RCON 26(6): 597-602, 2004

Trabalhos Originais

Aspectos Morfologicos da Juncao Escamo-Colunar de Ratas em Estro
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Treated with an Association of Estrogen and Glucocorticoid
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RESUMO

Objetivo: avaliar o efeito da associacdo de dexametasona com estrogénio sobre a junc¢do
escamo-colunar (JEC) de ratas em estro permanente e ovariectomizadas (Ovx).

Métodos: trinta ratas foram divididas em seis grupos com cinco animais cada: GEF —em estro
fisiolégico, tendo recebido propilenoglicol (veiculo); GOVX — em estro fisiolégico com
ovariectomia e tratadas com o veiculo; GEP — em estro permanente (EP); GEPOVX — em EP,
Ovx e tratadas com veiculo; GESTR - em EP, Ovx e tratadas com 10 mg/dia de benzoato de
estradiol e GDEXAR — em EP, Ovx e tratadas com 10 mg/dia de benzoato de estradiol e 0,8
mg/ dia de dexametasona. O EP foi induzido com 1,25 mg/animal de propionato de testosterona
logo apds o nascimento. Apés 90 dias, as ratas foram ovariectomizadas nos grupos GOVX,
GEPOVX, GESTR e GDEXAR. Apés 21 dias de castragdo, os animais foram tratados por
cinco dias consecutivos. No final do experimento, todos os animais foram sacrificados e o
ttero removido para rotina histolégica.

Resultados: a JEC do GEP tinha limites irregulares e pouco nitidos, com vdrios brotamentos
em direcdo da lamina prépria, bem como reduc¢do do numero de leucdcitos comparado a
GEF. A JEC do GOVX e do GEPOVX se mostrou pouco nitida, com epitélio ctibico na parte
endometrial e diminuicdo das camadas do epitélio escamoso, com atrofia estromal. No GESTR,
a JEC apresentou-se bem mais desenvolvida que nos grupos GOVX e GEPOVX, mas asseme-
lhando-se mais ao GEP devido aos limites pouco nitidos e aumento dos brotamentos. Ja no
GDEXAR, a JEC foi bem delimitada, se aproximando do aspecto do GEF.

Conclusao: nossos dados sugerem que a dexametasona associada ao estrogénio seria im-
portante na restauracdo da morfologia normal da JEC em ratas que foram previamente
induzidas a estro permanente e subseqtientemente submetidas a castragdo.

PALAVRAS-CHAVE: Histologia cervical. Jung¢do escamo-colunar. Estrogénio.

[ntroducéo

Em mulheres, o colo uterino é recoberto no
seu canal por epitélio cilindrico de origem
mulleriana e na regido externa por epitélio
escamoso (estratificado) que tem origem no seio
urogenital. A regido de unido desses dois tipos de
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epitélio se chama juncao escamo-colunar (JEC) e
sua localizacao pode ser no orificio cervical exter-
no, canal endocervical ou ectocervical (ectopia),
conforme a idade da mulher, niveis séricos dos
esterdides sexuais ou uso de medicamentos
hormonais’.

Estudos clinicos mostram que ha influéncia
hormonal no processo de proliferacado do epitélio
endocervical, podendo-se deslocar a regido da JEC
para a regido ectocervical. Ja a diminuicao dos
niveis hormonais na pés-menopausa pode ocasio-
nar efeito inverso?3. Deve-se ressaltar que o co-
nhecimento dos efeitos hormonais sobre o epité-
lio cervical ainda é limitado, principalmente nos
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casos de anovulacao cronica com producdo aumen-
tada de androgénios, como ocorre nas pacientes
com a sindrome dos ovarios policisticos. Assim, ha
necessidade de estudos experimentais em ani-
mais para melhor compreensao.

O modelo de estudo em roedores € muito ttil,
visto que o comportamento do epitélio e do estroma
cervical desses animais em face de ester6ides se-
xuais é semelhante ao humano*.

