granulosas e odcitos de foliculos saudaveis e atrésicos, corpos lateos e
tecido intersticial apresentaram moderada marcagdo para ERa nos grupos Controle (Figuras
6A, F) e tratado com o DN (Figuras 6C, G). Nos grupos MLT (Figuras 6B, 1), DN/MLT
(Figuras 6D, J) e MLT/DN (Figuras 6E, K), houve fraca intensidade de coloracédo nas células
da camada granulosa dos foliculos saudaveis nos diferentes estagios de maturacao (primarios,
em crescimento e antrais) e nos foliculos atrésicos, porém a marcacdo moderada nos corpos
luteos foi mantida. Os cistos foliculares (Figuras 5C, H) encontrados nos grupos DN e
DN/MLT apresentaram moderada marcagdo nas células granulosas. O epitélio germinativo
exibiu marcacdo de alta intensidade em todos 0s grupos experimentais enquanto na tunica
albuginea houve auséncia de imunorreacdo para ERo.

Em relagdo a imunolocalizacdo do ERp, no grupo controle (Figura 7A, F) as células
granulosas, tecais e 0s oocitos dos foliculos saudaveis e atrésicos apresentaram moderada
marcacdo enquanto os corpos lateos tiveram forte marcacdo. No grupo tratado com
melatonina (Figura 7B, G), os foliculos saudaveis em diferentes estagios de maturacdo e os
foliculos atrésicos exibiram marcagdo de fraca intensidade para o ERP nas células granulosas,
assim como nos grupos DN/MLT (Figura 7D, H) e MLT/DN (Figura 7E, 1). O grupo DN
(Figura 7C) manteve a expressdo de moderada intensidade nas células granulosas dos
foliculos saudaveis e atrésicos. No entanto, as células luteinicas dos escassos corpos luteos
(Figura 7K) apresentaram imunorreacdo de fraca intensidade. Exceto a tdnica albuginea, a
qual foi ausente de marcagédo, o epitélio germinativo e os cistos foliculares apresentaram

marcacgdo de intensidade moderada para ER} em todos os grupos experimentais.



Tabela 2. Intensidade de marcagao dos receptores AR, ERa e ERp nas estruturas

ovarianas dos animais nos diferentes grupos experimentais.

Grupos Experimentais (n=8/grupo)

Estruturas ovarianas c MLT DN DN/MLT MLT/DN
AR

Epitélio germinativo +++ +++ +++ +++ T+
Tunica albuginea + + + + ¥
Foliculo primério ++ ++ ++ ++ ++
Foliculo em crescimento ++ + ++ ++ ++
Foliculo antral ++ + ++ ++ ++
Foliculo atrésico ++ + +++ +4++ ++
Corpo Luteo ++ +++ +++ +++ ++
O6cito ++ ++ ++ ++ ++
Tecido intersticial ++ ++ ++ ++ ++
Cisto folicular * * ++ ++ *
ERa

Epitélio germinativo +++ +++ +++ +++ +++
Tanica albuginea — — _ _ _
Foliculo primario ++ + ++ + +
Foliculo em crescimento ++ + ++ + +
Foliculo antral ++ + ++ + +
Foliculo atrésico ++ + ++ + +
Corpo Luteo ++ ++ ++ ++ ++
O6cito ++ ++ ++ ++ ++
Tecido intersticial ++ + ++ ++ ++
Cisto folicular * * ++ ++ *
ERp

Epitélio germinativo +++ +++ +++ +++ +++
Tanica albuginea — — _ _ _
Foliculo primario ++ + [+ ++ +
Foliculo em crescimento ++ + +H+ + +
Foliculo antral ++ + ++[+ + +
Foliculo atrésico ++ + ++ + +
Corpo Luteo +++ +++ ++ +4+ +4++
O6cito ++ + ++ ++ ++
Tecido intersticial ++ ++ ++ ++ ++
Cisto folicular * * ++ ++ *

Reacdes foram classificadas como forte (+++), moderada (++), fraca (+) e ausente (—).

++/+ Variacao na intensidade de imunomarcacao dentro do grupo. * Estrutura ausente nos ovarios.

