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RESUMO

Danazol, um andrégeno sintético, desenvolvido em 1970 para o tratamento da
endometriose, tem aplicacdo controvérsia no pré-tratamento de mulheres com
infertilidade sem causa aparente, abortos recorrentes e que seriam submetidas a
fertilizacdo com transferéncia de embrido. O conhecimento sobre a atuacdo deste
medicamento sobre a incidéncia de células uNK, morfologia uterina e funcbes
cognitivas apés sua administracdo ainda sdo muito fragmentados e ndo conclusivos.
Os objetivos deste trabalho foram avaliar os efeitos das diferentes concentracdes do
danazol no comportamento de camundongos prenhes, bem como, as possiveis
alteracdes na implantacado, viabilidade, perda embrionara, morfologia do Utero e
incidéncia dos subtipos de células uNK reativos para lectina DBA. Foram utilizadas
noventa e trés fémeas da linhagem Swiss, obtidas do Biotério da Universidade
Federal de Alfenas, tratadas durante 14 dias por meio de gavagem com agua
destilada + tween 1% (grupo controle) e com agua destilada + tween 1% + danazol
nas concentragcdes de 0,75; 7,5; ou 75 mg/kg. O tratamento nos animais foi
suspenso por 4 dias e apds este prazo as fémeas foram acasaladas com os
machos. O dia em que foi constatada a presenca do tampao vaginal foi considerado
o 1° dia de gestacdo. Os testes comportamentais foram realizados e os animais
foram sacrificados no 6°, 8°, 10°, 12° e 15° dia de gestacdo (ddg). Os resultados
obtidos mostraram que danazol na dosagem de 0,75 mg/Kg apresentou efeito
ansiogénico em camundongos e diminuiu a retencdo de memaria de curto prazo no
10° ddg. Na concentracdo de 7,5 mg/Kg provocou aumento da retencdo de memoria
a curto prazo e estado equivalente ao depressivo. A diminuicdo do tempo de
exploracéo global, & medida que a concentragdo do horménio foi aumentada sugere
efeito dose dependente de danazol no estabelecimento de estado de sonoléncia e
apatia em camundongos no 10° ddg. Danazol provocou atraso no periodo para
sucesso da copula, no entanto, aumentou a taxa de prenhez sem reduzir o nimero
de corpus lateos em todas as dosagens utilizadas. Nos camundongos tratados com
a dosagem 7,5 mg/Kg de danazol foram observadas, a partir do 10° ddg, muitas
células grandes e de morfologia equivalente as células trofoblasticas gigantes ao
redor dos vasos que nutrem a decidua e o embrido, 0 que sugere que esta droga

aumenta a invasividade do trofoblasto a partir do periodo médio da prenhez.



Danazol na concentragdo de 7,5 mg/Kg provocou aumento no numero de células
uNK, enquanto dosagens menores (0,75 mg/Kg) e maiores (75 mg/Kg) causaram
diminuicdo neste numero, demonstrando o efeito dose dependente de danazol no
namero de células uNK. A andlise dos diferentes subtipos de uNK no Utero mostrou
que danazol aumenta a migracdo destas células, podendo prejudicar a proliferacéo
celular em doses elevadas e acelerar a diferenciacdo celular em areas préoximas ao
embrido. As maiores alteracdes relacionadas a ansiedade e memoéria observadas no
10° ddg, associadas as alteragcbes morfologicas nos sitios de implantagcéo
embrionaria e aumento na proliferacdo de células natural killer uterinas também
neste periodo, demonstram a integracdo entre sistemas nervoso, endécrino e
imunologico durante a prenhez e a acdo dose-dependente de danazol modulando as

respostas destes sistemas.

Palavras-chave: Danazol, reproducdo, células natural killer uterinas, testes

comportamentais



ABSTRACT

Danazol, a synthetic androgen, developed in 1970 for the treatment of endometriosis,
has a controversial application on the pre-treatment of women with unexplained
infertility, recurrent miscarriage, and the ones that would undergo fertilization with
embryo transfer. The knowledge about the way this compound works after its
administration on the incidence of uNK cells, uterine morphology and cognitive
functions is still incomplete and inconclusive. Our objectives were to evaluate the
effects of different concentrations of danazol on the behavior of pregnant mice, as
well as possible changes in implantation, viability, embryonic loss, morphology of the
uterus and the incidence of DBA lectin-reactive uNK cell subtype. Ninety-three Swiss
female mice from Universidade Federal de Alfenas vivarium were treated for 14 days
by gavage with either distilled water + 1% Tween (control) or distilled water + 1%
Tween + 0.75, 7.5 or 75 mg/kg of danazol. Females were mated with males after
suspension of treatment during four days. Day 1 of gestation was established as the
day when the presence of vaginal plug was detected. Behavioral tests were
performed and the animals were sacrificed at 6th, 8th, 10th, 12th and 15th gestation
days (gd). The data showed that 0.75 mg/kg of danazol caused an anxiogenic effect
on mice and decreased the retention of short-term memory in the 10th gd. 7.5 mg/kg
of this drug increased the retention of short-term memory and developed a
depression-like state on the animals. The fact that gradual increase on hormone
concentration caused gradual decrease on the global exploration time suggests a
dose-dependent effect of danazol on establishing a state of somnolence and apathy
in mice in the 10th ddg. Danazol caused a delay on time of successful mating,
however, it increased the rate of pregnancy without reducing the number of corpus
luteum in all dosages used. In mice treated with 7.5 mg/kg of danazol, many large
cells with a trophoblast-like morphology were observed around vessels that nourish
the decidua and the embryo starting at 10th gd, what suggests that this drug
increases the invasiveness of the trophoblast starting in the middle period of
pregnancy. 7.5 mg/kg of danazol increased the number of uNK cells, whereas the
lowest (0.75 mg/ kg) and the highest (75 mg / kg) doses caused a decrease in this
number, demonstrating a dose dependent effect of danazol on the number of uNK
cells. The analysis of different subtypes of uNK cells in the uterus showed that



danazol increases the migration of these cells and can also impair cell proliferation
on higher doses. It also suggests that danazol can stimulate cell differentiation in
areas close to the embryo. The major changes related to anxiety and memory
observed in the 10th gd, associated with morphological changes in the sites of
embryo implantation and increase in proliferation of uterine natural killer cells in this
period, demonstrate the integration between the nervous, endocrine and immune
systems during pregnancy and the dose-dependent action of danazol in the

modulation of these systems.

Key words: Danazol, reproduction, uterine natural killer cells, behavioral tests
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1 INTRODUCAO

A gestacdo, do ponto de vista imunolégico, somente € possivel porque
uma intrincada rede imunorregulatéria € disparada com o objetivo Unico de
desenvolver um estado de tolerancia materno-fetal e permitir a implantacdo e
manutencao do concepto até que haja condi¢cdes de sobrevivéncia fora da cavidade
uterina.

Entre os fatores envolvidos nessa complexa rede imunorregulatoria para a
tolerancia e regulacdo do desenvolvimento fetal e formacéo da placenta, destacam-
se: a influéncia hormonal sobre o sistema imune materno, o reconhecimento das
moléculas do complexo principal de histocompatibilidade paterno (expressas pelo
embrido), as citocinas liberadas no meio uterino, o controle da citoxicidade direta das
células natural killer uterinas (UNK) e atividade das células T regulatérias.

As UuNK sdo assim chamadas, pois apresentam caracteristicas
semelhantes as células natural Killer periféricas, no entanto, sdo especificas do
ambiente uterino, pois exibem caracteristicas peculiares como auséncia de
citotoxicidade e secrecdo de interferon-gama (INF-y), além de outros fatores que
auxiliam na manutencdo da homeostase uterina durante a gestacao.

Em camundongos, as células uNK proliferam-se a partir do quinto dia de
gestacdo e se diferenciam em células grandes e com muitos granulos
citoplasmaticos, semelhantes as NK ativadas de outros 6rgéos. Estas células se
distribuem no endométrio da regido mesometrial desde regides mais distantes, com
uNK mais imaturas, até regibes mais proximas ao embrido, ricas em uNK
diferenciadas e senescentes. Neste ambiente, podem ser encontrados quatro
subtipos de uNK reativos para lectina Dolichos Biflorus agglutinin (DBA), Unico
marcador seletivo para as uNK de camundongos, que caracteriza as formas de
diferenciacao destas células.

A eficiéncia na marcacgao das células uNK, com especificidade comparavel
a de um anticorpo, se deve a expressdo de N-acetil-D-galactosamina apenas nas
NK do utero durante a gestacdo de camundongos, ndo reagindo com células NK de
outros 6rgaos ou outras espeécies.

Entretanto, o exato papel das células natural killer uterinas durante os

varios estagios da gestacdo ainda ndo esta totalmente elucidado. Outro ponto
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importante em debate, refere-se as influéncias da alteracdo no nimero e maturacao
das células uNK na infertilidade em modelos experimentais e humanos.

De todas as gestacoes detectadas clinicamente em humanos,
aproximadamente 10% a 15% culminam em aborto durante o primeiro trimestre.
Embora em grande parte sejam esporadicos, cerca de 2 a 5% tratam-se de abortos
recorrentes. As causas de abortos recorrentes sdo classificadas como sendo
genéticas, endocrinologicas, anatdmicas, imunoldgicas, microbiolégicas ou
ambientais. Aproximadamente 50% dos casos dos abortos recorrentes tém causa
desconhecida, mas tem sido postulado que uma proporcdo de 80% dessas perdas
recorrentes seja devido a fatores imunes.

Danazol, um andrégeno sintético, foi desenvolvido em 1970 para o
tratamento da endometriose. E também indicado para tratamento de doenca
fibrocistica de mama e como profilaxia no angioedema hereditario. Sua aplicacdo no
pré-tratamento em mulheres com infertilidade sem causa aparente, abortos
recorrentes e que seriam submetidas a fertilizacdo in vitro com transferéncia de
embrido, tem sido discutida na literatura. No Brasil, ainda é escassa a utilizacdo de
danazol, até em casos de tratamento da endometriose.

Em pacientes com repetidas falhas nos procedimentos de fertilizacdo com
transferéncia de embrido, observa-se um aumento na citotoxicidade natural das
células natural killer uterinas, o que também pode ser observado em mulheres com
aborto recorrente.

Um grande desafio envolvendo a fisiologia da reproducédo € esclarecer os
processos de interacdo entre o embrido e o endométrio durante o inicio da
implantagdo e placentacdo e como o ambiente uterino participa destes eventos
controlados pelo sistema enddcrino durante a gestacao.

Atuando no eixo hipotdlamo-hipofise-gonadas, danazol impede a liberacéo
de gonadotrofinas e liga-se, em uma relacdo dose-dependente, aos receptores de
estrogeno e progesterona nos 6rgaos alvo.

Em mulheres com infertilidade inexplicada, o uso de danazol, modulando
este microambiente uterino, alteraria o recrutamento e maturacdo das células uNK,
tornando-se uma alternativa para os tratamentos em reproducdo. Apesar de todo
conhecimento a respeito de danazol, suas aplicacdes e efeitos colaterais, o

conhecimento sobre a atuacdo deste medicamento na incidéncia de células uNK,
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morfologia uterina e fungdes cognitivas apds sua administracdo ainda é muito
fragmentado e ndo conclusivo.

Em funcdo da conhecida integracdo dos sistemas nervoso, endocrino e
imunolégico, foi proposto o estudo do efeito do tratamento prévio com danazol na
implantacdo, viabilidade, perda embrionaria, morfologia uterina e incidéncia dos
subtipos de uNK DBA reativas, concomitantemente a analise comportamental nos
parametros relacionados a depresséo, ansiedade e memdria, com o objetivo de

analisar nossos resultados sob a visdo da neuroimunoendocrinologia.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Células Natural Killer Uterinas

As células natural killer (NK), linfocitos derivados da medula éssea, sao
um importante componente com atividade citotéxica na resposta imunologica ndo
mediada através da pré-sensibilizacdo por antigenos, atuando na via da resposta
imune inata (TRINCHINERI, 1989). Estas células presentes no sangue, em 6rgaos
linféides e n&o linféides originam-se da célula progenitora CD 34" IL-2RB-chain®
(KALKUNTE et al., 2008). As células natural killer periféricas (pNK) compreendem
aproximadamente 5 a 15% dos linfécitos do sangue periférico (COLUCCI;
CALIGIURI; DISANTO, 2003). Kirwan e Burshtyn (2006) descrevem as NK como
importantes componentes da resisténcia inata contra virus, bactérias, certos
parasitas e tumores, usando granulos citoplasmaticos citoliticos e producdo de
citocinas inflamatérias para mediar suas funcdes efetoras. Segundo Smyth et al.
(2005), evidéncias atuais mostraram que suas fun¢Bes vdo muito além da sua
conhecida capacidade citotoxica. As células produzem citocinas que interagem
diretamente com outras células do sistema imune, tais como as células dendriticas,
participando da regulacdo do sistema imune adaptativo.

As células NK foram originalmente descritas como uma populacao
homogénea de linfécitos (KIESSLING; KLEIN; WIGZELL, 1975). Posteriormente foi
caracterizado que as células NK do sangue periférico de humanos poderiam ser
divididas em dois subtipos baseados na expressdo de CD56 e CD16 (LANIER et al.,
1986). O subtipo predominante no sangue periférico, correspondendo a
aproximadamente 90%, sdo as células CD56%™ CD16", sendo conhecidas pela sua
alta citotoxicidade e baixa secrecdo de INF-y. Ja as células CD56”"CD16,
perfazem os outros 10% da populacdo de células NK e sao produtoras de muitas
citocinas incluindo INF-y, TNF, IL-10, IL-13 e GM-CSF sob o estimulo de citocinas
pro-inflamatérias, porém, podem adquirir citotoxicidade apos ativagdo prolongada
(COOPER; FEHNIGER; CALIGIURI, 2001; KALKUNTE et al., 2008). Considerando-
6dim

se o trato reprodutivo feminino, as células CD56"" CD16%™ sdo0 encontradas nas
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regides do endomeétrio, cervix e tuba uterina. No ectocervix e vagina, as células NK
expressam CD56%™ CD16""9" (MSELLE et al., 2007).

No utero gestante dos animais com placentacao do tipo hemocorial, ocorre
uma migracao e acumulo transitério de células natural killer (NK), cuja atuacdo na
gestacdo nao esta totalmente elucidada. Estas células NK do ambiente uterino
(uNK) apresentam comportamento distinto daquelas encontradas no sangue
circulante (cNK), constituindo uma sub-populacdo das células NK com expressao
génica especifica ditada pelo ambiente uterino gestante (FERRAZ, 2006).

Bulmer e Lash (2005) relataram a presenca de células NK no utero de
mulheres ndo gestantes e gestantes. Segundo estes autores, o numero de células
uNK variava em relagcdo ao ciclo menstrual, com poucas células na fase proliferativa,
aumento durante a fase secretéria, retornando aos niveis basais durante a
menstruacao. Kitaya et al. (2007) observaram que com o0 sucesso da implantacéo, a
populacdo de células NK aumenta muito no primeiro trimestre da gestacéao,
diminuindo ao final do segundo trimestre.