Alguns aspectos histolégicos do colo uterino
das ratas durante o ciclo estral (ovulatério) devem
ser citados. Datta et al. (1968)° relataram que o colo
uterino de ratas, na fase de estro e de metaestro
(ap6s ovulacao), é revestido na sua porcao mais
externa por um epitélio estratificado pavimentoso
queratinizado, sendo no diestro e proestro (antes e
durante a ovulacdo) ndo queratinizado. Ja Valente
e Sasso (1992)¢, estudando o colo uterino de ratas,
observaram que a proporcao de fibras colagenas e
a infiltracao de eosinéfilos na lamina propria eram
maiores na fase de estro (ap6s pico hormonal de
estrogénio e progesterona) em comparacido a de
diestro (elevacdo hormonal). Ramos et al. (2002)”
referem que os aspectos morfolégicos observados
no colo uterino de ratas estédo diretamente relacio-
nados aos niveis de receptores de estréogeno e de
progesterona.

A androgenizacado em ratas recém-nascidas
acarreta anovulacdo cronica e também prolifera-
cao e cornificacdo acentuadas do epitélio escamoso
cérvico-vaginal. Apos a ovariectomia, esse proces-
so regride, mas a atrofia epitelial € menos evi-
dente do que nas ratas controle que tinham o ci-
clo estral normal®. Além disto, a resposta epitelial
ao tratamento hormonal com estrogénio e proges-
tagénio nos animais previamente androgenizados
e ovariectomizados foi mais exacerbada do que nos
animais controle®. Este trabalho sugere compor-
tamento anémalo do epitélio cervical de ratas an-
drogenizadas aos ester6ides sexuais. Outro traba-
lho mostrou que o sistema imunolégico local esta
alterado no colo uterino de ratas androgenizadas.
De fato, ha reducao do numero de células de
Langerhans na mucosa desta regiao®.

Outros autores sugerem que os glicosami-
noglicanos, principalmente a heparina do estroma
cervical, seriam responsaveis pelo controle da pro-
liferacao epitelial, tanto do componente cilindrico
quanto do escamoso!®!!. Além disto, os androgénios
agiriam sobre a reducédo da producédo de glicosa-
minoglicanos, principalmente heparina, além do
que atuariam em fibroblastos e na resposta infla-
matéria local, bem como na proliferacao
epitelial'>!3. Estas alteracdes seriam permanen-
tes em ratas androgenizadas no periodo neonatal,
mesmo apods a ovariectomia®. Por outro lado, a
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dexametasona reduziria a proliferacao epitelial in
vitro'* e in vivo's. Além disto, os glicocorticoides
também elevariam a producéo de glicosaminogli-
canos, principalmente do sulfato de heparina'®.
Assim, o objetivo deste trabalho é avaliar se a ad-
ministracao de dexametasona associada ao
estrogénio reverteria as alteracdoes da JEC cau-
sadas pela androgenizacdo com o propionato de
testosterona em ratas.

Material e Métodos

Foram utilizadas quarenta ratas albinas
(Rattus norvegicus albinus, Rodentia, Mammalia),
da linhagem OUTB EPM-1 Wistar, recém-nasci-
das. Os animais foram fornecidos pelo Centro de
Desenvolvimento de Modelos Experimentais em
Medicina e Biologia (CEDEME) da Universidade
Federal de Sao Paulo / Escola Paulista de Medici-
na (UNIFESP/EPM).

Os animais recém-nascidos foram divididos
em dois grupos: o controle, que recebeu apenas o
veiculo (n=15), e o de estro permanente, que rece-
beu 1,25 mg/animal de propionato de testostero-
na (n=25), segundo a técnica preconizada por
Barraclough (1961)'". Ap6s 60 dias do tratamento,
foram colhidos esfregacos vaginais, diariamente,
por trinta dias consecutivos. Dos animais que re-
ceberam o veiculo, dez tiveram ciclos regulares
de quatro dias e foram incluidos nesse estudo. Ja
no grupo que foi androgenizado, quatro animais
morreram durante o estudo e um nao entrou em
estro permanente (anovulacdo). Os animais res-
tantes foram usados neste experimento.