105
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Figura 5. Localizacdo imunohistoquimica do receptor AR nos ovérios das ratas nos diferentes grupos
experimentais. A imunoreatividade para o AR no grupo Controle (A) foi de intensidade moderada nos foliculos
saudaveis (f) e corpos liteos (CL). No grupo MLT (B), os foliculos (f) e corpos lateos (CL) apresentaram fraca e
forte marcacdo, respectivamente. Em C, os foliculos atrésicos (At) e os corpos liteos (CL) do grupo DN
apresentaram forte marcacdo. No grupo DN/MLT (D), a marcacdo dos corpos liteos (CL) e dos foliculos
atrésicos (At) foi forte enquanto em MLT /DN (E), foi moderada nos foliculos (f) e corpos luteos (CL). Em F,
foliculo atrésico com fraca marcacéo no grupo MLT, enquanto nos grupos DN (G) e DN/MLT (H) os foliculos
atrésicos foram fortemente marcados. Em I, J e K, células luteinicas dos grupos MLT, DN e DN/MLT,

respectivamente com forte marcagdo para o AR. Barras = 200 um (A-E) e 50 pm (F-K).
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Figura 6. Localizagdo imunohistoquimica do receptor ERa nos ovérios das ratas nos diferentes grupos
experimentais. A marcacgdo para ERa no grupo Controle (A) foi moderada nos foliculos saudaveis (f) e corpos
lateos (CL). No grupo MLT (B), os corpos liteos (CL) mantiveram a marcagdo moderada enquanto nos foliculos
houve fraca marcacdo. Em C (grupo DN), observar a marcacdo moderada nos foliculos atrésicos (At), corpos
luteos (CL) e cistos foliculares (FC). Nos grupos DN/MLT (D) e MLT/DN (E), os foliculos (f) exibiram fraca
marcacdo e os corpos lateos (CL), moderada. Em F e G, é destacada a marcagdo moderada nos foliculos antrais
dos grupos Controle e DN, respectivamente, enquanto nos foliculos antrais dos grupos MLT (1), DN/MLT (J) e
MLT/DN (K), a marcacéo foi fraca. Em H, detalhe de cisto folicular no grupo DN com marcacéo moderada para
o ERa. Barras = 200 pm (A-E, H) e 50 um (F, G, I-K).
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Figura 7. Localizagdo imunohistoquimica do receptor ERJ nos ovarios das ratas nos diferentes grupos
experimentais. Em A, notar a marca¢do moderada nos foliculos saudaveis (f) e forte nos corpos liteos (CL) do
grupo Controle. No grupo MLT (B), os foliculos (f) exibiram fraca marcacdo enquanto os corpos liteos (CL)
permaneceram com forte marcagdo. Em C, observar a marcagdo moderada nos corpos liteos (CL), nos foliculos
atrésicos (At) e cistos foliculares (FC) do grupo DN. Nos grupos DN/MLT (D) e MLT/DN (E), os corpos ldteos
(CL) mantiveram a forte marcacédo, porém os foliculos (f) foram fracamente marcados. Em F, é mostrada a
marcacdo moderada no foliculo antral do grupo Controle, comparativamente com foliculos antrais dos grupos
MLT (G), DN/MLT (H) e MLT/DN (I), os quais exibem fraca marcacdo. Nas células luteinicas no grupo
Controle (J), houve forte marcac¢éo enguanto no grupo DN (K), a marcacdo foi moderada. Barras = 200 pm (A-
E) e 50 um (F-K).
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4, DISCUSSAO

Apesar da influéncia da melatonina no controle da fisiologia reprodutiva [60-62], os
resultados encontrados neste estudo confirmaram que na dose utilizada esse hormonio néo
acarreta alteracfes na ciclicidade estral das ratas, em concordancia com outros estudos [38,
63-65]. No entanto, o tratamento com 10 mg/kg de MLT durante 60 dias em ratos [39] e
300mg por quatro meses em mulheres [66] suprimiu a funcdo ovariana através da diminuicao

da secrecdo e da liberacéo de LH.

O prejuizo na ciclicidade estral promovido pelo DN observado neste estudo e
previamente com diferentes doses do esteroide (1,85; 3,75; 7,5 e 15 mg/kg) durante 15 dias
[25, 67], persistiu mesmo com a associacdo da melatonina. E documentado que os esteroides
exogenos sdo capazes de alterar o controle do eixo hipotalamo-hipofise-ovarios, fazendo com
gue o aumento nos niveis de andrégenos circulantes iniba a liberacdo de gonadotrofinas [26,
68] e, consequentemente ocorra uma diminuicdo na sintese de estrdgeno pelos ovarios,

ocasionando o diestro persistente nas ratas androgenizadas [51, 26-28].