Em humanos, o aparecimento ciclico das células uNK no endométrio n&o-
gestante sugere regulacdo hormonal (BOUTEILLER e PICCINNI, 2008). Varias
observacdes indicam que a quantidade destas células varia paralelamente com o0s
niveis de progesterona. Nas fases pré-ovulatéria, proliferativa (folicular) do ciclo
menstrual, poucas, pequenas e agranulares células uNK aparecem no endométrio.
Seu numero aumenta muito depois ap0s a ovulacdo, sob influéncia dos niveis de
progesterona. Na fase lUtea, as células uNK proliferam rapidamente e possuem
granulos, sendo encontradas em contato com o0s vasos espiralados do endométrio.
Dois dias antes da menstruacdo, quando os niveis de progesterona diminuem, as
células uNK morrem (KING et al., 1998; MOFFETT-KING, 2002).

No inicio da gestacdo ocorrem importantes alteracbes nas células
uterinas. Os fibroblastos endometriais se diferenciam em células com caracteristicas
epitelidides que passam inclusive a se unirem por juncdes. Este fendbmeno é
denominado decidualizacdo (ABRAHAMSOHN, 1983). A decidualizac&o atribuem-se
fungcbes de conter a invasividade trofoblastica (BEVILACQUA; FARIA;
ABRAHAMSOHN, 1991; APLIN; GLASSER, 1994), manter a ancoragem do
blastocisto no endométrio, promover a nutricdo do embrido e producéo de hormadnios
para a manutencdo da gestacdo (ABRAHAMSOHN, 1983). Paschoaline (2009)

relata que durante a decidualizacdo ocorre alteragdo na expressdo de
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metaloproteases, citocinas, integrinas e complexos moleculares de
histocompatibilidade.

Em uma é&rea prOxima aos vasos mesometriais, concomitantemente a
decidualizacdo, forma-se uma estrutura transitéria que foi inicialmente e
erroneamente caracterizada como glandula metrial. Esse erro na sua caracterizacao
inicial ocorreu em funcdo de seu estudo morfolégico demonstrar células em
microscopia fotdnica com citoplasma repleto de granulos PAS positivos (SMITH,
1966; LARKIN; FLICKINGER, 1969; PEEL; STEWART; BULMER, 1983). Em 1911,
Ancel e Bouin (apud PELL, 1989), utilizaram o termo “glandula enddcrina miometrial”
para descrever esta estrutura que foi subseqlientemente chamada de “glandula
metrial” por Selye em 1935 (apud PELL, 1989) e as células que a constituiam foram
inicialmente denominadas células granulosas da glandula metrial.

Ultraestruturalmente, os granulos citoplasmaticos destas células séao
heterogéneos e eletrodensos (LARKIN e FLICKINGER, 1969; DICKSON e BULMER,
1971; PAFFARO JR et al., 2003) com morfologias semelhantes aos granulos das
células NK ativadas de ratos (BURKHARDT et al., 1990). Além disso, estudos
imunocitoquimicos e imunoquimicos com as células granulosas da glandula metrial
revelaram a presenca de perforina nos granulos intracitoplasmaticos destas células
(PARR et al., 1987, 1990; ZHENG et al., 1991), expresséo de CD45 (REDLINE e LU,
1989; PARR et al., 1990), Thy-1 (BERNARD et al., 1978; MUKHTAR et al., 1989;
PARR et al.,, 1990), asialo-GM1 (MUKHTAR et al.,, 1989) e ndo expressdo de
marcadores de linfécitos T e B (WHITELAW e CROY, 1996). ApGs as observacdes
da presenca de perforina nos granulos citoplasmaticos das células uNK, foi sugerida
a importancia destas células nos fendbmenos imunolégicos da reproducao (PARR et
al., 1987, 1990 ZHENG, 1991). Tais estudos foram fundamentais para
caracterizacdo destas células como pertencentes a linhagem NK e estas passaram a
ser denominadas na literatura como células natural killer uterinas (UNK).

A regido da glandula metrial foi também renomeada por Croy (1999) que
sugeriu a denominagéo de agregado linféide mesometrial da gestagdo (MLAp) a esta
estrutura, constituida essencialmente por células natural killer uterinas.

Em camundongos as células uNK aparecem por volta do 5° dia de
gestacdo (ddg), coincidindo com o periodo de implantacdo do blastocisto e
decidualizacdo do endométrio. Nesse periodo essas ceélulas séo raras, pequenas e

ndo apresentam granulos citoplasmaticos. No 6° ddg estes granulos podem ser
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notados. Estas células continuam proliferando-se, diferenciando-se e aumentando
de tamanho no uUtero durante a gestacdo, podendo atingir até 50 um de diametro e
se distribuem no miométrio e endométrio decidualizado e ndo decidualizado da
regido mesometrial de cada sitio de implantacdo (STEWART; PEEL, 1981;
PAFFARO JR. et al., 2003). As células uNK induzem a producédo de interferon v,
perforina e outras moléculas, incluindo fatores angiogénicos (CROY et al., 2003%
WU et al., 2006).

Corréa da Silva (1997), para realizacdo de estudo citoquimico e
imunocitoquimico das células granulosas metriais em Utero de camundongos (Mus
Musculus) prenhes utilizou a lectina DBA (Dolichos Biflorus Agglutinin), que possui
alta afinidade por glicoconjugados contendo N-acetil-D galactosamina presentes nas
membranas celulares e ao redor dos granulos das uNK. Paffaro Jr. et al. (2003),
demonstraram que esta lectina possui especificidade na marcacdo das uNK, né&o
reagindo com outras populagdes linfocitarias. Assim, distingui até mesmo as células
uNK no 5° ddg quando comecam a apresentar modificagdes nos carboidratos que
sdo reconhecidos pela lectina Dolichos Biflorus agglutinin (DBA). Segundo estes
altimos autores, a citoquimica de lectina DBA caracteriza quatro subtipos de células
uNK a saber: o subtipo | de célula uNK é a sua forma mais imatura, esférica,
pequena, como os linfécitos circulantes, medindo aproximadamente 9 + 3 um de
diametro e desprovidos de granulos, com poucas organelas, ndcleo circular com
grande quantidade de cromatina condensada, fortemente positivos para lectina DBA
em sua superficie. O subtipo Il de uNK consiste em células maiores, com 13 + 2 um
de diametro, positivos em sua superficie a lectina DBA com poucos granulos
lisossomo secretores citoplasmaticos também apresentando reatividade a lectina
DBA. Possui nucleo com uma cromatina mais condensada, reticulo endoplasmatico
rugoso e complexo de Golgi evidentes. O subtipo Ill, a forma caracterizada como
plenamente diferenciada e ativa, apresenta células ainda maiores, medindo 26 um,
com nucleo redondo eucromatico, muitos granulos densos, com forte reatividade a
lectina DBA em sua superficie e granulos. O subtipo IV, a forma senescente, possui
diametro de 30 pm, com inumeros granulos positivos a lectina DBA, areas
citoplasmaticas eletronlicidas, provavelmente devido a extracdo do glicogénio,
ndcleo apresentando uma massa de cromatina condensada e irregular semelhante
as células em apoptose, com vacuolos citoplasmaticos e reatividade descontinua da

membrana celular para lectina DBA.
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Procurando explicar a origem das células uNK no ambiente uterino em
camundongos, Wang et al. (2003) verificaram que, enquanto 0S vasos sanguineos
de Uteros ndo-prenhes foram negativos para a molécula de adesao celular vascular
(VCAM-1), estes eram positivas no Utero prenhe. Entretanto, tratamento com
anticorpo contra VCAM-1, ndo diminuiu o numero de células uNK. Além disso,
mitoses de células uNK eram frequentemente observadas. Estes resultados
sugerem que o aumento do nimero das células uNK durante a gestacdo resulta de
proliferacao local.

Em camundongos, as células NK s&o caracterizadas como CD 3" CD122".
No utero de camundongos as uNK que se concentram na decidua e no agregado
linféide mesometrial da prenhez, expressam receptores especificos como NKp46 e
Ly49 e perdem a expressao de NK 1.1 e DX5. O repertério especifico de receptores
expressos pelas uNK de camundongos influencia a ativacdo destas células e seu
potencial de adesdo ao MHC (YADI et al., 2008).

Diversos estudos demonstraram que, analogamente aos receptores KIR
expressos pelas uNK de humanos, os receptores da familia Ly49 (Killer cell lectin-
like receptors) de camundongos reconhecem e se ligam ao MHC-1 e esta
associacado possibilita a ativacdo ou inibicdo da atividade citotéxica (KING et al.,
2000; TROWSDALE, 2001; RAULET; VANCE; McMAHON, 2001). Estas conclusbes
foram confirmadas por Yadi et al. (2008) que descreveram um distinto repertério de
receptores Ly49 expressos pelas células CD3 CD122" NK 1.1° DX5'.

Os receptores Ly49 sao receptores lecitina tipo I, combinados a
moléculas do MHC. A maioria dos receptores Ly49 s&o inibitérios, mas alguns tem
potencial de ativacdo. Estes receptores ativatérios iniciam uma cascata bioquimica
disparando a producdo de citocinas e citotoxicidade (VAN DEN HEUVEL et al.,
2005). A prenhez induz a expressao de receptores Ly49 inibitérios (CROY et al.,
2003% CROY et al., 2003").

Wang et al. (2003) observaram o progressivo aumento em numero e
tamanho das células uNK com pico no dia 12-14 de gestacdo na decidua e no
agregado linféide mesometrial. Segundo estes autores, a formag¢do de novos vasos
era mais proeminente em torno do dia 8, com pico no 13° dia de gestacdo. Além
disso, relataram que as células uNK foram frequentemente localizadas préximas aos
vasos sanguineos e expressavam fator de crescimento endotelial vascular (VEGF),

sugerindo um possivel papel indutor de angiogénese durante o desenvolvimento da
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decidua e do agregado linféide mesometrial. De acordo com Lash et al. (2006), as
células uNK de humanos, roedores e porcos caracterizam-se por sua abundante
transcricdo de fatores angiogénicos, incluindo VEGF-C, fator de crescimento da
placenta (PIGF), angiopoitina 1, angiopoitina 2 e TGF-f1. Estudos in vivo e ,
realizados em ratos e camundongos por Hanna et al. (2006) demonstraram que a
liberacdo de fatores angiogénicos depende de interacbes com receptores
especificos das uNK.

Estudo recente realizado por Croy et al. (2010), procurou caracterizar esta
abundante e transitéria populacdo de células NK, através do desenvolvimento de
meétodos de isolamento e cultura de células uNK, extracdo de RNA e citometria de
fluxo. Com estas técnicas procurou-se identificar as propriedades angiogénicas
especiais das células uNK e sua relacdo com alteracdes fisiologicas normais na
circulacdo arterial uterina e geral, responsaveis pelo sucesso da gestacdo (CROY et
al., 2010; BURKE et al., 2010).

E clara a influéncia de hormdnios esterdides como progesterona e
estrogeno, no recrutamento das células NK (DOSIOU; GIUDICE, 2005). A
progesterona age estimulando a producdo de MIP-1[3, que por sua vez influencia a
migracao das células NK para o uUtero (KITAYA et al., 2003). A progesterona também
tem influéncia na producdo de VEGF e na expressao de moléculas de adesdo como
a L-selectina e integrina a-4 (POPOVICI, KAO; GIUDICE, 2000; CHANTAKRU et al.,
2003).

A migracao dos linfécitos de érgaos linféides para a circulagcdo, seguindo
para os tecidos, € orquestrada por uma série de interacdes entre o tecido especifico
gue secreta quimiocina e seus receptores expressos por subtipos de linfocitos
(CAMPBELL; BUTCHER, 2000). No utero de humanos, véarias quimiocinas séo
produzidas principalmente pelas células decidualizadas, pelas células dos vasos
sanguineos do estroma, leucdcitos deciduais e citotrofoblasto (RED-HORSE;
DRAKE; FISHER, 2004). Dentre as quimicinas encontradas, destaca-se a MIP — 1 (3,
também chamada CCL4 (MAURER; VON STEBUT, 2004). No utero, a MIP - 1B tem
como fonte as células do estroma e sua producao é estimulada pela progesterona
(KITAYA et al., 2003).

King, Gardner e Loke (1996) estudando a expressdo de receptores de
estrogeno e progesterona em leucocitos da mucosa uterina, ndo observaram

nenhum destes receptores em macréfagos e nas células natural killer uterinas. Os
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autores concluem que apesar da acumulacdo e sobrevivéncia das células uNK
terem dependéncia hormonal, estes efeitos devem ser indiretos.

Borzychowski et al. (2003) também observaram auséncia de expresséao de
alpha e beta-ER (receptores de estrogeno) através de RT-PCR em células NK
isoladas do utero de camundongos. Entretanto, estudo realizado por Henderson et
al. (2003) demonstraram que as células uNK expressam tanto mRNA quanto a
proteina ERB1 e GR (receptores para estrogeno do tipo B1 e para glicocorticéides).
Recente estudo realizado por Kuang et al. (2010), procuraram explicar a regulagéo
hormonal das células natural killer uterinas no uUtero de camundogons no periodo
pre-implantacional. Os resultados destes autores mostraram que as células
precursoras das uNK ou seus especificos componentes de membrana devem ser
recrutados pelo Utero através da influéncia de estrégeno e/ou progesterona e seus
efeitos podem ser completamente abolidos por antagonistas especificos de seus
receptores nucleares (receptores para estrogeno e progesterona).

Tem sido demonstrado na literatura que a progesterona adere-se aos
receptores das células do estroma uterino aumentando a secrecédo de IL-15 (LOKE;
KING, 1995). IL-15 € um produto das células do estroma uterino tanto em humanos
guanto em camundongos durante a decidualizacdo (OKADA et al., 2000; DUNN;
CRITCHLEY; KELLY, 2002; ARCK et al., 2007).

Estudo realizado por Keskin et al. (2007) mostraram que TGFf favorece a
conversdo de células NK periféricas (pNK) CD16°CD9 em células CD16~ CD9"
semelhantes as uNK. Os autores discutem que a decidua também contém células
progenitores capazes de adquirirem o fenotipo das uNK. Pode-se concluir, portanto,
que tanto as células CD16" periféricas ou os progenitores da decidua, ou ambos,
sdo os possiveis precursores das células uNK. Apesar das duvidas existentes sobre
os verdadeiros precursores das uNK, o estudo sugere que TGFB possui um
importante papel influenciando o fenétipo das uNK.