Cinco animais do grupo controle e quinze das
ratas em estro permanente foram submetidos a
ovariectomia bilateral. Apés trinta dias da
ovariectomia (Ovx), todos os animais foram
reagrupados em seis grupos, a saber: GEF — estro
fisiologico sem castracéo (n=5); GOVX — estro fisio-
légico com Ovx e tratados com propilenoglicol (vei-
culo) (n=5); GEP — estro permanente (EP) sem cas-
tracédo (n=5); GEPOVX - em EP com Ovx e tratados
com o veiculo (n=5); GESTR - EP com Ovx e tratados
com 10 mg/dia de 3-benzoato de beta-estradiol, SC
(n=5), e GDEXAR — EP com Ovx e tratados com 10
mg/dia de 3-benzoato de beta-estradiol e 0,8 mg/
dia de dexametasona, SC (n=5). As substancias uti-
lizadas foram diluidas em propilenoglicol (veiculo).

Ap6s cinco dias de tratamento, todos os ani-
mais foram anestesiados, sacrificados e, rapida-
mente, o Gtero juntamente com a vagina foram
removidos e fixados em liquido de Bouin. Apos 24
horas de fixacao, os fragmentos do colo uterino
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junto com a vagina foram incluidos em parafina
para obtencao de cortes longitudinais de 3 um de
espessura, paralelamente ao maior eixo do con-
junto colo e vagina, para melhor avaliacao da tran-
sicdo dos epitélios. A coloracao foi feita pela técni-
ca de hematoxilina e eosina (HE). A analise da JEC
foi realizada em microscopia de luz.

A determinacéo do indice mitético foi rea-
lizada contando-se o numero de mitoses presen-
tes em 1000 células de cada regido estudada em
cada animal. Desta maneira células foram ana-
lisadas, a partir da JEC, tanto para a regido da
ectocérvice quanto para a da endocérvice, em
microscépio de luz com aumento de 800 vezes.
Na regido da ectocérvice foi analisada apenas a
camada basal. A espessura dos epitélios foi ava-
liada com o auxilio de uma ocular de medicéo (Kpl
— 8X da Zeiss) acoplada a microscopio de luz sob
aumento de 800 vezes.

Para a analise dos resultados utilizou-se ana-
lise de variancia (ANOVA) e, quando significante,
complementou-se com o teste de comparacoes
multiplas de Bonferroni entre os grupos (0<0,05).

Resultados

Morfolégicos

GEF - A JEC apresenta epitélio cilindrico
simples, intensamente infiltrado por leucécitos no
canal endocervical e epitélio estratificado
pavimentoso nao queratinizado do lado
ectocervical (Figura 1A). Na regido de contato en-
tre esses dois tipos de epitélio, ha avanco discreto
do epitélio cilindrico sobre o escamoso para fora
do canal endocervical, onde se observam figuras
de mitose.

GOVX - Tanto o epitélio endocervical quanto
o ectocervical sdo pouco desenvolvidos em relacao
ao GEF. O revestimento do canal endocervical esta
constituido por células cilindricas que se continu-
am com o estratificado escamoso da ectocérvice. A
lamina prépria é rica em fibras colagenas e ha pou-
ca infiltracdo leucocitaria, e no tecido epitelial,
raras figuras de mitose (Figura 1B).

GEP - O epitélio cilindrico simples apresen-
ta pouca infiltracao leucocitaria e na regiao de
transicao para o epitélio estratificado pavimentoso,
que nesse grupo apresenta-se queratinizado, mos-
tra-se bastante irregular (Figura 1C). Observam-
se, com certa freqiiéncia, areas de epitélio cilin-
drico entremeadas ao estratificado e em alguns
locais do epitélio cilindrico observam-se brotos
intra-epiteliais em direcdo a lamina prépria. A
lamina prépria mostrou grande concentracdo de
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eosinéfilos e raras glandulas endocervicais. Ha
também avanco acentuado do epitélio cilindrico
para a regiao cervical em contato com a vagina.
Neste grupo notam-se inameras figuras de mitose.