Simao et al. [69] relataram que o tratamento com 7,5 mg de DN/kg induziu a uma
hipersecrecdo de LH e aumento nos niveis de testosterona e diidrotestosterona (DHT),
enquanto os niveis de FSH permaneceram inalterados. Além disso, os niveis de estrégeno
aumentaram como resultado da interferéncia do esteroide sintético na sintese de estradiol
mediada pela enzima CYP450 aromatase, a qual aumentou nos grupos androgenizados. Dessa
forma, os andrdgenos influenciam ndo somente a atividade da aromatase como também
servem de substrato para a sintese de estrogenos [75, 76]. Esse perfil hormonal encontrado no
estudo de Simdo et al. [69] esteve associado a aciclicidade das ratas, em concordancia com o
relato por Gervasio et al. [72], segundo o0s quais em ovarios excessivamente androgénicos, a

hipersecrecdo de LH acarreta na anovulacéo e infertilidade. Costa & Mendonca [73] também
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observaram aumento nos niveis de LH e FSH em pacientes transexuais tratadas com

esteroides androgénicos sintéticos.

Neste estudo, a reducdo no peso ovariano das ratas tratadas com o esteroide sintético
colabora com os relatos prévios [74-76], devido a atrofia do Orgdo e prejuizos a
foliculogénese e luteogénese [25]. A administracdo da melatonina recuperou o peso gonadal
nos grupos androgenizados, visto que houve desenvolvimento folicular e formacéo de corpos
lGteos nos ovarios das ratas. E documentado que a melatonina diminui os niveis de LH [39],
enguanto que o tratamento com 7,5 mg DN/kg pode aumentar os niveis dessa gonadotrofina
[69]. Em nosso estudo, o tratamento com a melatonina pode ter equilibrado o nivel de LH
desregulado pelo esteroide, atenuando os danos sobre o funcionamento ovariano. Além disso,
o efeito protetor da melatonina nos ovarios contra danos oxidativos [35, 39, 41, 77] e agentes
toxicos [30, 48] pode ser verificado também frente ao tratamento esteroidal, na dose e tempo

de tratamento utilizado em nosso estudo.

O aumento no peso uterino verificado em todos 0s grupos androgenizados, tratados ou
ndo com a melatonina, ocorreu provavelmente devido as alteragdes histopatolédgicas relatadas
previamente, tais como, a hipertrofia das camadas uterinas e a intensa secre¢do luminal [27,

67, 76, 78].

Neste estudo, o tecido ovariano foi severamente afetado pelo tratamento esteroidal,
confirmando os resultados de outras pesquisas [21, 25, 27, 75]. As deficiéncias na
foliculogénese foram evidenciadas pela intensa atresia folicular, auséncia de foliculos antrais
maduros e diminuicdo no nimero de foliculos saudaveis nos diferentes estagios de maturacéao
nas ratas tratadas somente com o esteroide. Houve presenca de estruturas cisticas nos grupos
DN e DN/MLT, provenientes da desregulacdo no balan¢o hormonal e falha na ovulagao [69,

79]. Entretanto, nas ratas tratadas com a melatonina e o esteroide, os foliculos saudaveis
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maduros foram identificados, embora no grupo DN/MLT, os foliculos mais desenvolvidos
foram menos frequentes que os observados nos grupos controle, MLT e MLT/DN. Da mesma
forma, a quantificacdo do estagio mais avancado de atresia foi mais expressiva no grupo
DN/MLT, enquanto que no grupo MLT/DN o numero de foliculos atrésicos nos diferentes
estagios foi similar ao controle e os cistos foliculares foram ausentes.

Embora o papel da melatonina no eixo hipotalamo-hipéfise-gbnadas ainda nao esteja
totalmente esclarecido, é relatado que a influéncia da melatonina é maior sobre o processo de
ovulacdo do que sobre o crescimento folicular [62]. Entdo, os danos na foliculogénese
causados pelo DN foram revertidos no grupo MLT/DN, mas ndo em DN/MLT, pois no grupo
DN houve intensa atresia folicular induzida pelo excesso de andrdgenos circulantes
(testosterona e DHT) [69]. Lima et al. [80] utilizaram ratas submetidas a luz constante para
obter um modelo préximo ao da Sindrome do Ovério Policistico (SOP), caracterizada pelo
grande numero de cistos foliculares e foliculos atrésicos e reduzida quantidade de foliculos
pré-ovulatdrios e corpos luteos. Apds o tratamento com melatonina, os autores identificaram
uma reducdo no nimero, area e didmetro das estruturas cisticas.