Kane et al. (2009) demonstraram que a gonadotrofina coribnica (hCG),
hormonio sintetizado pelo trofoblasto atua como um regulador da proliferacdo das
uNK. A influéncia do hCG sobre as células uNK € mediada por um receptor de
manose (MR, CD206). MR e hCG foram encontrados nos mesmos locais na
superficie das uNK e a proliferacdo destas células ndo ocorreu quando foram

incubadas com hCG-diglicosilado ou hCG intacto na presenca de excesso de D-
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Manose. Estas novas observacdes confirmam a relacdo entre hCG e as células NK

durante a gravidez e podem ser o foco de futuras intervencdes terapéuticas.

2.2 Janela de Implantacéao

A implantacdo é um processo complexo, onde um embrido semi-alogénico
precisa ser aceito pelos tecidos maternos, invadindo-os para ter acesso a nutrientes,
essenciais para sua sobrevivéncia e desenvolvimento. Para que isto aconteca é
necessaria uma extensa preparacdo e uma comunicacao bidirecional entre o
blastocisto e os tecidos endometriais (VAN MOURIK; MACKLON; HEIJNEN, 2009).

Na regido endometrial, a preparacdo para a implantacdo é necessaria,
sendo chamada janela de implantacdo. Neste periodo, o Utero é preparado para
receber o blastocisto e observa-se a presenca de células do sistema imune,
citocinas, fatores de crescimento, quimiocinas e moléculas de adesdo (KAMMERER,;
VON WOLFF; MARKERT, 2004; DIMITRIADIS et al., 2005). Conforme Sarafana et
al. (2007), durante a gravidez, o sistema imunolégico materno é ativo e funcional.
Existem diversos mecanismos subjacentes a tolerdncia materna do feto que
permitem a implantacdo e a gestacdo bem sucedida. A expressdo de moléculas de
HLA-G, HLA-E e HLA-C nas células do trofoblasto, o controle da atividade citolitica
das NK através de receptores inibitorios, a expressdo de proteinas reguladoras do
complemento, a regulacdo do recrutamento de leucécitos e proliferacdo celular na
interface materno-fetal e a supressédo de linfécitos Thl na decidua parecem ser
constituintes essenciais do fenbmeno de tolerancia imunoldgica que ocorre entre o
feto e a mae durante a gestacéo.

Um endomeétrio funcional é necessario para o sucesso da implantagdo. Na
fase proliferativa, mediada pelo estrogeno, a preparacdo acontece. Na fase
secretoria, a janela de implantagcéo é estabelecida através da ag¢do da progesterona
sobre o endométrio preparado pelo estrégeno. A preparacdo do endométrio consiste
na expressao de numerosos receptores e moléculas de adeséo, além da producéo
de citocinas e outros mediadores. O processo de implantacdo engloba varios
estagios distintos: aposicao, adeséo, penetracdo e invasédo trofoblastica (JABBOUR
et al., 2006).
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Um passo importante para o estabelecimento da gestacdo € a
decidualizacdo, que é um processo no qual o endométrio sofre grandes alteracdes
em sua morfologia, expressao e secre¢do de mediadores quimicos que permitirdo a
implantagéo do blastocisto (KING, 2000). Em humanos, a decidualizagdo acontece
na auséncia do embrido e se ha falhas na implantacdo deste, a menstruacéo ocorre.
O processo de decidualizacdo é induzido em grande parte pela progesterona
(GELLERSEN; BROSENS, 2003; BRAR et al., 1997).

O estabelecimento da janela de implantacdo est4d sob controle dos
horménios esterbides. Entretanto, esta regulacdo hormonal varia em diferentes
espécies. Em camundongos e ratos, 0 estabelecimento da janela de implantacéo
requer a presenca de estrégeno e progesterona. Entretanto, estrogeno ndo é
necessario em porcos e coelhos (KIMBER, 2005; DEY et al., 2004). Em humanos,
segundo Jabbour et al.(2006), um endométrio preparado pelo estrogeno desenvolve-
se com a acao da progesterona.

Segundo Aghajanova, Hamilton e Giudice (2008), o sucesso da
implantacdo embriondria é um evento crucial para a reproducdo humana natural e
assistida. Na fertilizacéo (IVF), falhas na implantacdo podem ocorrer devido a varios
fatores, incluindo anormalidades cromossémicas e um desenvolvimento inapropriado
do endométrio (LOKE; KING; BURROWS, 1995; SZCZYGIET; KURPISZ, 2003;
VOULLAIRE et al., 2002; LEVI, et al., 2004). Sabe-se que embrides ndo conseguem
implantar-se em um endométrio pouco maduro, e isto € a causa de baixas taxas de
implantacdo em casos de transferéncia de embrides de boa qualidade (VALBUENA
et al., 1999).

Deve-se ressaltar o papel das células uNK na producédo de citocinas e
outros componentes imunoldégicos que preparam o Utero para a implantacdo. Em
estudo realizado por Kuang et al. (2010) foi demonstrado que o precursor das
células uNK ou seu componente especifico € expresso dinamicamente no utero
durante o periodo pre-implantacional, sobre a regulacdo de estrégeno e
progesterona através de seus receptores nucleares. Os resultados destes autores
demonstraram que a regulacdo hormonal antes da implantacdo do embrido é
necessaria para a migracao de precursores de células uNK (ou seu componente

especifico) para o utero.
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2.3 Invasao Trofoblastica

Em humanos, durante o primeiro trimestre da gestacdo, a placenta esta
em um processo de construcdo de sua arquitetura. A principal célula do estroma
placentaria, o trofoblasto, deve formar e ancorar pilares de tecido fetal (vilos),
enquanto simultaneamente esculpe um ambiente de lacunas entre os vilos (espaco
interviloso). Quando encontra seu caminho na decidua, proximo as artérias
espiraladas maternas, estabelece-se uma importante “linha da vida” de vasos no
interior das lacunas. O processo de invasdo consiste na habilidade das células em
degradar tecidos vizinhos, a matriz extra-celular. As células trofoblasticas séo
capazes de produzir matriz-metaloproteinases (MMPS) e outras proteases. Este
método €é similar aquele usado pelas células tumorais (FITZGERALD;
POEHLMANN; MARKERT, 2006).

De acordo com Alves et al. (2003), durante o inicio da gravidez humana,
os citotrofoblastos extravilosos invadem o utero e transformam as artérias
espiraladas em grandes vasos de baixa resisténcia. A inadequada invasao das
artérias espiraladas por estes trofoblastos extravilosos resulta em isquemia
placentaria e no desenvolvimento de complicacdes obstétricas como pre-eclampsia
e a restricdo do crescimento fetal intra-ttero.

O sucesso da implantacdo em humanos é altamente dependente de uma
coordenada diferenciacdo das células do estroma endometrial em células deciduais
e das células trofoblasticas em sinciciotrofoblasto e citotrofoblasto extraviloso
invasivo (EVTs) (GODBOLE et al., 2011). O citotrofoblasto extraviloso € importante
porque é responsavel pela ancoragem para o desenvolvimento do embrido e regula
as alteracbes que ocorrem na circulagdo materno-fetal durante o inicio da gestacao
(PIINENBORG, 1998; CHADDHA et al.,, 2004). Alteracdes neste processo de
invasdo esta usualmente associada com perdas ou complicacbes gestacionais
(McMASTER; ZHOU; FISHER, 2004; WELLS, 2007). Varios estudos com culturas
celulares tem demonstrado que o citotrofoblasto estraviloso age invadindo a
decidua, as artérias espiraladas e o epitélio glandular (HELIGE et al., 2008; MOSER
et al.,, 2010). Os EVTs ativam seu potencial invasivo através da producdo de altas
guantidades de matriz-metaloprotinases (MMPs) (LIBRACH et al., 1991; STAUN-
RAM; SHALEV, 2005). Em adi¢cdo, a decidua produz inibidores teciduais de
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metaloproteinases (TIMPs) que antagonizam a atividade proteolitica das MMPs,
criando uma barreira fisica e bioquimica que limita a invasdo (DIMITRIADIS et al.,
2005).

Estudos realizados por Albrecht et al. (2006), usando o babuino como
modelo de estudo, mostraram a supressdo pelo estrogeno da invasao pelo
trofoblasto extraviloso (EVT) das artérias espiraladas uterinas no primeiro trimestre
da gestacdo. De acordo com Bonagura et al. (2008), os mecanismos e fatores que
modulam e regulam a inducéo pelo estrégeno da invaséo das artérias uterinas pelo
EVT ainda nédo estédo totamente esclarecidos.

O fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) € expresso pelo EVT
nos vilos de ancoragem e o citotrofoblasto liga-se ao fms-like (FLT1) expresso pelo
endotélio vascular da placenta e pelas células do trofoblasto viloso e extraviloso
(AHMED et al., 1995). VEGF pode ser sequestrado e inativado por um receptor de
FLT1 (sFLT1), expresso pela placenta. Na preeclampsia, que estd associada com
rudimentar invasdo vascular (BROSENS; ROBERTSON; DIXON, 1972), ha baixa
expressdo de VEGF pelo EVT e alta expressao de SFLT1 pela placenta (ZHOU et
al., 2002; LEVINE et al., 2004). Estes e outros estudos tem mostrado que VEGF
tem papel importante em promover a migracdo do EVT e a invasdo das artérias
espiraladas (APLIN et al., 2000; ZHOU et al., 2002; ZHOU et al., 2003). Estrégeno
aumenta a expressao de VEGF pelo epitélio glandular e células do estroma do Utero
de babuinos, ovelhas e ratos (NIKLAUS et al., 2003; ALBRECHT, 2003; REYNOLDS
et al., 1998; CULLINAN-BOVE; KOOS, 1993). Em estudo realizado por Bonagura et
al. (2008), foi demonstrado que a expressdo de mRNA para VEGF pelo EVT
placentaria foi eliminada, e os niveis de sFLT1 (responséavel pela bioavaliabilidade
de VEGF) na veia uterina estavam aumentados em babuinos onde a invasédo das
artérias espiraladas uterinas estava diminuida com o aumento dos niveis de
estrogeno no primeiro trimestre da gestacdo. Os autores concluiram que VEGF
controla a diminuicdo da invasao das artérias espiraladas pelo EVT quando induzido
pelo estrogeno. Resta considerar que os baixos niveis de estrogeno enddégeno no
inicio da gestagcdo permitem normal invasdo das artérias espiraladas pelo EVT e o
aumento dos niveis de estrégeno com o avanco da gestagdo tem um importante

papel fisioldgico na regulacéo da extensao desta invasao.
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2.4 Danazol

Danazol € um esteroide sintético derivado da etisterona. E um p6 cristalino
branco ou amarelo palido, insolivel em agua e moderadamente soluvel em alcool.
Apresenta-se quimicamente representado por 17a-Pregna-2,4-dien-20-yno [2,3-d]-
isoxazol-17-ol, com férmula molecular CxH27NO, e peso molecular 337.46
(DANAZOL, 1996). A férmula estrutural pode ser observada na Figura 1.

Figura 1 — Férmula estrutural de danazol. Fonte: DANAZOL (1996)

De acordo com Dmowski (1990), danazol € um agente terapéutico usado
no tratamento de endometriose e alguns tumores benignos de mama, diminuindo a
liberacdo de gonadotrofinas e inibindo a adrenal através da supressdo de varias
enzimas. Também tem sido indicado para prevencdo de angioedema hereditario
(BORK; BYGUM; HARDT, 2008).

Varios estudos relatam que danazol melhora as condi¢cbes imunoldgicas
locais no utero, aderindo-se diretamente aos receptores para estrogeno e
progesterona no tecido endometrial. Utilizado no pré-tratamento a fertilizacdo e
transferéncia de embrides (IVF-ET) tem sido eficaz, aumentando seu sucesso
(DMOWSKI, 1990; OTA et al., 1996; KUSAKABE et al., 2007; TEI et al.,, 1998).
Entretanto, pouco é conhecido sobre o mecanismo de atuacdo de danazol que se
traduz em sua eficacia no aumento da fertilidade. Em pacientes com frequentes
falhas na IVF-ET existe um evidente aumento da citotoxidade das células natural
killer dentro do endométrio (FUKUI et al., 1999). Esta citotoxicidade aumentada foi
também observada em pacientes com aborto recorrente (AOKI et al., 1995). Estudos

em ratos com endometriose induzida tém mostrado que o efeito terapéutico de
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danazol inibe o crescimento ectépico de tecidos uterinos, acompanhado pela
normalizacdo do niumero de células natural killer (MATSUBAYASHI et al., 1995).

Devido a sua pouca solubilidade em agua e sua baixa biodisponibilidade,
danazol é usualmente administrado em doses relativamente altas, em torno de 200 a
400 mg (HOOPER; EADIE; DICKINSON, 1991). Além disso, pela supressao da
producdo de esterdides pelo ovario causando baixos niveis de estrogeno e altas
doses de androgenos, muitos efeitos colaterais sdo observados, como: ganho de
peso, virilismo, acne, hirsutismo e diminuicdo na mineralizacdo éssea (DODIN et al.,
1991; BADAWY; GHORAB; ADEYEYE, 1996). Barbieri e Ryan (1981) também
relataram ganho de peso devido a sua atividade anabolizante/androgénica, bem
como, metabolismo lipidico anormal, disfuncdo hepética, e trombose cerebral.
Segundo Katsuki et al. (1998) danazol estimula a reabsorcdo 6ssea em ratos com
endometriose. Devido aos intensos efeitos colaterais, alguns autores nao indicam
danazol para mulheres com infertilidade inexplicada (HUGHES; BROWN; TIFFIN,
2009). Entretanto, Brown, Pan e Hart (2010) revelaram a mesma eficacia de danazol
na diminuicdo da dor relacionada a endometriose e com efeitos colaterais menores
gue os analogos do horménio liberador de gonadotrofinas (GnRHas) utilizados
atualmente com mais frequiéncia no tratamento da endometriose.

Varios efeitos farmacologicos de danazol tém sido relatados, incluindo
inibicho da liberacdo de gonadotrofinas, inibicdo competitiva de enzimas
esteroidogénicas, modulacao de funcdes imunoldgicas e supressdo de proliferacéo
celular (FRANCHIMONT; CRAMILION, 1977; BARBIERI et al., 1977; ROSE et al.,
1988; VIGANO et al., 1994).

Mukarami et al. (2006) mostraram que danazol inibe competitivamente a
atividade da aromatase em experimento com cultura de células retiradas de
pacientes com endometriose, submetidos a laparoscopia. O estudo também
demonstrou que danazol ndo afeta 0 mMRNA ou os niveis de aromatase, indicando a
eficacia de aplicacdes locais de danazol nas lesées endometrioticas.

Em estudos in vitro, danazol exibe efeitos antiproliferativos nas células
endometriais quando em cultura com mondcitos do sangue periférico, na presenca
de estrogeno ou de proteinas da matriz extracelular (SURREY; HALME, 1992;
NEGAMI; SASAKI; TOMINAGA, 1993). Foi demonstrado por Thomas et al. (2007)
gue danazol exibe uma forte habilidade para diminuir a proliferagdo de células
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endoteliais induzidas por soro fetal bovino e alguns fatores de crescimento
implicados na iniciacao e progressédo da angiogenese.