Ep. Cilindrico
N

Figura 1 - Fotomicrografias mostrando cortes longitudinais da jung&o escamo-colunar
(JEC) do colo uterino das ratas pertencentes aos varios grupos estudados. Em A (GEF),
notar epitélio cilindrico sobrepondo-se ao epitélio estratificado. Observar, na lamina
propria, leucécito (seta). Em B (GOVX) e D (GEPOVX), o epitélio cilindrico simples (1)
continua-se com o epitélio estratificado (2), sendo ambos atréficos. Em C (GEP), notam-
se JEC e epitélio estratificado pavimentoso queratinizado (*). Em E (GESTR), a JEC
(epitélio cilindrico - seta) continua-se com o epitélio estratificado pavimentoso. Em F
(GDEXAR), observa-se a jungao escamo-colunar (JEC) apés a administragéo de
estrogénios conjugados e dexametasona, semelhante a do GEF. (HE 240X). GEF = estro
fisiolégico sem castragdo; GOVX = estro fisiologico com ovariectomia (Ovx) e tratados
com propilenoglicol; GEP = estro permanente (EP) sem castragdo; GEPOVX = em EP com
Ovx e tratados com propilenoglicol; GESTR = EP com Ovx e tratados com 10 mg/dia de
3-benzoato de beta-estradiol; GDEXAR = EP com Ovx e tratados com 10 mg/dia de 3-
benzoato de beta-estradiol e 0,8 mg/dia de dexametasona.

GEPOVX - Nota-se epitélio endocervical, pou-
co desenvolvido, constituido por células ctibicas ou
cilindricas, continuando com um epitélio ctibico
ou cilindrico estratificado. A endocérvice esta
constituida por duas ou trés camadas de células.
A lamina prépria apresenta poucas glandulas
endocervicais e grande concentracao de fibras
colagenas (Figura 1D).

GESTR - A JEC mostra-se irregular, sem li-
mites precisos. A porcdo endocervical esta
revestida por epitélio cilindrico simples bem de-
senvolvido, inclusive contendo locais com epitélio
estratificado pavimentoso queratinizado e outros,
nao queratinizado, onde se pode observar elevado
numero de figuras de mitose. Além disto, o epité-
lio cilindrico invade e substitui partes do epitélio
escamoso na ectocérvice. A lamina prépria mos-
trou grande concentracdo de eosinéfilos e redu-
cao de glandulas endocervicais em relacdo ao GEF
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(Figura 1E). O aspecto da JEC deste grupo é muito
semelhante ao GEP, com cornificacao aumentada
do epitélio escamoso e elevado nimero de mitoses.

GDEXAR - A JEC é bem delimitada e regular,
com endocérvice revestida por epitélio cilindrico sim-
ples e ectocérvice contendo epitélio estratificado
pavimentoso nao queratinizado. O aspectoda JEC é
muito semelhante ao GEF (Figura 1F).

Morfométricos
Os dados morfomeétricos estdo expressos na
Tabela 1. Com relacao ao indice mitético observa-
do na ectocérvice, os animais castrados sem tra-
tamento hormonal (GOVX e GEPOVX) tiveram va-
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lores significantemente menores (0,04) que os
animais do GEF, GEP e GESTR (0,36; 0,42 € 0,45,
respectivamente) (entre 0,24 e 0,60) (p<0,05), com
excecao do grupo GDEXAR. Além disso, o GESTR
apresentou indices mitéticos superiores aos do
GDEXAR (p<0,05). Ja na endocérvice dos animais
castrados sem tratamento hormonal (GOVX e
GEPOVX), o indice mitético foi inferior ao dos GEF,
GEP e GESTR (p<0,05), com excecao ao GDEXAR.
Contudo, o GEF (estro fisiol6gico) ndo mostrou di-
ferenca significante em relacdo ao GDEXAR. Os
resultados do GEP e GESTR foram muito maiores
que o GDEXAR (p<0,05).

Tabela 1 - Resultados da determinagdo do indice mitético, da espessura do epitélio e do nimero de glandulas da jung@o escamo-colunar das ratas nos varios grupos de estudo (média

+ erro padrdo da média).

Grupos de estudo

Estrutura analisada GEF GOVX GEP GEPOVX GESTR GDEXAR
indice mitético na ectocérvice 0360032 004+£001°¢ 042+£0,08° 004+£002¢ 045+012% 0,14+0,02°
indice mitético na endocérvice 0,24 +0,01°> 001+002¢ 060+£0,032 001+£001¢ 060+0102 0,08+0,01°
Numero de glandulas endocervicais 10,5+£08° 55+06° 199+13¢2 6,7+14° 173+12¢2 73+1,1°
Espessura do epitélio endocervical (um) 370+1.2° 10,0+15¢ 640+35° 109+0,2° 635+1252 145+45°
Espessura do epitélio ectocervical (um) 147,2 + 32,8 68,1 £ 225 1521 + 42,2 570+334 1725+425 1382+ 225

[ndice mitdtico na ectocérvice: GEF, GEP, GESTR > GDEXAR > GOVX, GEPOVX (p<0,05).
Indice mitético na endocérvice: GEP, GESTR > GEF > GOVX, GEPOVX, GDEXAR (p<0,05).