A literatura relata que o tratamento com esteroides sintéticos é capaz de desequilibrar
0 balanco entre as espécies reativas de oxigénio (ROS) e antioxidantes, resultando em um
quadro de estresse oxidativo e consequente dano tecidual em diferentes 6rgdos tais como,
figado, rins, testiculos e no sistema cardiovascular [81-85]. Essa acdo é decorrente da ligacdo
direta do esteroide sintético aos receptores AR, podendo causar danos as mitocondrias [86].
Minalii et al. [87] comprovaram que a melatonina atenua o quadro de estresse oxidativo e 0s
danos acometidos sobre os gametas masculinos de ratos tratados com DN e submetidos ao
nado forcado. Dessa forma, o resultado mais positivo obtido pelo tratamento prévio com a
melatonina pode ser explicado pelas propriedades antioxidantes desse hormonio e de seus

metabolitos nos odcitos e nas células granulosas dos foliculos ovarianos, ja descritas por
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outros autores [37, 39, 62], as quais no presente estudo tais propriedades evitaram a
degeneracdo provocada pelo esteroide nas estruturas foliculares e luteinicas.

O processo de luteogénese, severamente afetado pelo DN, assim como relatado em
outros estudos [21, 25, 27], ndo foi alterado nas fémeas que receberam a melatonina associada
ao tratamento esteroidal. O nimero e a area dos corpos lateos reduzidos no grupo DN, foram
recuperados nos grupos DN/MLT e MLT/DN. O declinio na secrecdo de progesterona
promovido pelo tratamento androgénico estd associado com a degeneracdo das estruturas
luteinicas [26, 69, 88]. Dessa forma, a acdo benéfica da melatonina sobre a luteogénese pode
ser explicada pela sua correlagdo positiva com a secrecdo de progesterona [62, 89, 90], sem
ocorréncia de associacdo com a sintese de estradiol ou de testosterona. Taketani et al. [37]
relataram que a melatonina contribuiu para o processo de luteinizacdo e sintese de
progesterona em células humanas. Estudos prévios [80, 61] mostraram um efeito benéfico da
melatonina sobre a luteogénese de ratas com ovarios caracteristicos de SOP. Além disso, a
melatonina também pode provocar upregulation sobre os receptores de progesterona [38, 61,
91].

Na imunolocalizagéo, o tratamento com a melatonina causou uma baixa expressao dos
receptores AR nos foliculos saudaveis e atrésicos, enquanto nos grupos DN e DN/MLT a
expressdo do AR foi alta nos foliculos atrésicos. O aumento na expressao do AR folicular em
ratas tratadas com esteroides sintéticos foi relatado por Chadha et al. [92] e Simao et al. [69],
0 qual esta vinculado aos efeitos prejudiciais sobre a foliculogénese através da acdo direta do
esteroide sobre os receptores androgénicos no tecido ovariano. Chuffa et al. [38] encontraram
uma diminuicdo na expressdo do AR nas tubas uterinas de ratas tratadas com a melatonina.
No grupo MLT/DN, a expressdo do AR foi semelhante ao controle, evidenciando-se a
capacidade da melatonina em diminuir a expressdo do AR aumentada nos grupos DN e

DN/MLT por meio de um efeito de upregulation provocado pelo DN. J& as células luteinicas
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dos corpos luteos dos grupos MLT, DN e DN/MLT mostraram expressdo aumentada de AR.
Dessa forma, tanto o decanoato de nandrolona quanto a melatonina influenciaram a expresséo
do AR no corpo lateo, embora a interacdo do tratamento prévio da melatonina com o DN néo
promoveu diferencas na imunomarcacao para o AR.

Os androgenos sintéticos exercem efeitos negativos diretos sobre a foliculogénese,
através do AR e indiretos a partir da conversdo a outros esteroides, agindo via ER [93, 94].
Embora o ERp seja predominante nos ovarios, ambos subtipos ERa e ERP tem papéis
importantes na fertilidade e funcdo ovariana [24]. Em nosso estudo, todos os grupos que
receberam a melatonina apresentaram uma baixa expressdo de ERa e ERP nos foliculos
saudaveis e atrésicos, enquanto no grupo tratado somente com o DN a expressdo dos dois
receptores nos foliculos foi semelhante ao controle, mostrando que a melatonina foi
responsavel pela diminuicdo na expressao dos receptores estrogénicos. A baixa regulacdo dos
receptores estrogénicos promovida pela melatonina foi relatada anteriormente em ovarios,
tubas uterinas e uUtero de ratas utilizando as doses de 0,8 mg/kg durante quinze dias [91] e
1mg/kg por 60 dias [38].