Danazol adere-se com diferentes afinidades aos receptores de hormoénios
esterdides incluindo glicocorticéides, progesterona, estrégeno e andrégenos
(TAMAYA et al., 1984).

Musich, Behrman e Menon (1981) sugerem que os efeitos de danazol
sobre os receptores de estrogeno tem mecanismo de a¢do nos tecidos alvo, dose
(ou duragao de tratamento) dependente. Baixas doses de danazol, mesmo que por
periodos prolongados, ndo alteram significantemente o metabolismo e apresentam
menores efeitos colaterais (De LEO et al., 1997). Entretanto, conforme estudos de
Morgante et al. (1999), nestas doses menores (100 mg/kg/dia), danazol n&o se liga
aos receptores de estrogeno, mas se liga estavelmente aos receptores para
androgenos e progesterona, diminuindo os efeitos do estrogeno, impedindo a
proliferacdo dos tecidos endometriéticos e reduzindo a dor do paciente.

Estudo realizado por Kusakabe et al. (2007) demonstrou que o tratamento
de camundongos com danazol provocou um aumento na expressao nos genes para
Ly49A, Ly49C, integrina o5 e M-CSF (Fator estimulador de col6nia de macréfago),
no Utero de camundongos do 1° ddg, sugerindo que a atuacdo de danazol na
promocdo da gravidez se deve ao recrutamento das células uNK. Takei, Brennan e
Mager (1997) ja haviam observado que o tratamento com danazol reforcava a
expressdo dos niveis uterinos de Ly49A e Ly49C e estes achados indicavam que

muitas células NK estavam presentes no Gtero.

2.5 Neuroimunoendocrinologia

Ha& muito tempo, estudos na area da salude buscam a compreensdo dos
mecanismos fisiologicos, implicados na regulacdo dos sistemas imune e nervoso. No
entanto, estes estudos, anteriormente desenvolvidos de forma isolada e
fragmentada, vém cedendo espaco para pesquisas integradas, levando em
consideracao as complexas relagdes existentes entre os sistemas (COSTA-PINTO
et al., 2006).
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Segundo Reiche et al. (2004), a influéncia do sistema neuroenddocrino
exercida sobre o sistema imune foi primeiramente explicada por Seyle (1955), que
ao expor animais a um conjunto bastante diversificado de estimulos nocivos, que
incluia exposicéo ao frio, injuria tecidual, excesso de exercicios e intoxicacdes, pode
observar alteracdes como hipertrofia das glandulas adrenais, Ulceras gastricas e
atrofia de 6rgédos linféides como timo, baco e linfonodos. Segundo esse mesmo
autor, Seyle encontrou tais alteracdes em todos o0s animais, independente do
estimulo empregado, que o levou a concluir que representavam uma resposta
organica a injuria, denominando-os de sindrome de adaptacédo geral, posteriormente
chamada de estresse.

O eixo neuroendécrino relacionado ao ciclo reprodutivo feminino é
vulneravel a mudancas e sensivel a fatores psicossociais, ambientais e fisioldgicos.
Alteracbes como o transtorno disférico pré-menstrual, a depressdo pés-parto e os
transtornos do humor relacionados a perimenopausa ou menopausa podem estar
relacionadas a mudancgas influenciadas por hormonios na fungdo neurotransmissora
(STEINER; DUNN; BORN, 2003).

Dmowski (1990) relatou uma “pseudomenopausa”, resultado da supressao
ovariana causada por danazol. Efeitos como calores, depresséo, alteracdes de
humor também ja foram relatados apés uso de danazol (HUGHES; BROWN; TIFFIN,
2009).

Durante a gravidez h4 uma enorme producdo de hormonios sexuais e nao
sexuais pela placenta, que trazem mudancas organicas e comportamentais também
significativas. A gravidez € conhecida pelo forte componente de ambivaléncia e
regressao psicoldgica. Estas manifestacfes psiquicas se manifestam em maior ou
menor grau por sintomas organicos determinados pela nova situacdo hormonal. A
presenca de nauseas e vOmitos nos trés primeiros meses € considerada normal e
causada por efeito do aumento exagerado na producdo das gonadotrofinas
coribnicas e estrogenos. Porém o grau de manifestacdo destes sintomas é
fortemente influenciado pela situagcdo emocional da gestante (BARINE, 1994).

Estudos com modelos de testes comportamentais que identificam
ansiedade sugerem importante influéncia dos horménios ovarianos (BROT; KOOB,;
BRITTON, 1995; LUCION et al.,, 1996). Aléem destes, diversos estudos sobre a

influéncia dos hormdnios gonadais sobre respostas cognitivas € mnemaonicas em
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fémeas sao relatados na literatura (BERMAN, 1997; GIBBS; GABOR, 2003;
KEENAN, 2001; KOROL, 2004).

Desordens depressivas afetam com maior intensidade as mulheres apés a
menarca e isto ocorre devido a influéncia dos homonios ovarianos e as mudancgas
de seus niveis durante o ciclo reprodutivo da mulher (KESSLER et al., 1993;
WEISSMAN et al., 1993; ANGOLD; WORTHMAN, 1993; WILLIAMS et al., 1995).
Alonso et al. (1991) n&o encontraram diferengcas no tempo de imobilizagdo em
experimento de nado forgado entre ratos fémeas durante as diferentes fases do ciclo
estral. Entretanto Marvan, Chavez-Chavez e Santana (1996) relataram um aumento
no tempo de imobilizacdo neste experimento durante o diestro quando comparado
ao estro.

N&o existem na literatura dados sobre as alteragcbes comportamentais
durante a gestacdo em fémeas de camundongos submetidas ao tratamento prévio
com danazol.

Fémeas de mamiferos produzem baixos niveis de andrégenos, quando
comparadas aos machos da mesma espécie e, portanto, pouca atencdo € dada ao
estudo dos efeitos de androgenos no eixo reprodutivo feminino. Estudo de revisao
realizado por Foecking et al. (2008) procurou demonstrar os efeitos da exposicdo de
ratas aos androgenos em trés estagios de desenvolvimento (fetal, pds-natal e
adulto) Estes autores sugerem que andrégenos podem causar modificacfes
epigenéticas em genes alvo de estrogeno no cérebro.

Andrégenos ligam-se ao receptor de androgenos, um ligante citossolico
ativador de fatores de transcricdo que influenciam o desenvolvimento e também
modificam a fisiologia e o comportamento na adolescéncia (HEBBARD et al., 2003;
FRYE; SELIGA, 2001).

Em roedores, variagbes do nivel dos androgenos modulam a memoria
espacial e os animais precisam usar uma nova informacao espacial que é aprendida
em cada teste (SPRITZER et al., 2008). A castracdo também prejudica os testes
com o labirinto em T (KRITZER et al., 2001). Utilizando 17b-estradiol os resultados
foram opostos, sugerindo que o efeito € androgénico e nao estrogénico (KRITZER et
al., 2001; GIBBS, 2005). Castracdo também aumenta 0s erros nos testes de
memoria (SPRITZER et al., 2008). Andrégenos podem também modular outros
padrées de comportamento tais como a ansiedade e memoria de fuga em ratos
(FRYE; LACEY, 2001).
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Os efeitos dos androgenos parecem estar limitados a certos dominios
cognitivos, especialmente a memoria espacial, mas esta hipétese ainda permanece
indefinida. Benice e Raber (2009) testaram camundongos castrados comparados a
um grupo controle (cirurgia, sem castracdo) através de varios testes
comportamentais tentando responder como os androgenos afetam multiplos ou
especificos dominios cognitivos em camundongos machos. Estes autores
observaram que a castracdo prejudica os testes com memoéria espacial. Em
contraste, a castracdo ndo teve efeito nos testes de memoria para reconhecimento
de objetos, coordenacdo motora ou memoria passiva de fuga. A castracdo aumentou
a ansiedade, o que foi observado no teste de abertura de campo. Os autores
concluem que os andrégenos afetam especificamente a memoéria espacial e os
processos neurobiolégicos em torno da formacdo desta memodria devem ser

diferentemente afetados pelos andrégenos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Gerais

Avaliar os efeitos das diferentes concentragbes de danazol no
comportamento de camundongos prenhes, bem como as possiveis alteracfes na
implantacéo, viabilidade e perda embrionaria, morfologia do Utero e incidéncia dos
subtipos de células uNK reativos para lectina DBA.

3.2 Especificos

e Analisar as alteracbes comportamentais dos camundongos prenhes tratados
previamente com trés diferentes concentracdes de danazol com o intuito de
identificar atividade ansiolitica (labirinto em cruz elevado), atividade
antidepressiva (nado forcado) e teste de memoria (teste do reconhecimento

espontaneo de objetos).

e Analisar os efeitos de danazol nas taxas de implantacdo, viabilidade e perda

embrionéaria de camundongos.
e Analisar a morfologia do utero.

e Analisar as caracteristicas das células uNK de camundongos tratados com

danazol e controle.

e Analisar a expressdo de N-Acetil-Galactosamina nas células uNK em
camundongos tratados com danazol e a possivel alteracdo no padrédo de

reatividade da lectina DBA nestas células.

e Analisar a distribuicdo dos 4 subtipos de células uNK e quantifica-los em trés

areas do utero prenhe de camundongos tratados com danazol e controle.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizadas noventa e trés fémeas de camundongos da linhagem
Swiss, obtidas do Biotério da Universidade Federal de Alfenas, tratadas durante 14
dias por meio de gavagem. O tratamento utilizado em cada grupo experimental pode

ser observado na tabela 1.

Tabela 1
Grupos experimentais, numero de animais e tratamentos realizados

n Tratamento (Gavagem)

Grupo Controle 22 agua destilada + tween 1%

Grupo danazol 0,75 22 agua destilada + tween 1% + danazol 0,75 mg/kg
Grupo danazol 7,5 24 agua destilada + tween 1% + danazol 7,5 mg/kg
Grupo danazol 75 25 agua destilada + tween 1% + danazol 75 mg/kg

Nota: n. nimero de animais utilizados
Fonte: do autor

A dosagem de 7,5 mg/kg de danazol equivale a dosagem terapéutica
meédia utilizada em humanos (400-500 mg/dia) e foram também utilizadas
concentragbes 10 vezes menor e 10 vezes maior, de acordo com metodologia
utilizada por Kusakabe et al. (2007). O tratamento nos animais foi suspenso por 4
dias e apoOs este prazo as fémeas foram acasaladas com os machos. Para o
acasalamento foram colocadas 3 fémeas para cada macho da mesma linhagem, e
estes permaneceram juntos durante a noite, sendo inspecionados pela manha. O dia
em que foi constatada a presenca do tampdao vaginal, atraveés de insepcao visual, foi
considerado o 1° dia de gestacdo. Cada animal foi colocado para acasalar por até,
no maximo, 16 dias. Apds este periodo, 0s animais que ndo apresentaram sucesso
da copula (presenca do tampéo vaginal), foram descartados.

Os animais foram também agrupados de acordo com o dia de gestacao
(ddg) no qual foram realizados os testes comportamentais e analises morfolégicas

com coleta dos sitios de implantacdo para processamento histoldgico (Tabela 2).
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Tabela 2

Grupos experimentais, nimero de animais e dias de gestacao.

Grupo Numero de animais

Total 6°ddg 8°ddg 10°ddg 12°ddg 15°ddg
Controle 22 5 4 5 4 4
Danazol 0,75 22 4 4 5 4 5
Danazol 7,5 24 4 5 5 5 5
Danazol 75 25 5 5 5 5 5

Nota: ddg: dia de gestacao
Fonte: do autor

Todos os procedimentos foram aprovados pelo comité de ética em
experimentacdo animal da UNIFAL-MG (em anexo).

Os animais durante o periodo de tratamento e acasalamento foram
mantidos em ciclo de 12/12 horas claro e escuro, em regime de alimentacdo e
acesso a agua ad libitum.

4.2 Analises Comportamentais

Os animais tratados com danazol e o grupo controle foram submetidos
aos testes comportamentais no 6°, 8°, 10°, 12° e 15° ddg. Estes testes tiveram o
intuito de identificar a atividade ansiolitica (labirinto em cruz elevado), teste de
memoéria (teste do reconhecimento espontdneo de objetos) e atividade
antidepressiva (nado forcado).

Os testes foram realizados no periodo da manha, entre 8 e 11 horas, e
tiveram duracdo padronizada. A sala para realizacdo dos testes foi adequada com
temperatura controlada (25 - 27°) e luminosidade natural.

Cada animal foi submetido a apenas uma sessao de cada teste e foram
realizados, respectivamente, no mesmo dia, o teste do labirinto em cruz, seguido do
teste de reconhecimento de objetos e finalmente o teste de nado forcado.

Para registro dos testes foram feitas filmagens utilizando web cam

Logitech modelo C 200. A analise dos videos foi realizada através do software VLC
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media player (versdo 4.4.2). Os parametros (tempos) foram cronometrados e

registrados em tabela especifica para cada teste (apéndices A, B e C).

4.2.1 Analise de ansiedade pelo teste de labirinto em cruz elevado

O labirinto em cruz elevado foi usado como modelo de avaliacdo de
ansiedade nesse estudo. O teste do labirinto em cruz elevado foi executado em um
aparato (Figura 2A) com dois bracos abertos (30 x 5 cm cada), dois bracos fechados
(30 x 5 x 15,25 cm cada) e uma plataforma central (5 x 5 cm formando uma cruz
suspensa a 40 cm de altura. Os animais foram colocados no centro de frente para
um dos bracos fechados e filmados por cinco minutos. As medidas comportamentais
registradas foram: freqiéncia de entradas e o tempo despendido nos bragos abertos
e fechados. Um aumento seletivo nos parametros correspondentes aos bragos
abertos (entradas e tempo) revela um efeito ansiolitico (LISTER, 1987; FILE et al.,
1990, FILE, 2001; CAROBREZ; BERTOGLIO, 2005).

4.2.2 Analise de memdria de reconhecimento de objetos

O teste de reconhecimento de objetos foi adaptado do modelo descrito
anteriormente por Abe, Ishida e lwasaki (2004). Este teste foi dividido em 3 sessoes:
familiarizacéo, exploracdo global e teste.

A sessédo de familiarizagéo foi realizada duas horas antes da etapa de
exploragéo global. Durante esta sesséo foi permitido a cada camundongo o contato
com o ambiente sem a presenca dos objetos, com o intuito de promover a
familiarizacdo do animal com local no qual seriam realizados os testes. O ambiente
(Figura 2B, 2C) consiste em uma caixa de madeira (65 x 45 x 45cm) forrada com
maravalha (3 cm de altura). A sesséo de exploragdo global (treino) consistiu na
filmagem, por 5 minutos, de cada animal exposto a dois objetos idénticos (Al e A2)

no ambiente descrito anteriormente. O camundongo foi deixado no canto oposto ao
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local onde os objetos estavam colocados. Foi mensurado o tempo gasto na
exploracdo dos objetos Al e A2 pelo camundongo através da analise do video.