Jakimiuk et al. [95] e Zurvarra et al. [96] relataram a reducdo da expressao de ERp nas
células granulosas e tecais dos foliculos e nos cistos foliculares em modelos de SOP. Assim
como observado nos foliculos ovarianos dos animais deste estudo e no relato de Simé&o et al.
[69], o tratamento com 7,5 mg de DN/kg néo alterou a expressédo e a quantidade de receptores
ERo e ERB, mostrando que o aumento no nivel de estradiol ndo culminou no aumento dos
receptores estrogénicos. Embora a reducdo da expressdo de ERP nesse estudo ndo foi
encontrada nos foliculos, os corpos luteos das ratas tratadas somente com o DN apresentaram
uma diminuigdo na marcacdo de ERp; alteracdo que ndo foi encontrada nos animais dos
grupos DN/MLT e MLT/DN. Esse resultado sugere que a atuacdo da melatonina teve um

papel regulador sobre a acdo direta do esteroide na marcagdo do ERPB nos corpos luteos.
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Portanto, é possivel observar que tanto a melatonina como o DN interferiram de maneira
diferencial sobre a foliculogénese e a luteogénese. Estudos complementares sdo necessarios
para realizacdo de dosagem hormonal e quantificacdo dos receptores de melatonina, a fim de
elucidar os mecanismos complexos pelos quais a melatonina e 0 DN modulam a atividade
ovariana.

Em conclusdo, a melatonina apresentou um efeito benéfico sobre os ovarios das ratas
tratadas com o DN, através da recuperacdo da foliculogénese e da luteogénese. Os receptores
esteroides sexuais foram regulados diferentemente pela melatonina nos foliculos ovarianos e
corpos lateos. Enquanto nos foliculos saudaveis, a melatonina promoveu fraca expressdo do
ERa e ERP, nos foliculos atrésicos e corpos luteos, a mesma inibiu 0 aumento na expressao
do AR induzido pelo DN. O tratamento prévio com melatonina foi mais eficaz em relacdo ao

tratamento concomitante ao esteroide sintético.
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the section on Electronic artwork.
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Material and methods

Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods already
published should be indicated by a reference: only relevant modifications should be
described.

Theory/calculation

A Theory section should extend, not repeat, the background to the article already
dealt with in the Introduction and lay the foundation for further work. In contrast, a
Calculation section represents a practical development from a theoretical basis.

Results
Results should be clear and concise.

Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A
combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive
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Conclusions

The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section,
which may stand alone or form a subsection of a Discussion or Results and
Discussion section.

Essential title page information

« Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval
systems. Avoid abbreviations and formulae where possible.

» Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and
family name(s) of each author and check that all names are accurately spelled.
Present the authors' affiliation addresses (where the actual work was done) below the
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address of each affiliation, including the country name and, if available, the e-mail
address of each author.

« Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all
stages of refereeing and publication, also post-publication. Ensure that the e-mail
address is given and that contact details are kept up to date by the
corresponding author.

» Present/permanent address. If an author has moved since the work described
in the article was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent
address') may be indicated as a footnote to that author's name. The address at which
the author actually did the work must be retained as the main, affiliation address.
Superscript Arabic numerals are used for such footnotes.

Abstract

A concise and factual abstract is required. The abstract should state briefly the
purpose of the research, the principal results and major conclusions. An abstract is
often presented separately from the article, so it must be able to stand alone. For this
reason, References should be avoided, but if essential, then cite the author(s) and
year(s). Also, non-standard or uncommon abbreviations should be avoided, but if
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essential they must be defined at their first mention in the abstract itself. The
abstract should contain no more than 150 words.

Graphical abstract

Although a graphical abstract is optional, its use is encouraged as it draws more
attention to the online article. The graphical abstract should summarize the contents
of the article in a concise, pictorial form designed to capture the attention of a wide
readership. Graphical abstracts should be submitted as a separate file in the online
submission system. Image size: Please provide an image with a minimum of 531 x
1328 pixels (h x w) or proportionally more. The image should be readable at a size of
5 x 13 cm using a regular screen resolution of 96 dpi. Preferred file types: TIFF, EPS,
PDF or MS Office files. You can view Example Graphical Abstracts on our
information site.

Authors can make use of Elsevier's Illustration and Enhancement service to ensure
the best presentation of their images and in accordance with all technical
requirements: Illustration Service.