Na fase de teste, realizada 30 minutos ap0s o treino, os objetos foram
substituidos por um terceiro (A3) objeto idéntico aos 2 anteriores e por um quarto
objeto (B) com formato diferente, porém com tamanho semelhante. Os objetos da
fase de teste foram colocados no mesmo lugar dos objetos da fase de exploracao
global e o camundongo foi exposto aos objetos e filmado por 5 minutos. Foi
mensurado o tempo gasto na exploragéo de cada objeto. A exploracéo do objeto foi
definida como direcionamento do focinho ao objeto (a uma distancia de pelo menos
2 cm) e toque do focinho no objeto.

A exploracdo global (EG) dos objetos foi a soma dos tempos de
exploragéo do primeiro e segundo objeto:

EG = A1+A2

O teste (T) foi definido como sendo a soma dos tempos de exploracao do
terceiro e quarto objeto:

T =B+A3

A medida de reconhecimento (R) ou discriminacédo € a diferenca entre o
tempo gasto na exploracdo do novo objeto (B) e o tempo gasto na exploracdo do
objeto familiar (A3), ou seja, B-A3. Entretanto, para minimizar a influéncia dos niveis
totais de exploracdo, é mais preciso utilizar a diferenca no tempo de exploracdo
dividida pelo tempo de exploracdo total, determinando-se o indice de
reconhecimento (Ir):

Ir = B-A3/ B+A3

4.2.3 Analise de depresséo pelo teste do nado forgado

Para identificar os efeitos de danazol relacionados a depressdo foi
utilizado o teste do nado forgado. Este teste foi desenvolvido por Porsolt, Bertin e
Jalfre (1977) para pesquisas com drogas antidepressivas. Foi utilizado um cilindro
vertical de vidro, com dimensbes de 14 cm de diametro e 25 cm de altura,
preenchido com agua a 30°C até a altura de 20 cm (Figura 2D). O volume de agua

deve permitir que o0 animal possa nadar ou boiar sem encostar as patas ou a cauda
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no fundo do recipiente. Para o teste, cada camundongo foi colocado no cilindro e
filmado por 6 minutos. Durante a analise da filmagem foi cronometrado o tempo no
qual o animal apresentava o comportamento de boiar. Somente os 4 Ultimos minutos

foram analisados, de acordo com a metodologia de Porsolt, Bertin e Jalfre (1977).

Figura 2 — Aparatos utilizados para os testes comportamentais: A - Labirinto em Cruz
Elevado, B e C — Teste de Memdria; D — Nado Forgado.
Fonte: A — Instituto de Neurociéncias e Comportamento — USP (www.inec-usp.org);
B, C, D - Do autor.

4.3 Anélise da Fertilidade

Com o objetivo de analisar os efeitos de danazol na fertilidade dos

animais, foram investigados o tempo para o sucesso da copula, a taxa de prenhez, o


http://www.inec-usp.org/
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numero de sitios de implantacdo embrionaria: totais, viaveis, em reabsorcéo (perda
embrionaria) e nimero de corpos luteos.

O tempo para sucesso da copula foi mensurado a partir do primeiro dia de
acasalamento do animal até o dia em que o tampao vaginal foi observado através da
inspecao visual.

A taxa de prenhez (TP) foi calculada avaliando o numero de prenhezes
confirmadas (PC) apods perfusdo dos animais sobre o nUmero de tampdes vaginais
(TV) detectados com a inspecéo visual, conforme a formula:

TP =PC x 100
TV

4.3.1 Quantificacdo dos corpos luteos, sitios de implantacdo embrionaria e anélises

das taxas de implantacéo, viabilidade e perda embrionaria

Apbs a realizacdo dos testes comportamentais, todos 0s animais no 6°, 8°,
109, 12° e 15° ddg foram anestesiados com solucdo contendo 0,07 mL para cada
10g-animal de Cloridrato de ketamina e Cloridrato de tiasina e perfundidos com
paraformaldeido 4% em tampéao fosfato 0,1M pH 7,4. Foi feita remo¢édo dos cornos
uterinos para analise morfolégica, citoquimica e estereolégica, de acordo com
metodologia descrita por Paffaro et al. (2003).

A quantificacdo dos corpos luteos foi feita em microscopio estereoscépico.
Os sitios de implantacdo embrionaria total (ST), viaveis (SV) e em reabsorcéo (SR)
encontrados nos cornos uterinos foram quantificados macroscopicamente. Os sitios
de implantacdo embrionaria classificados como viaveis foram aqueles que
apresentaram caracteristicas gerais e tamanho dentro dos padrdes de normalidade.
Foram classificados como sitios de implantagédo embrionaria em reabsorgéo aqueles
gue apresentaram cor mais escura e diminuicdo significativa de seu tamanho
guando comparado aos demais sitios do mesmo animal.

Os numeros encontrados de corpos lateos (NL) e sitios de implantagéo
foram utilizados para o célculo da taxa de implantacédo (), taxa de viabilidade (V) e

taxa de perda embrionaria (P).
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O ST é igual a soma dos sitios de implantacéo viaveis (SV) com os sitios
em aparente reabsorcao (SR) e a taxa de implantacéo foi calculada de acordo com a

seguinte férmula:

| =(SV + SR) x 100
NL

Para o calculo da porcentagem de embrides viaveis (V) utilizou-se:
V =8V x100
NL
A porcentagem de perda embrionaria (P) foi calculada de acordo com

formula:
P=SR x 100
NL

4.4 Andalise morfoldgica e citoquimica

4.4.1 Processamento para embebicdo em parafina

Os sitios de implantacdo embrionaria coletados foram desidratados em
gradientes crescentes de etanol e diafanizados em xilol para embebicdo em
parafina. Foram obtidos cortes histolégicos dos blocos de parafina com espessura
de 7um e estes cortes foram montados em laminas revestidas com poli-L-lisina a
10%. Os cortes histoldégicos dos sitios de implantacdo foram submetidos a

citoquimica de lectina DBA (Dolichos Biflorus Agglutinin).

4.4.2 Citoquimica com lectina DBA (Dolichos Biflorus Agglutinin)

Os cortes histolégicos contendo os sitios de implantacdo embrionéria dos

camundongos foram desparafinizados com xilol por 20 minutos duas vezes,
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seguindo-se a hidratacdo por cinco minutos em gradiente decrescente de etanol
absoluto, 95°C, 85°C, 80°C e 70°C e em agua destilada. ApGs a hidratacao os cortes

foram submetidos a reacao de citoquimica para lectina DBA da seguinte maneira:

e Lavagem dos cortes com PBS (Phosphate buffer saline) 0,05 M pH 7.4 por 3
vezes;

e Incubagéo com H,0, (30 vols.) 1% em PBS 0,05M durante 30 minutos;

e Lavagem com PBS 0,05M pH 7,4 por 3 vezes;

e Incubagéo com PBS/BSA (Albumina de Soro Bovino) 1% durante 30 minutos;

e Incubacéo lectina DBA (Doblicos Biflorus Agglutinin) biotinada (Sigma Chemical
Co. — USA) diluida na proporc¢éo de 1:300 em PBS/BSA 1% pH 6,8, “overnight”, a
4° C; (os controles negativos foram obtidos retirando dos cortes a lectina DBA
nesta etapa);

e Lavagem com PBS 0,05 M pH 7,4 por 3 vezes;

e Incubacdo com o complexo Avidina-peroxidase (Sigma Chemical Co. — USA) em
PBS 0.05M na proporcao de 1:50 por 1 hora;

e Lavagem com PBS 0,05M pH 7,4 por 3 vezes;

e Lavagem com TBS 0,05M pH 7,4 por 3 vezes;

e Incubacdo DAB (3-3 Diaminobenzidina) (Sigma) 0,5 mL + TBS 0,05M pH 7,4 (4,5
mL) + H,O, 30 vols. (10 uL)

e Lavagem com 4gua destilada;

e Contra-coloragdo com Hematoxilina durante 30 segundos;

Os cortes foram entdo desidratados em gradientes crescentes de etanol,
diafanizados em xilol e montados em meio permanente (EcoMount — Biocare
Medical) para observacdo ao microscoépio fotbnico (Nikon Eclipse 80i/Japan) com
camera digital acoplada (Digital Sigth-Fil/Nikon/Japan) e software de analise de
imagens (NIS-Elements/Nikon/Japan).
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4.5 Analise estereoldgica em microscopia fotbnica

As andlises estereoldgicas foram realizadas em cortes histoldégicos de
sitios de implantacdo embrionaria submetidos a reacdo de citoquimica de lectina
DBA.

4.5.1 Amostragem

A amostragem para analise estereoldgica foi constituida de 3 cortes
obtidos de 3 sitios de implantacdo distintos, procedentes de trés animais de cada
grupo (controle, danazol 0,75 mg/kg, 7,5 mg/kg, 75 mg/kg) no 6°, 8°, 10°, 12° e 15°
ddg, totalizando 60 animais.

A distribuicdo dos animais utilizados para a analise estereoldgica e seus

grupos experimentais estao apresentados na tabela 3.

Tabela 3

Grupos experimentais, nimero de animais e dias de gestacéo utilizados para
anélise estereolégica

Grupo NUmero de animais

Total 6°ddg 8°ddg 10°ddg 12°ddg 15°ddg
Controle 15 3 3 3 3 3
Danazol 0,75 15 3 3 3 3 3
Danazol 7,5 15 3 3 3 3 3
Danazol 75 15 3 3 3 3 3

Nota: ddg: dia de gestacéo
Fonte: do autor
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4.5.2 Analise Estereoldgica

Nesta analise quantitativa, foi obtida a densidade dos perfis em uma éarea
teste (AT=30x10° pm?) para o total de células uNK e para cada um dos quatro
subtipos distintos de uNK localizados em 3 areas (Figura 3) do sitio de implantacdo
embrionaria onde se distribuem estas células: Area 1: proxima ao miométrio na
regido mesometrial; Area 2: no endométrio entre o miométrio e o embri&o implantado
e; Area 3: no endométrio préximo ao embriio (PAFFARO JR et al., 2003). A area
teste foi delimitada por meio de um sistema de teste quadratico que possuia duas
linhas de exclusdo, sendo contadas apenas as células encontradas na area teste
gue exibiram o ndcleo nos cortes observados, exceto aguelas que tocaram as duas

linhas de exclusdo do sistema teste.

TGC

Figura 3 - Diagrama representando um sitio de implantacdo de camundongo no 10° ddg e areas 1
(A1), 2 (A2) e 3 (A3) utilizadas para quantificacéo dos subtipos de células uNK. M - Regiédo
mesometrial; AM - regido antimesometrial; Mi - Miométrio; En - Endométrio; TGC - células
trofoblasticas gigantes; E - Embrido.

Fonte: Modificado de Paffaro JR et al. (2003).

Para a analise estereoldgica, os cortes submetidos a citoquimica com
lectina DBA de cada sitio de implantacdo embrionaria foram fotografados em

microscoépio fotdnico (Nikon Eclipse 80i/Japan) com camera digital acoplada (Digital
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Sigth-Fil/Nikon/Japan). A contagem dos subtipos celulares foi feita em software de

analise de imagens (NIS-Elements/Nikon/Japan).

4.6 Analise Estatistica

O experimento foi conduzido por delineamento inteiramente casualizado
(DIC). A andlise estatistica foi realizada por meio de analise da variancia (ANAVA)
seguida do teste de comparacdo das médias de Tukey. Quando os pré-supostos de
normalidade e de homocedasticidade n&o foram satisfeitos, foi aplicado o teste né&o
paramétrico de Mann-Whitney-Wilcoxon. Valores de p < 0,05 foram considerados
como indicativos de significancia. Os procedimentos foram conduzidos com auxilio

do programa estatistico de dominio publico BioEstat 5.0.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em nosso trabalho foram realizados, primeiramente, testes para analise
de possiveis mudancas comportamentais em camundongos prenhes tratados
previamente com danazol (agua destilada + tween 1% + danazol em diferentes
concentracdes) e controle (agua destilada + tween 1%).

A ansiedade foi assim investigada utilizando como aparato o labirinto em
cruz elevado, onde os parametros avaliados foram taxa de entrada e taxa de
permanéncia nos bracos abertos e fechados. Este modelo experimental para
avaliacdo da ansiedade foi validado em camundongos por Lister (1987), mostrando-
se util como teste para investigar agentes ansioliticos e ansigéncios. Também foi
validado para outras espécies: cobaias (REX; FINK; MARSDEN, 1994), ratos
selvagens (HENDRIE; EILAM; WEISS, 1994) e hamsters (YANNIELLI;
KANTEREWICZ; CARDINALLI, 1996), sendo bem aceito na literatura.
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Controle Danazol 0,75 Danazol 7,5 Danazol 75
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Gréfico 1 — Frequéncia de entradas nos bragos abertos e fechados do labirinto em cruz elevado.
Fonte: Do autor.
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Gréfico 2 — Tempo de permanéncia nos bragos abertos e fechados do labirinto em cruz elevado.
(*) Indica ocorréncia de diferenca significativa (p<0,05) quando comparado com 0 grupo
controle.
Fonte: Do autor.

Os Graficos 1 e 2 apresentam os resultados obtidos com a analise geral
da frequéncia de entrada e o tempo de permanéncia dos camundongos nos bracos
abertos e fechados nos grupos tratados com diferentes concentragdes de danazol e
controle, independente do dia de gestagcdo do camundongo.

A analise da frequéncia de entrada nos bracos abertos e fechados do
labirinto ndo mostrou diferencas significativas entre os grupos (Gréafico 1). No
entanto, ap6s andlise do tempo de permanéncia nos bracos abertos e fechados
(Grafico 2) foi possivel constatar que a taxa de permanéncia nos bracos abertos foi
menor em animais tratados com danazol na concentracdo de 0,75mg/Kg (p>0,05)
guando comparado ao grupo controle e quando comparado aos animais tratados
com as demais concentracdes de danazol.

Segundo Lister (1987); File et al. (1990) e Carobrez e Bertoglio (2005)
uma diminui¢do no tempo de permanéncia no brago aberto é indicativo de aumento
da ansiedade nestes animais, 0 que sugere o efeito ansiogénico de danazol em
concentracdo de 0,75 mg/Kg. As dosagens de 7,5 e 75 mg/Kg de danazol nédo
alteraram o comportamento destes animais de maneira detectavel por este teste. De
fato, danazol em baixas concentracbes é conhecido por se ligar a receptores de
progesterona bloqueando seus efeitos (MORGANTE et al., 1999). E possivel,
portanto, que em camundongos tratados previamente com a dosagem baixa de

0,75mg/Kg de danazol este se ligue a receptores de progesterona, bloqueando-os.
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Frye e Walf (2004) e Walf, Rhodes e Frye (2006) constataram aumento da
ansiedade em ratas ovariectomizadas devido a diminuicdo de estrogeno e
progesterona. Em concentragcdes mais altas, apesar de sua menor afinidade pelos
receptores de estrogeno, danazol liga-se a estes nas células-alvo, apesar da
presenca de esterdides enddégenos (TAMAYA et al., 1984).

Na analise do tempo de permanéncia nos bragos abertos (Grafico 3) e nos
bracos fechados (Grafico 4) nos animais prenhes em todos os dias de gestacao, foi
observado que danazol alterava com mais intensidade e nas trés concentragdes 0s
tempos de permanéncia dos animais nos bragcos abertos. Interessantemente, no 15°
ddg foi notado que para as trés concentracdes 0s tempos de permanéncia nos
bragos abertos e fechados se aproximavam dos valores obtidos com os animais do
grupo controle. De fato, danazol leva apenas 24 horas para ser eliminado do
organismo; no entanto, o ciclo menstrual em mulheres volta a se regularizar apenas
2 ou 3 meses apoés a interrupcdo do uso deste hormoénio (PHARMACY HEALTH,
2003). Portanto, nossos resultados sugerem que por volta do 15° ddg os efeitos de
danazol no comportamento de ansiedade dos animais ja foram revertidos, fazendo
com que os tempos de permanéncia nos bracos abertos e fechados se aproximem
dos tempos normais de animais controle.
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Gréfico 3 - Tempo de permanéncia nos bragos abertos do labirinto em cruz elevado por dia de
gestacao.
Fonte: Do autor.
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Gréfico 4 - Tempo de permanéncia nos bragos fechados do labirinto em cruz elevado por dia de
gestacéo.
Fonte: Do autor.

Apos aplicacéo dos testes de reconhecimento espontaneo de objetos para
verificacdo do possivel efeito de danazol na perda de memdria de curto prazo, foi
notado que até o 8° ddg nenhum grupo de camundongos apresentou sinais de
diminuicdo ou aumento da capacidade de memoria de curto prazo. No entanto, no
10° ddg, surpreendentemente, embora os animais controle mantivessem inalterada a
habilidade de reconhecer objetos, os animais tratados com a dosagem mais baixa
de danazol apresentaram indice de reconhecimento significativamente menor, ou
seja, diminuicdo na capacidade de memadria em relacdo ao controle. No entanto, no
mesmo dia de gestacdo (10° ddg) na dosagem de 7,5 mg/Kg a capacidade de
memoria de curto prazo estava aumentada significantemente em relacdo aos
animais controle e tratados com 0,75 mg/Kg, enquanto os animais tratados com a
maior dosagem obtiveram valores da taxa de reconhecimento semelhantes ao
controle (Grafico 5). No 15° ddg, no entanto, os animais tratados com a menor
concentracdo de danazol (0,75 mg/Kg) passaram a demonstrar melhora na
capacidade da retencdo de memoéria e aqueles tratados com 7,5 mg/Kg
demonstraram diminuicdo na taxa de reconhecimento tornando-se ambos os grupos

semelhantes ao controle neste dia de gestacgéo.
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Gréfico 5 — indice de Reconhecimento em teste de memaria nos grupos experimentais, nos diferentes
dias de gestacéo.
Fonte: Do autor.

Em humanos, danazol é utilizado em tratamentos para endometriose em
dosagens que variam de 200 mg (casos mais brandos) a 800 mg (casos severos)
durante 3 a 6 meses (DANAZOL, 2010). Nossos resultados indicam que o
tratamento de camundongos com danazol em dosagem equivalente a terapéutica
em humanos (7,5 mg/Kg) induziu melhora na memoria de curto prazo no 10° ddg,
seguida por diminuicdo da mesma no 15° ddg. Entretanto, o contrario foi observado
com dosagem menor (0,75 mg/Kg), a qual provocou perda de memodria de curto
prazo no 10° ddg e retorno para os niveis normais no 15° ddg.

Spencer et al. (2008) em camundongos e Shang et al. (2010) em ratos,
demonstraram o efeito na melhora da memdéria apds tratamento com estrégeno. O
fato de que danazol liga-se preferencialmente em receptores de progesterona
guando em dosagens baixas e em receptores de estrogeno, andrégenos e
progesterona em dosagens mais altas (MORGANTE et al., 1999; YAMASHITA et
al.,1994; TAMAYA et al., 1984) sugere que em camundongos tratados com a dose
de 7,5 mg/Kg, danazol exerceu efeito estrogénico o que pode ter causado um
incremento na memoria de curto prazo nestes animais de maneira antagonica ao
observado para animais tratados com baixas taxas de danazol. Novamente, a
diminuicdo dos efeitos de danazol apos pelo menos 19 dias do término do

tratamento com danazol (15° ddg) pode explicar o retorno das taxas de
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reconhecimento de objetos para numeros semelhantes aqueles observados em
animais controle no 15° ddg.

Ressalta-se que embora muitos trabalhos relatem associacdo entre perda
de memodria e gravidez em humanos, Christensen; Leach e Mackinnon (2010)
observaram que estas conclusdes estavam em desacordo com estudos em animais,
gue muitas vezes mostram que aprendizado e memoria chegam a melhorar quando
as fémeas estdo prenhes. Em nosso estudo no 6° e 8° e 12° ddg, ndao houve
diferenca significativa quanto a taxa de reconhecimento em todos os grupos tratados
com danazol e controle, 0 que mostra que a memoria de curto prazo, nestes dias de
gestacdo manteve-se inalterada com o tratamento com danazol. Valores
significativos observados no 10° ddg podem corroborar a associacao entre fungbes
cognitivas e sistema imunolégico durante a gravidez, ja que neste periodo podem
ser observadas maiores alteracbes no ambiente uterino, tais como o pico de
proliferacdo de células natural killer uterinas e o aumento na producao de citocinas.

Acompanhando o ocorrido com o indice de reconhecimento em animais
tratados com danazol, no 10° ddg o tempo de exploracao global (A1+A2) na sesséo
de treino, era significativamente menor em animais submetidos as trés dosagens de
danazol, com valores de exploracdo menores a medida que a dosagem aumentava
(Grafico 6). Segundo Giusti-Paiva et al. (2003) e Parrillo, Parker e Natanson (1990),
em seus estudos da sepse provocada por LPS em ratos, a queda no tempo de
exploracdo global indica um comportamento de sonoléncia e apatia, caracteristico
do comportamento doentio. E provavel que ocomportamento semelhante a este seja
provocado por danazol no 10° ddg e esta acao parece ser dose-dependente.
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Grafico 6 — Tempo de Exploracdo Global em teste de memdria nos grupos experimentais, nos
diferentes dias de gestacéo.
Fonte: Do autor.
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Os animais de cada grupo experimental foram submetidos ao teste de
nado forcado para avaliar a ocorréncia de comportamento depressivo. Este teste,
desenvolvido por Porsolt, Bertin e Jalfre (1977) para pesquisas com drogas
antidepressivas avalia o tempo em que o animal permanece boiando durante o
experimento, o que é caracterizado como comportamento depressivo.

Foi observado que os animais tratados com danazol 7,5 mg/kg
permaneciam boiando por maior periodo que os animais do grupo controle e dos
outros grupos de animais tratados com Danazol (Grafico 7).

Quando analisado o efeito de danazol no comportamento de animais pelo
teste do nado forcado e no decorrer da gestacao (Grafico 8), foi possivel notar que o
grupo tratado com danazol 7,5 mg/kg permaneceu o mesmo tempo boiando
(estético) que os animais dos outros grupos no 6° ddg. Entretanto, esse tempo foi
maior do 8° ddg até 15° ddg em relagdo aos animais tratados com dosagem mais
baixa e mais alta de danazol. Interessantemente, no 10° ddg o tempo de
permanéncia estatico dos animais tratados com 7,5 mg/kg era idéntico ao do
controle. De fato o comportamento depressivo € esperado quando animais sao
tratados com horménios androgénicos, no entanto, surpreendentemente a dosagem
gue provocou comportamento equivalente a depressdo de camundongos em nosso
estudo foi aquela compativel com a dosagem terapéutica utilizada em humanos, o
gue corrobora e explica os achados descritos na literatura que relatam depressao
em mulheres submetidas ao tratamento com danazol (FOECKING et al.,, 2008;
KUSAKABE et al., 2007; DMOWSKI, 1990).
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Gréfico 7 — Médias de tempo em que 0s animais permaneceram estéticos em experimento de nado
forcado nos grupos experimentais.
(*) Indica ocorréncia de diferenca significativa (p<0,05) quando comparado com 0 grupo
controle.

Fonte: Do autor.
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Gréafico 8 — Médias de tempo em que 0s animais permaneceram estaticos em experimento de nado
forcado, nos diferentes grupos experimentais e dias de gestacgéao.
Fonte: Do autor.

Com o objetivo de analisar os efeitos de danazol na fertilidade dos
animais, foram investigados o tempo para 0 sucesso da cOpula, taxa de prenhez,
numero total de sitios de implantacdo, os sitios viaveis e os em reabsor¢cédo e o
namero de corpos luteos (Tabela 4). Apds este estudo foi possivel constatar que os

tratamentos com danazol nas trés dosagens utilizadas em nosso estudo causaram
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atraso significativo no periodo para sucesso da copula. Estes resultados estdo de
acordo com aqueles que revelaram que danazol atrasa o ciclo estral de
camundongos por agir sobre o eixo hipotdlamo-hipofise-gonadas por meio da
inibicdo do hormonio liberador de gonadotrofinas (FRANCHIMONT; CRAMILION,
1977); e também concordam com os resultados de Kusakabe et al., 2007, que
revelaram atraso no tempo para sucesso da prenhez apds tratamento com este
horménio. Interessantemente, mesmo atrasando o tempo para sucesso da copula,
danazol foi capaz de aumentar a taxa de prenhez de camundongos até com
dosagens baixas, o que demonstra a eficiéncia do tratamento prévio com esta droga
na melhora das condi¢fes uterinas.

Quando analisado o niumero médio de sitios de implantacdo embrionéria,
foi observado um numero significativamente menor destes sitios em animais
tratados com a menor dosagem (0,75 mg/Kg), e maior, em animais tratados com a
dosagem equivalente a terapéutica (7,5 mg/Kg). Quanto aos sitios de implantacao
embrionéria diagnosticados como viaveis, o nimero destes sitios também foi menor
com a dosagem 0,75 mg/Kg e maior com a dosagem terapéutica. No entanto, ndo
foram observadas diferencas significantes entre os numeros de sitios de
implantacédo diagnosticados macroscopicamente como sitios em reabsorcéo e entre
0s numeros de corpos luteos. Estes resultados demonstraram que danazol é capaz
de aumentar a taxa de prenhez e o niumero de sitios de implantagdo na dosagem
conhecida como terapéutica, sem, contudo, em nenhuma das dosagens, interferir na
funcdo ovariana e causar aumento na reabsorcdo embrionaria em camundongos. De
fato, a acdo dose dependente de danazol j& foi descrita na literatura por Olsson,
Hillensjo e Nilsson (1986) e Morgante et al. (1999) e em camundongos a dosagem
de 7,5mg/Kg foi apontada por Kusakabe et al. (2007) como aquela ideal para mudar

as condicfes do utero sem causar alteracdes deletérias durante a gestacao.
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Tabela 4
Estudo da fertilidade

Danazol
Dados Controle

0,75 mg/kg 7,5 mg/kg 75 mg/kg
PSC (dias) 3.8+1.33 5.62 £ 2.69 * 5.056+2.28* 6.86 +3.81*
TP (%) 76.6 (30) 91.6 (24) 86.2 (29) 86.2 (29)
Si 10,4+2,6 85+4,0* 11,3+28* 10,1+ 3,5
SV 9,6 +2,6 79+3,7* 10,6 £3,0* 95+34
SR 08+15 05+1,3 0,7+1,5 06+1,1
NL 125+25 11,9+2,7 13,6 +3,3 125+2.3

Nota: PSC. Periodo para sucesso da coOpula, TP. Taxa de prenhez. Sl. Nimero de sitios de
implantagdo. SV. NUimero de sitios de implantacdo viadveis. SR. Numero de sitios em
reabsor¢do, NL. NUmero de corpos luteos. Controle (Agua + tween).

(*) Indica ocorréncia de diferenca significativa (p<0,05) quando comparado com o0 grupo
controle.

Fonte: Do autor.

Quando observados macroscopicamente, 0s cornos uterinos dos animais
tratados com danazol ndo apresentaram sinais de hemorragia no interior dos sitios
de implantagdo em nenhum dos grupos analisados em nosso estudo e 0s sitios em
reabsorcdo eram raros (Figura 4). Foram constatados sinais equivalentes a
hemorragia apenas entre os sitios de implantacdo de animais tratados com danazol,
mas estes foram também observados em cornos uterinos de animais controle. Foi
possivel observar macroscopicamente, em todos os dias de gestacdo analisados,
uma diminuicdo no numero de sitios de implantacdo em cornos uterinos de
camundongos tratados com a dosagem de 0,75 mg/Kg (Figura 4 b, f, j) e um maior
namero destes sitios em animais tratados com 7,5 mg/Kg (Figura 4 c, g, k) em
relacdo aos animais do grupo controle (Figuras 4 a, e, i). A dosagem de 75 mg/kg
ndo provocou alteracbes nos sitios de implantacdo diagnosticaveis

macroscopicamente (Figura 4 d, h, I).
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Figura 4 - Imagens macroscopicas de Uteros de camundongos no 10° (a, b, c, d), 12°e, f, g, h) e 15°
ddg (i, J, k, I). Sitios de implantagdo do grupo controle (a, e, i) - Sitios com aspecto normal
(setas) , sem sinais de hemorragia no interior dos sitios ou comprometimento da viabilidade
dos embrides. Grupo tratado com danazol 0,75 mg/kg (b, f, j) - Notar sitios de implantagao
em menor quantidade (setas). Grupo tratado com danazol 7,5 mg/kg (c, g, k) - Sitios com
aspecto normal (setas), com poucos sinais de hemorragia entre os sitios (cabecas de seta)
semelhante ao encontrado nos controles. Grupo tratado com danazol 75 mg/kg (d, h, ).
Notar apenas um sitio diagnosticado como sitios em reabsorcdo (seta) e sinais de
hemorragia entre os sitios (cabecas de seta) equivalentes as dosagens de 0,75, 7,5 e
controle.

Fonte: Do autor.

Os numeros obtidos durante a contagem do total de sitios de implantacdo
embriondria, sitios viaveis, sitios em reabsorcdo e corpos luteos, foram utilizados
para o calculo das taxas de implantacado, viabilidade e perda embrionaria durante a
gestacdo de camundongos.