Highlights

Highlights are a short collection of bullet points that convey the core findings of the
article. Highlights are optional and should be submitted in a separate editable file in
the online submission system. Please use 'Highlights' in the file name and include 3
to 5 bullet points (maximum 85 characters, including spaces, per bullet point). You
can view example Highlights on our information site.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 8 keywords, using American
spelling and avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for
example, "and", "of"). Be sparing with abbreviations: only abbreviations firmly
established in the field may be eligible. These keywords will be used for indexing
purposes.

Abbreviations

Define abbreviations that are not standard in this field in a footnote to be placed on
the first page of the article. Such abbreviations that are unavoidable in the abstract
must be defined at their first mention there, as well as in the footnote. Ensure
consistency of abbreviations throughout the article.
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Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the
references and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the
title or otherwise. List here those individuals who provided help during the research
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Formatting of funding sources
List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's
requirements:
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It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants
and awards. When funding is from a block grant or other resources available to a
university, college, or other research institution, submit the name of the institute or
organization that provided the funding.

If no funding has been provided for the research, please include the following
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This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public,
commercial, or not-for-profit sectors.

Math formulae

Please submit math equations as editable text and not as images. Present simple
formulae in line with normal text where possible and use the solidus (/) instead of a
horizontal line for small fractional terms, e.g., X/Y. In principle, variables are to be
presented in italics. Powers of e are often more conveniently denoted by exp. Number
consecutively any equations that have to be displayed separately from the text (if
referred to explicitly in the text).

Footnotes

Footnotes should be used sparingly. Number them consecutively throughout the
article. Many word processors build footnotes into the text, and this feature may be
used. Should this not be the case, indicate the position of footnotes in the text and
present the footnotes themselves separately at the end of the article.

Artwork

Electronic artwork

General points

« Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

« Preferred fonts: Arial (or Helvetica), Times New Roman (or Times), Symbol,
Courier.

« Number the illustrations according to their sequence in the text.

« Use a logical naming convention for your artwork files.

« Indicate per figure if it is a single, 1.5 or 2-column fitting image.

 For Word submissions only, you may still provide figures and their captions, and
tables within a single file at the revision stage.

« Please note that individual figure files larger than 10 MB must be provided in
separate source files.

A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed
information are given here.

Formats

Regardless of the application used, when your electronic artwork is finalized, please
'save as' or convert the images to one of the following formats (note the resolution
requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given
below):

EPS (or PDF): Vector drawings. Embed the font or save the text as 'graphics'.
TIFF (or JPG): Color or grayscale photographs (halftones): always use a minimum of
300 dpi.

TIFF (or JPG): Bitmapped line drawings: use a minimum of 1000 dpi.
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TIFF (or JPG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale): a
minimum of 500 dpi is required.

Please do not:

« Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPG); the
resolution is too low.

« Supply files that are too low in resolution.

 Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Color artwork

Please make sure that artwork files are in an acceptable format (TIFF (or JPEG), EPS
(or PDF), or MS Office files) and with the correct resolution. If, together with your
accepted article, you submit usable color figures then Elsevier will ensure, at no
additional charge, that these figures will appear in color online (e.g., ScienceDirect
and other sites) regardless of whether or not these illustrations are reproduced in
color in the printed version. For color reproduction in print, you will receive
information regarding the costs from Elsevier after receipt of your
accepted article. Please indicate your preference for color: in print or online

only. Further information on the preparation of electronic artwork.

Figure captions

Ensure that each illustration has a caption. A caption should comprise a brief title
(not on the figure itself) and a description of the illustration. Keep text in the
illustrations themselves to a minimum but explain all symbols and abbreviations
used.

Tables

Please submit tables as editable text and not as images. Tables can be placed either
next to the relevant text in the article, or on separate page(s) at the end. Number
tables consecutively in accordance with their appearance in the text and place any
table notes below the table body. Be sparing in the use of tables and ensure that the
data presented in them do not duplicate results described elsewhere in the article.
Please avoid using vertical rules and shading in table cells.
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Citation in text

Please ensure that every reference cited in the text is also present in the reference list
(and vice versa). Any references cited in the abstract must be given in full.
Unpublished results and personal communications are not recommended in the
reference list, but may be mentioned in the text. If these references are included in
the reference list they should follow the standard reference style of the journal and
should include a substitution of the publication date with either 'Unpublished results'
or 'Personal communication'. Citation of a reference as "in press' implies that the item
has been accepted for publication.