Quando estudados os parametros para célculo da taxa de implantacéo
embrionaria foi possivel constatar uma diminuicdo significativa no numero de
implantagcbes embrionarias no grupo tratado com danazol 0,75 mg/kg quando
comparado ao controle (Grafico 9) o que concorda com nossos resultados obtidos
na observagdo macroscopica dos cornos uterinos destes camundongos (Figura 4).
Em todos os demais grupos estudados nao foram encontradas diferencas

significativas na taxa de implantacéo.
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Gréfico 9 — Média das taxas de implantagéo total em todos 0s grupos experimentais.
(*) Indica ocorréncia de diferenca significativa (p<0,05) quando comparado com o
grupo controle.

Fonte: Do autor.

Além disso, quando avaliada a taxa de viabilidade embrionaria foi possivel
notar que existia um numero menor de embrides vidveis no grupo tratado com
danazol 0,75 mg/kg quando comparado aos animais do grupo controle e tratados
com danazol 7,5 mg/kg e 75 mg/kg (Gréfico 10, Tabela 4).

Quando analisada a taxa de perda embrionaria, foi possivel constatar uma
diminuicdo nesta taxa em animais tratados com 0,75 e 7,5 mg/Kg apenas no 15° ddg
(Gréfico 11). Interessantemente, do 6° ao 12° ddg ndo foram observadas alteracbes
na perda embrionaria com nenhum tratamento com danazol. E importante salientar
gue a taxa de perda embrionaria é obtida por meio da contagem de sitios de
implantacdo em reabsorcdo e dos corpos luteos, ou seja, nossos resultados
demonstram que apenas no 12° ddg os sitios em reabsorcdo puderam ser
claramente observados tanto nos animais controle quanto nos animais tratados com
danazol. Portanto, os dados obtidos durante a analise da perda embrionaria em
nosso estudo, indicam que o tratamento com danazol nas concentragbes mais
baixas diminuiu a perda embrionaria fato este diagnosticado apenas apds a

placentagéo, ou seja, no 15° ddg.
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Gréfico 10 — Média das taxas de viabilidade embrionaria em todos 0s grupos experimentais.
(*) Indica ocorréncia de diferenca significativa (p<0,05) quando comparado com o
grupo controle.

Fonte: Do autor.
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Gréfico 11 — Média das taxas de perda embrionéria nos grupos experimentais nos dias de gestacéo
analisados.
Fonte: Do autor.

As taxas de implantacéo e viabilidade embrionaria para os grupos tratados
com danazol 7,5 mg/Kg apresentaram-se estatisticamente iguais as obtidas para o
grupo controle. Os resultados obtidos com o tratamento de 7,5 mg/Kg de danazol
corroboram aqueles apresentados por Kusakabe et al. (2007) que consideraram a
dose de 7,5 mg/kg de danazol apropriada por alterar apropriadamente as condi¢cdes

internas do Utero, através de efeitos hormonais. Segundo estes autores, a dose de
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7,5 mg/kg de danazol também mostrou uma melhora na prenhez, além de
apresentar efeitos colaterais menores quando comparados as doses mais altas.

A diminuicdo significativa nas taxas de implantacdo e viabilidade nos
grupos tratados com a menor dose de danazol quando comparados ao controle
sugere sua acao direta na janela de implantacdo embrionaria. Portanto, apesar
desse hormdnio ser utilizado para o tratamento da endometriose, sua acdo dose-
dependente sobre a janela de implantacdo deve ser considerada quando se objetiva
0 aumento da fertilidade.

Em nosso estudo foram também realizadas analises sob o microscépio de
luz de cortes histologicos submetidos a citoquimica de lectina DBA de sitios de
implantacdo embrionaria dos camundongos do grupo controle e tratados com
danazol. Nestes espécimes foi possivel identificar os 4 subtipos das células natural
killer uterinas caracterizados por Paffaro Jr et al. (2003) (Figura 5).

O subtipo 1 das células natural killer uterinas apresentou aspecto linféide,
sendo pequena em didmetro, sem granulos citoplasmaticos e com nudcleo contendo
predominantemente heterocromatina (Figura 5A). O subtipo 2 dessas células
apresentou diametro maior do que a anterior e possuia granulos citoplasmaticos
(Figura 5B). O subtipo 3 era muito maior em diametro, apresentava muitos granulos
citoplasmaticos e nudcleo predominantemente com eucromatina (Figura 5C). O
subtipo 4 representava 0 estdgio de senescéncia dessas células com conteldo
granular variavel e grandes regifes lembrando extracdo citoplasmatica (Figura 5D).

N&o foram observadas alteracdes no padréo de reatividade da lectina DBA
para estas células, descrito por Corréa da Silva (1997) e Paffaro Jr et al. (2003).
Também nado foram encontradas alteragcbes em seus granulos e na superficie
celular. Estudos recentes demonstraram que em certas situacdes as células uNK
podem ter seu padrdo de reatividade para lectina DBA modificado em resposta a
uma situacdo de estresse como a infeccdo por LPS e por lesdo mecanica
intrauterina do embridao (ZAVAN, 2011; LIPPE, 2007; ROMAN, 2001; LIPPE, 2007).
Tais alteracbes foram descritas como sugestivas da ativacdo da atividade citotoxica
destas células. No entanto, o tratamento com danazol ndo causou estas alteragées o
gue sugere fortemente que este hormonio sintético ndo atua direta ou indiretamente

em células natural killer uterinas para ativar sua citotoxicidade.
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Figura 5 - Fotomicrografias de cortes histolégicos de sitios de implantacdo de camundongos no 10°
ddg. Notar as células imaturas do subtipo 1 (A) e subtipo 2 (B) e aquelas diferenciadas
pertencentes ao subtipo 3 (C) e senescentes do subtipo 4 (D). Lectina DBA-Peroxidase-
DAB e Hematoxilina de Harris.

Fonte: Do autor.

Foi feita a analise morfoldgica dos sitios de implantacdo no 6°, 8°, 10°, 12°
e 15° ddg. Durante este estudo morfolégico foi possivel observar que comparado
com animais do grupo controle (Figura 6A), os sitios de implantacdo de
camundongos no 6° ddg tratados com a menor (Figura 6B) e com a maior (Figura
6D) dosagem de danazol eram menores. No entanto, a camada do miométrio nestes
animais estava aparentemente maior quando comparada ao controle. Por meio da
analise detalhada dos sitios de implantacdo de animais tratados com 0,75 de
danazol foi observado que a decidua apresentava-se menos desenvolvida do que
nos animais controle e ndo foram encontradas células uNK DBA reativas nestes
animais. Os sitios de implantacéo que mais se assemelhavam aos controles tanto no
tamanho, na espessura do miométrio, quanto na decidualizacdo, foram aqueles
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provenientes de animais tratados com a dose de 7,5 mg/Kg (Figura 6C). Tanto em
animais tratados com 7,5 mg/Kg quanto naqueles tratados com 75 mg/Kg foram
encontradas células uNK DBA reativas.

De acordo com Abrahamsohn e Zorn (1993), a decidualizagdo é um
fenbmeno que comeca imediatamente apds a implantacdo do blastocisto, o qual
ocorre em camundongos por volta do 5° ddg. Este fendbmeno envolve a diferenciacéo
de células uterinas do tipo fibroblasto em células epitelidides que formam um novo
tecido no Gtero durante a prenhez e que recebeu o nome de decidua. Estas células
comecam a exibir nucléolo evidente, hipertrofiam, formam juncfes citoplasmaticas
umas com as outras e uma grande reducdo do conteudo de matriz extracelular é
notada ao redor destas células (LUNDKVISK, 1978; ABRAHANSOHN; ZORN,
1993). A decidua é muito importante durante a gestacdo, sendo que ela permite a
instalacdo segura do blastocisto no endométrio, nutre o embrido nos estagios e
controla a invasividade das células trofoblasticas gigantes (De FEO, 1967; FINN,
1977, ABRAHAMSOHN, 1983; BILLINGTON, 1971; KATZ, 1995; KIRBY; COWELL,
1968; FINN 1971). O atraso na decidualizacdo, processo induzido em grande parte
pela progesterona (GELLERSEN; BROSENS, 2003; BRAR et al, 1997) foi
observado no grupo tratado com danazol 0,75 mg/Kg e pode ser explicado pela
ligacdo deste hormdnio em receptores de progesterona, quando em dosagens mais
baixas (MORGANTE et al., 1999).
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Figura 6 - Fotomicrografias de cortes histolégicos de sitios de implantagdo no 6° ddg. Sitio de
implantagdo controle (A). Sitio de implantacdo de camundongo tratado com 0,75
mg/Kg e com tamanho menor (B) e miométrio mais espesso (Mi). Sitio de
implantacédo de camundongo tratado com 7,5 mg/Kg de aspecto normal (C). Sitio de
implantacdo de camundongo tratado com 75 mg/Kg de tamanho menor (D).
Embrido (E). Mesométrio (MS). Regido Mesometrial (RM). Regido antimesometrial
(RAM). Endométrio (EN) Lectina DBA-Peroxidase-DAB e Hematoxilina de Harris.

Fonte: Do autor.
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No 8° ddg foram notadas células uNK DBA reativas em todos os animais
analisados, controles e tratados (Figura 7A e D). Os sitios de implantacdo dos
animais tratados com 0,75 (Figura 7B) continuavam menores que os dos animais
controle, porém a camada do miométrio tinha aspecto normal em todos os animais
tratados e nao foram notados indicios de atraso na decidualizacdo nos
camundongos neste dia de gestacao.

Quando comparados aos sitios de implantacdo de camundongos controle
(Figura 8A), ao contrério dos sitios de animais tratados no 6° e 8° ddg, os sitios de
implantacédo de animais tratados no 10° ddg ndo eram menores (Figura 8B e C). Sob
0 microscopio de luz, estes sitios possuiam inimeras células uNK a semelhanca do
gue foi observado nos animais controle no mesmo dia de gestacdo. No entanto,
apos analise detalhada destes sitios de implantacdo, foram observadas células
grandes e de citoplasma basodfilo (Figura 8D). Estas células se assemelhavam as
células trofoblasticas gigantes, no entanto, ndo foram utilizados marcadores em
nosso estudo que comprovassem a identidade destas células. Estas células grandes
nos animais tratados formavam corddes muito espessos ao redor dos vasos
sanguineos, fazendo com que o diametro destes se tornasse aparentemente maior
gue os descritos em camundongos normais (CROY et al., 2003%; CROY et al.,
2003) (Figura 8E). A partir do 10° ddg, em todos os animais, foram notados sob a
microscopia de luz alguns sitios de implantacdo com embrides em reabsor¢cdo em
sitios que demonstravam moderada hemorragia (Figura 8F). A frequéncia destes
sitios com embrides em reabsorcédo foi equivalente a freqiéncia dos mesmos, sob
andlise macroscopica (Tabela 4).

No 12° e 15° ddg em animais tratados com danazol os sitios de
implantacdo continuavam a apresentar tamanhos (Figura 9B) equivalentes ao
controle (Figura 9A). No entanto, a partir do 12° ddg foi notado um aparente atraso
na placentagédo em animais tratados com danazol na concentragéo de 7,5 mg/Kg. Os
cortes histolégicos das placentas destes animais apresentavam traves de células
placentarias espessas e indiferenciadas semelhantes as encontradas em animais no
10° ddg (Figura 9C). Esta desorganizagdo do espongiotrofoblasto e
labirintotrofoblasto em animais tratados com danazol 7,5 mg/Kg a partir do 12° ddg e
a ocorréncia de grandes areas contendo células indiferenciadas em meio ao labirinto

trofoblasto, ndo concordavam com a morfologia da placenta normal de
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camundongos descrita na literatura (PEEL; BULMER, 1977; MUNTENER; HSY,
1977; GEORGIADES et al., 2001).

Além disso, nos animais tratados com danazol 7,5 mg/Kg no 12° e 15°
ddg, continuaram sendo observadas grandes células semelhantes as células
trofoblasitcas gigantes ao redor dos vasos (Figura 9D e E). A ocorréncia destas
células nestes dias de gestacdo sugere que danazol, nesta concentracdo, € capaz
de aumentar a invasividade das células trofoblasticas gigantes que sao descritas
como células com fungéo de invadir o endométrio, conseguindo espago para o
crescimento do embrido, por meio de sua alta invasividade; e nutricdo do embriéo,
por meio de seu potencial fagocitico (AMARANTE-PAFFARO et al., 2004,
BEVILACQUA et al., 2010; AMARANTE-PAFFARO et al., 2010).

No 12° e 15° ddg continuaram sendo observados embrides em reabsorgéo
com frequéncia equivalente a obtida pela analise macroscoépica (Tabela 4). De fato,
danazol parece ndo aumentar, em nenhuma concentragéo, a perda embrionaria, fato
este evidenciado pela andlise macroscépica, microscopica e das taxas de perda
embrionaria.

No entanto, como referido anteriormente, de acordo com estudos de
Morgante et al. (1999) baixas doses de danazol fazem com que o0 mesmo nao se
ligue aos receptores de estrégeno, mas provocam a ligacéo estavel desse horménio
aos receptores para andrégenos e progesterona. A ligacdo aos receptores de
progesterona, caracteristico da farmacologia de danazol em dosagens baixas, pode
agir diminuindo a implantacdo embrionaria e a viabilidade fetal. Esta ligacdo pode
explicar também o atraso na decidualizacdo observado neste grupo, ja que o
processo de decidualizagdo, de acordo com Franco et al. (2011) € induzido em

grande parte pela progesterona.
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Figura 7 - Fotomicrografias de cortes histoldgicos de sitios de implantacdo no 8° ddg. Sitio de
implantagdo controle (A). Sitio de implantagdo de camundongo tratado com 0,75
mg/Kg e com tamanho menor (B). Sitio de implantagdo de camundongo tratado
com 7,5 mg/Kg (C). Sitio de implantagdo de camundongo tratado com 75 mg/Kg
(D). Embrido (E). Mesométrio (MS). Regido Mesometrial (RM). Regido anti-
mesometrial (RAM). Endométrio (EN) Lectina DBA-Peroxidase-DAB e Hematoxilina
de Harris.

Fonte: Do autor.

A



ddg. Sitio de implantacdo controle (A). Sitio de implantacdo de
camundongo tratado com 0,75 mg/kg com aparéncia normal (B). Sitio
de implantagdo de camundongo tratado com 7,5 mg/Kg com muitas
células semelhantes as células trofoblasticas ao redor de vasos (C).
Detalhe de C com células semelhantes as trofoblasticas formando
corddes espessos ao redor dos vasos (D) (setas) e células uNK
(cabecas de seta). Detalhe de D com células tipo trofoblasto (setas) e
células uNK (cabegas de seta) (E). Sitio de implantagdo de
camundongo tratado com 75 mg/Kg com embrido morto (F) em sinais
de intensa hemorragia. Embrido (E). Mesométrio (MS). Endométrio
(EN). Hemorragia (H). Lectina DBA-Peroxidase-DAB e Hematoxilina de
Harris.