Reference links

Increased discoverability of research and high quality peer review are ensured by
online links to the sources cited. In order to allow us to create links to abstracting and
indexing services, such as Scopus, CrossRef and PubMed, please ensure that data
provided in the references are correct. Please note that incorrect surnames,


http://www.elsevier.com/artworkinstructions

131

journal/book titles, publication year and pagination may prevent link creation. When
copying references, please be careful as they may already contain errors. Use of the
DOI is encouraged.

A DOI can be used to cite and link to electronic articles where an article is in-press
and full citation details are not yet known, but the article is available online. A DOI is
guaranteed never to change, so you can use it as a permanent link to any electronic
article. An example of a citation using DOI for an article not yet in an issue is:
VanDecar J.C., Russo R.M., James D.E., Ambeh W.B., Franke M. (2003). Aseismic
continuation of the Lesser Antilles slab beneath northeastern Venezuela. Journal of
Geophysical Research, https://doi.org/10.1029/2001JB000884. Please note the
format of such citations should be in the same style as all other references in the

paper.

Web references

As a minimum, the full URL should be given and the date when the reference was last
accessed. Any further information, if known (DOI, author names, dates, reference to
a source publication, etc.), should also be given. Web references can be listed
separately (e.g., after the reference list) under a different heading if desired, or can be
included in the reference list.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your
manuscript by citing them in your text and including a data reference in your
Reference List. Data references should include the following elements: author
name(s), dataset title, data repository, version (where available), year, and global
persistent identifier. Add [dataset] immediately before the reference so we can
properly identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not appear in your
published article.

References in a special issue
Please ensure that the words 'this issue' are added to any references in the list (and
any citations in the text) to other articles in the same Special Issue.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most
popular reference management software products. These include all products that
support Citation Style Language styles, such as Mendeley and Zotero, as well

as EndNote. Using the word processor plug-ins from these products, authors only
need to select the appropriate journal template when preparing their article, after

which citations and bibliographies will be automatically formatted in the journal's
style. If no template is yet available for this journal, please follow the format of the
sample references and citations as shown in this Guide.

Users of Mendeley Desktop can easily install the reference style for this journal by
clicking the following link:
http://open.mendeley.com/use-citation-style/reproductive-toxicology

When preparing your manuscript, you will then be able to select this style using the
Mendeley plug-ins for Microsoft Word or LibreOffice.
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Reference formatting

There are no strict requirements on reference formatting at submission. References
can be in any style or format as long as the style is consistent. Where applicable,
author(s) name(s), journal title/book title, chapter title/article title, year of
publication, volume number/book chapter and the pagination must be present. Use
of DOI is highly encouraged. The reference style used by the journal will be applied to
the accepted article by Elsevier at the proof stage. Note that missing data will be
highlighted at proof stage for the author to correct. If you do wish to format the
references yourself they should be arranged according to the following examples:

Reference style

Text: Indicate references by number(s) in square brackets in line with the text. The
actual authors can be referred to, but the reference number(s) must always be given.
Example: '..... as demonstrated [3,6]. Barnaby and Jones [8] obtained a different
result ....'

List: Number the references (numbers in square brackets) in the list in the order in
which they appear in the text.

Examples:

Reference to a journal publication:

[1] J. van der Geer, J.A.J. Hanraads, R.A. Lupton, The art of writing a scientific
article, J. Sci. Commun. 163 (2010) 51—59.

Reference to a book:

[2] W. Strunk Jr., E.B. White, The Elements of Style, fourth ed., Longman, New York,
2000.

Reference to a chapter in an edited book:

[3] G.R. Mettam, L..B. Adams, How to prepare an electronic version of your article, in:
B.S. Jones, R.Z. Smith (Eds.), Introduction to the Electronic Age, E-Publishing Inc.,
New York, 2009, pp. 281—304.

Reference to a website:

[4] Cancer Research UK, Cancer statistics reports for the UK.
http://www.cancerresearchuk.org/aboutcancer/statistics/cancerstatsreport/, 2003
(accessed 13.03.03).

Reference to a dataset:

[dataset] [5] M. Oguro, S. Imahiro, S. Saito, T. Nakashizuka, Mortality data for
Japanese oak wilt disease and surrounding forest compositions, Mendeley Data, v1,
2015. https://doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1.

Journal abbreviations source
Journal names should be abbreviated according to the List of Title Word
Abbreviations.

Video

Elsevier accepts video material and animation sequences to support and enhance
your scientific research. Authors who have video or animation files that they wish to
submit with their article are strongly encouraged to include links to these within the
body of the article. This can be done in the same way as a figure or table by referring
to the video or animation content and noting in the body text where it should be
placed. All submitted files should be properly labeled so that they directly relate to
the video file's content. In order to ensure that your video or animation material is
directly usable, please provide the files in one of our recommended file formats with a
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preferred maximum size of 150 MB. Video and animation files supplied will be
published online in the electronic version of your article in Elsevier Web products,
including ScienceDirect. Please supply 'stills' with your files: you can choose any
frame from the video or animation or make a separate image. These will be used
instead of standard icons and will personalize the link to your video data. For more
detailed instructions please visit our video instruction pages. Note: since video and
animation cannot be embedded in the print version of the journal, please provide text
for both the electronic and the print version for the portions of the article that refer to
this content.

Supplementary material

Supplementary material such as applications, images and sound clips, can be
published with your article to enhance it. Submitted supplementary items are
published exactly as they are received (Excel or PowerPoint files will appear as such
online). Please submit your material together with the article and supply a concise,
descriptive caption for each supplementary file. If you wish to make changes to
supplementary material during any stage of the process, please make sure to provide
an updated file. Do not annotate any corrections on a previous version. Please switch
off the "Track Changes' option in Microsoft Office files as these will appear in the
published version.

RESEARCH DATA

This journal encourages and enables you to share data that supports your research
publication where appropriate, and enables you to interlink the data with your
published articles. Research data refers to the results of observations or
experimentation that validate research findings. To facilitate reproducibility and data
reuse, this journal also encourages you to share your software, code, models,
algorithms, protocols, methods and other useful materials related to the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make
a statement about the availability of your data when submitting your manuscript. If
you are sharing data in one of these ways, you are encouraged to cite the data in your
manuscript and reference list. Please refer to the "References" section for more
information about data citation. For more information on depositing, sharing and
using research data and other relevant research materials, visit the research

data page.

Data linking

If you have made your research data available in a data repository, you can link your
article directly to the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to
link articles on ScienceDirect with relevant repositories, giving readers access to
underlying data that give them a better understanding of the research described.

There are different ways to link your datasets to your article. When available, you can
directly link your dataset to your article by providing the relevant information in the
submission system. For more information, visit the database linking page.

For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to
your published article on ScienceDirect.
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In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the
text of your manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR:
AT1Go01020; CCDC: 734053; PDB: 1XFN).

Mendeley data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data
(including raw and processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and
methods) associated with your manuscript in a free-to-use, open access repository.
During the submission process, after uploading your manuscript, you will have the
opportunity to upload your relevant datasets directly to Mendeley Data. The datasets
will be listed and directly accessible to readers next to your published article online.

For more information, visit the Mendeley Data for journals page.

Data in Brief

You have the option of converting any or all parts of your supplementary or
additional raw data into one or multiple data articles, a new kind of article that
houses and describes your data. Data articles ensure that your data is actively
reviewed, curated, formatted, indexed, given a DOI and publicly available to all upon
publication. You are encouraged to submit your article for Data in Brief as an
additional item directly alongside the revised version of your manuscript. If your
research article is accepted, your data article will automatically be transferred over

to Data in Brief where it will be editorially reviewed and published in the open access
data journal, Data in Brief. Please note an open access fee is payable for publication
in Data in Brief. Full details can be found on the Data in Brief website. Please use this
template to write your Data in Brief.

Transparency

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your
submission. If your data is unavailable to access or unsuitable to post, this gives you
the opportunity to indicate why. If you submit this form with your manuscript as a
supplementary file, the statement will appear next to your published article on
ScienceDirect.

AudioSlides

The journal encourages authors to create an AudioSlides presentation with their
published article. AudioSlides are brief, webinar-style presentations that are shown
next to the online article on ScienceDirect. This gives authors the opportunity to
summarize their research in their own words and to help readers understand what
the paper is about. More information and examples are available. Authors of this
journal will automatically receive an invitation e-mail to create an AudioSlides
presentation after acceptance of their paper.

Interactive plots

This journal enables you to show an Interactive Plot with your article by simply
submitting a data file. Full instructions.



http://www.elsevier.com/books-and-journals/enrichments/mendeley-data-for-journals
http://www.journals.elsevier.com/data-in-brief
http://www.elsevier.com/dib-template
http://www.elsevier.com/dib-template
http://elsevier-apps.sciverse.com/GadgetDPWeb/DataProfile
http://www.elsevier.com/audioslides
http://www.elsevier.com/interactiveplots