Fonte: Do autor.
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Figura 9 - Fotomicrografias de cortes histologicos de sitios de implantacdo no 12° ddg. Sitio de
implantacdo controle (A). Sitio de implantagdo de camundongo tratado com 0,75 mg/kg
onde a placenta parecia pequena e com ilhas de células trofoblasticas indiferenciadas
(seta) (B). Detalhe de B mostrando células indiferenciadas onde ja deveria existir
labirintotrofoblasto (C). Sitio de implantagdo de camundongo tratado com 7,5 mg/Kg com
muitas células semelhantes as células trofoblasticas (setas) ao redor de vasos (D) e
células uNK (cabecas de seta). Detalhe de D com células semelhantes as trofoblasticas
formando corddes espessos ao redor dos vasos (E) (setas) e células uNK (cabecas de
seta). Sitio de implantacdo de camundongo tratado com 75 mg/Kg (F) com embrido morto
em sinais de intensa hemorragia. Embrido (E). Miométrio (Mi). Endométrio (EN). Placenta
(PL). Vaso (V). Hemorragia (H). Lectina DBA-Peroxidase-DAB e Hematoxilina de Harris.

Fonte: Do autor.
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Durante a avaliagdo da influéncia das diferentes concentracbes de
danazol sobre o numero total de células uNK reativos a lectina DBA, foi observado
que o numero de células uNK foi menor que o encontrado em animais do grupo
controle até o 8° ddg nos animais tratados com 0,75 e 7,5 mg/Kg de danazol (Gréfico
12). Até este dia de gestacdo, nos animais tratados com 75 mg/Kg de danazol, o
numero de uNK era semelhante ao controle. A partir do 10° ddg, no entanto, foi
observado um aumento significativo no numero de células uNK em animais tratados
com 7,5 mg/Kg, enquanto em animais tratados com 0,75 mg/Kg estas células
continuavam em menor nidmero e nos tratados com 75 mg/Kg o nimero de uNK
diminuiu expressivamente. No 12° ddg, a quantidade total de células uNK manteve
distribuicdo semelhante ao 10° ddg nos animais de todos os grupos, contudo, no 15°
ddg o numero destas células passou a ser igual estatisticamente.
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10.00 -

== Controle
8.00 -

—— Danazol 0,75

/m Danazol 7,5

== Danazol 75

6.00 -
4.00 ~
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Dias de Gestacdo

Gréfico 12 - Representacdo da média total de células uNK nos diferentes dias de gestacdo para os
grupos controle e tratados com danazol em diferentes concentracdes
Fonte: Do autor.

Durante nosso estudo quantitativo dos subtipos de células uNK uterinas
DBA reativos em trés areas do utero prenhe de camundongos foi observado que na
area 1, mais distante do embrido implantado, as células uNK do subtipo 1, 2, 3 e 4
foram raras nos animais tratados com 0,75 mg/Kg de danazol (Gréafico 13). No
entanto, no 10° ddg, nestes animais, o numero de uNK do subtipo 1 foi
significantemente maior em relacdo ao controle nesta area, ao passo que as do
subtipo 3 e 4 estavam em menor numero. No 12° e 15° ddg as uNK do subtipo 4

estavam, significantemente, em menor e em maior numero respectivamente e em
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relacdo aos animais controle. Na mesma area, entretanto, nos sitios de implantacao
embrionaria de camundongos tratados com a dosagem de 7,5 mg/Kg foi observada
alteracdo significativa apenas no numero de uNK do subtipo 1 no 10° ddg, onde
estas se encontravam em maior numero e em uNK do subtipo 4 no 15° ddg, onde
foram encontradas em maior nimero em relacdo aos animais controle. No que diz
respeito aos animais tratados com a concentracao de 75 mg/Kg, estes apresentaram
também maior numero de células uNK do subtipo 1 e menores numeros daquelas do
subtipo 3 no 10° dgg. As uNK do subtipo 4 eram maiores em numero no 15° ddg em
relacdo aos controles. Estudos caracterizaram a area 1 como a area de chegada de
células uNK uterinas, fendmeno que ocorreria por volta do 5° ddg em camundongos
(PAFFARO JR et al., 2003). O aumento em numero de células uNK do subtipo 1
nesta area no 10° ddg em todos os grupos de camundongos tratados com danazol,
sugere que o tratamento prévio com este esterdide sintético aumenta a migracéo de
células uNK para o utero durante a prenhez.

Na éarea 2 (Grafico 14), as células uNK pertencentes ao subtipo 1, 2, 3 e 4
continuaram raras em animais tratados com 0,75 mg/Kg de danazol no 6° ddg.
Reducéo significativa foi observada neste grupo (0,75 mg/Kg) no niumero de células
uNK do subtipo 4 no 8° ddg e 10° ddg. Adicionalmente, um nimero menor de células
uNK do subtipo 3 foi observado no 12° ddg. Nado foram encontradas diferencas
significativas nos numeros dos diferentes subtipos de unK no 15° ddg em animais
deste grupo na area 2. No que diz respeito aos animais tratados com a dosagem de
7,5 mg/Kg de danazol, foi observado uma reducédo no numero das células uNK do
subtipo 3 apenas no 12° ddg. Esta reducé&o foi concomitante a um aumento no
namero de células uNK do subtipo 4 no 12° e 15° ddg nestes animais. Os animais
tratados com 75 mg/Kg, apresentaram grandes alteracfes no nimero dos subtipos
de células uNK na éarea 2, sendo o subtipo 1 maior em nimero no 6° e 8° ddg,
enquanto o subtipo 3 estava em menor niumero no 8° e 10° ddg e o subtipo 4 de uNK
era menor em numero no 12° e 15° ddg em relacdo aos animais controle. A area 2
aquela caracterizada como éarea de intensa proliferacdo celular em estudos
anteriores em camundongos prenhes normais (PAFFARO JR et al., 2003; CROY et
al., 2010). As alteracdes mais intensas percebidas pela quantificacdo dos subtipos
de uNK em animais tratados com 75 mg/Kg de danazol foram observadas nesta
area, nos quais foi observado um maior numero de células uNK imaturas (subtipo 1)

no 6° ddg e diminuicdo de formas mais diferenciadas a partir do 10° ddg. De fato,



72

varios efeitos farmacologicos de danazol ja foram descritos, incluindo inibicdo da
liberacdo de gonadotrofinas, inibicho competitiva de enzimas esteroidogénicas,
modulacdo de fung¢Bes imunoldgicas e supressdo de proliferacdo celular
(FRANCHIMONT; CRAMILION, 1977; BARBIERI et al., 1977; ROSE et al., 1988;
VIGANO et al.,, 1994). Nossos resultados sugerem, portanto, que dosagens
excessivas de danazol podem interferir com a proliferagdo das células uNK
diminuindo seu numero, o que explica a menor concentracdo do 8° para o 10° ddg
destas células demonstrada durante a quantificacdo do namero total das mesmas
neste trabalho (Grafico 12).

Na area 3, proxima ao embrido, foram observadas as modificacbes mais
significativas no numero dos subtipos de uNK. Sendo assim, nos camundongos
tratados com 0,75 mg/Kg de danazol, as células uNK dos subtipos 1, 2, 3 e 4
continuaram raras no 6° ddg (Grafico 15). Foi observado um aumento significativo
das células do subtipo 2 no 8° ddg e diminuigcdo no nimero de uNK do subtipo 3 no
10° ddg. Quanto aos animais tratados com a dosagem terapéutica (7,5 mg/Kg),
nesta area foi observado um aumento no numero de uNK do subtipo 1,
concomitantemente a diminuicdo das uNK do subtipo 3. No 10° ddg, estes animais
apresentaram um maior numero de células uNK do subtipo 4 e concomitante
diminuicdo no nimero das células do subtipo 3 nesta area. No 12° e 15° ddg, as
uNK do subtipo 3 continuaram diminuindo em numero ao passo que no 15° ddg as
uNK do subtipo 4 estavam aumentadas em namero em relacdo aos animais
controle. Nos camundongos tratados com 75 mg/Kg de danazol, foi notado um
aumento no numero de células do subtipo 1 e concomitante diminui¢do das células
uNK do subtipo 3 no 6° ddg. No 8° ddg, tanto o numero de uNK do subtipo 1 quanto
do subtipo 2 eram maiores em namero que nos animais controle. As células uNK do
subtipo 3 encontravam-se em menor numero a partir do 10° ddg nestes animais,
enquanto o numero de células do subtipo 4 parecia inalterado nestes animais. Os
resultados quantitativos na area 3 revelaram que danazol foi capaz de aumentar o
namero de formas mais imaturas (subtipo 1 ou 2) de células uNK no inicio da
gestacdo em todas as dosagens utilizadas. No entanto, a diminuigdo no numero de
células do subtipo 3 (mais diferenciadas) e concomitante aumento das formas
conhecidas como senescentes (subtipo 4) a partir do 10° ddg, sugerem que este
horménio é capaz de acelerar a diferenciacdo destas células em regides proximas

ao embrido.
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Grafico 13 - Representacgdo da distribuicdo na Area 1 dos 4 subtipos de células uNK nos diferentes
dias de gestagcdo para os grupos controle e tratados com danazol em diferentes
concentracdes

Fonte: Do autor.
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Fonte: Do autor.
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6. CONCLUSOES

Com o conjunto de resultados obtidos no estudo morfolégico, citoquimico,
estereologico e comportamental de camundongos prenhes submetidos ao

tratamento prévio com diferentes concentracdes de danazol, podemos concluir que:

— Danazol na dosagem de 0,75 mg/Kg apresentou efeito ansiogénico e diminuiu a
retencdo de memoéria de curto prazo no periodo médio da prenhez de
camundongos (10° ddg). Na concentragéo de 7,5 mg/Kg provocou aumento da
retencdo de memoéria a curto prazo e estado equivalente ao depressivo. A
diminuicdo do tempo de exploracdo global a medida que a concentracdo do
horménio foi aumentada sugere efeito dose dependente de danazol no

estabelecimento de estado de sonoléncia e apatia em camundongos no 10° ddg.

— Danazol provocou atraso no periodo para sucesso da coOpula, no entanto,
aumentou a taxa de prenhez sem reduzir o numero de corpos liteos em todas as
dosagens utilizadas, revelando a eficiéncia deste horménio em melhorar a

fertilidade em camundongos.

— A dosagem de 0,75 mg/Kg de danazol diminuiu as taxas de implantacdo e
viabilidade embrionaria sem contudo aumentar a perda embriondria. Tais
resultados revelam que esta dosagem nado € a mais adequada para melhora das
condicBes de prenhez de camundongos. As dosagens de 0,75 e 75 mg/Kg de
danazol provocaram aparente diminuicdo dos sitios de implantacdo, atraso na
decidualizacdo e no adelgassamento do miométrio de camundongos, como
diagnosticado no 6° ddg. Nenhuma dosagem de danazol foi capaz de provocar

perda embrionaria significativa em nossos estudos.

— Nos camundongos tratados com a dosagem 7,5 mg/Kg de danazol foram
observadas, a partir do 10° ddg, muitas células grandes e de morfologia
equivalente as células trofoblasticas gigantes ao redor dos vasos que nutrem a
decidua e o embrido, o que sugere que esta droga aumenta a invasividade do

trofoblasto a partir do periodo médio da prenhez.
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— N&o foram observadas mudancas no padrao de reatividade da lectina DBA nos
subtipos de uNK de animais tratados com danazol, o que significa que este
hormbénio ndo altera a expressdo de glicoconjugados contendo n-acetil-

galactosamina nestas células.

— Danazol na concentracéo de 7,5 mg/Kg provocou aumento no nimero de células
uNK, enquanto dosagens menores (0,75 mg/Kg) e maiores (75 mg/Kg) causaram
diminuicdo neste numero, demonstrando o efeito dose dependente do danazol no

ndmero de células uNK.

— O aumento em numero de células uNK do subtipo 1 na area 1 no 10° ddg em
todos os grupos de camundongos tratados com danazol, sugere que o tratamento
com este esterdide sintético aumenta a migracao de células uNK para o Utero
durante a gestacdo. A diminuicdo no numero de células diferenciadas (subtipo 3)
em regibes de proliferacdo (area 2) do uUtero de camundongos tratados com a
dosagem maior de danazol, sugere que esta droga pode prejudicar a proliferacéo
das células uNK em dosagens excessivas. Em areas proximas ao embrido (area
3) danazol em qualquer dosagem foi capaz de aumentar o nimero de formas
mais imaturas (subtipo 1 ou 2) de células uNK no inicio da gestacéo e diminuir o
niamero de uNK do subtipo 3 (mais diferenciadas), concomitantemente ao
aumento das formas senescentes (subtipo 4) a partir do periodo médio da
gestacdo, o que sugere que este horménio € capaz de acelerar a diferenciacao

destas células em regifes proximas ao embrido.

— Nossos resultados confirmam os obtidos na literatura de que a dosagem
terapéutica de 7,5 mg/Kg de danazol é aquela capaz de modificar a homeostasia

uterina melhorando a fertilidade e as condi¢cfes da prenhez.

— As maiores alteracfes relacionadas a ansiedade e memaria observadas no 10°
ddg, concomitantes as alteragbes morfolégicas nos sitios de implantacéo
embrionaria e aumento na proliferacdo de células natural killer uterinas também
neste periodo, demonstram a integracdo entre sistemas nervoso, enddcrino e
imunologico durante a prenhez, que pode ser influenciada de uma maneira dose-

dependente pelo tratamento prévio com danazol.
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APENDICE A

LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO - GRUPO
FREQUENCIA DE

ENTRADAS TEMPO DE PERMANENCIA
Braco Braco Braco Braco
DDG ANIMAL Aberto Fechado Aberto Fechado
1
2
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3
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APENDICE B
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TESTE DE MEMORIA — GRUPO

80
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12°

15°

EXP GLOBAL Teste RECONHECIMENTO
(EG) (M) (Rp)
DDG | ANIMAL | Al +A2 A3 B |A3+B (B-A3 / B+A3)
1
6° 2
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APENDICE C

NADO FORCADO - GRUPO

DDG | ANIMAL Tempo Estatico
1
2
60
3
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FeSBE 2010

25 a 28 de agosto de 2010
Aguas de Lindoia - Sao Paulo

CERTIFICADO

Certificamos que

o resumo 05.002 intitulado ASPECTOS MORFOFISIOLOGICOS E
COMPORTAMENTAIS DA GESTACAO DE CAMUNDONGOS APOS
TRATAMENTO PREVIO COM DANAZOL de autoria Tavares, E. P,
Amarante-paffaro, A. M., Giusti-paiva, A., Paffaro Jr, V. A. - Depto
de Ciéncias Biomédicas, UNIFAL-MG Faculdade de Odontologia,
UNIFENAS, foi apresentado sob a forma de painel na

XXV Reuniéo Anual da Federacao de Sociedades de Biologia
Experimental — FeSBE, realizada na cidade de Aguas de Linddia — SP,
de 25 a 28 de agosto de 2010.

Comissao Organizadora
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