Numero de glandulas endocervicais: GEP, GESTR > GEF, GOVX, GEPOVX e GDEXAR (p<0,05).
Espessura do epitélio endocervical: GEP, GESTR > GEF > GOVX, GEPOVX, GDEXAR (p<0,05)

a>b>c. Para a abreviagdo dos grupos, ver legenda da Figura 1.

Apoés a analise das glandulas endocervicais,
os animais do GEP e GESTR mostraram maior nu-
mero de glandulas (19,9 e 17,3) que os outros gru-
pos (GEF, GOVX, GEPOVX e GDEXAR) (5,5 a 10,5).
Ja a espessura do epitélio endocervical do GEF foi
maior que dos grupos GOVX e GEPOVX (p<0,05) e
inferior a dos GEP e GESTR (p<0,05). Ja os ani-
mais do GEP e GESTR tiveram maior espessura
epitelial do que os outros grupos (GEF, GOVX,
GEPOVX e GDEXAR, p<0,05).

Nao houve diferencas significantes quanto
a espessura do epitélio ectocervical entre os va-
rios grupos (p>0,05), mas houve tendéncia de di-
minuicdo nos animais castrados sem reposicao
hormonal comparados aos outros grupos.

Discussao

A administracao de 1,25 mg de propionato
de testosterona em ratas recém-nascidas pode
levar a alteracodes irreversiveis no hipotalamo.
Nesses animais, ha aumento da expressao do

neuropeptideo Y e diminuicao da expressao do re-
ceptor de estrogénio e da liberacdo de GnRH pela
eminéncia média e nucleo arqueado do
hipotalamo'®. Na idade adulta, essas ratas irdo
apresentar liberacdo andémala das gonadotrofinas
e alteracao da funcao ovariana e da ovulacédo. Con-
seqUentemente, os esfregacos vaginais irdo re-
fletir o disttrbio hormonal ovariano, pela perma-
néncia de maior porcentagem de células interme-
diarias, superficiais e cornificadas'”.

Este modelo € usado para estudar anovulacéao
cronica e até faléncia ovariana prematura'®. En-
tretanto, outros estudos mostraram que a admi-
nistracdo de androgénios no periodo neonatal leva
a alteracoes cérvico-vaginais?°. Essas alteracdes
também ocorrem em outros animais, como em
novilhos?'. Além disto, ha relatos de que a admi-
nistracao por longo prazo de androgénios em mu-
lheres normais pode alterar o colo uterino, levan-
do ao adelgacamento epitelial?. Contudo, esta
mudanca é diferente da encontrada em nosso es-
tudo em ratas imaturas.

No nosso estudo, as transformacoes do efei-
to do tratamento androgénico na JEC persistiram
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nas ratas ooforectomizadas e tratadas com
estrogénio. Este efeito é oposto em ratas normais
e ndo androgenizadas (dado néao apresentado nos
resultados). Ja o tratamento com a dexametasona
tornou a JEC mais regular e semelhante ao grupo
controle com ciclo estral regular. Este dado suge-
re que os glicocorticéides seriam importantes para
antepor-se a resposta exagerada de proliferacéao
epitelial ao estrogénio em ratas previamente an-
drogenizadas, inclusive se aproximando do aspec-
to dos animais em estro fisiologico. Os dados
morfométricos suportam estas hipoteses.

Uma explicacdo para aquele fato seria acéo
direta da dexametasona nas células epiteliais da
JEC. Deve-se ressaltar que alguns experimentos
mostraram que este horménio atua na reducao do
indice de mitoses??, da replicacdo e da sintese de
DNA das células epiteliais?®. Outra explicacao se-
ria a acao da dexametasona sobre o aumento da
producao de glicosaminoglicanas, principalmente
sobre o heparan sulfato no estroma cervical'®. No
endotélio vascular, esta substancia diminui a acao
do fator de crescimento fibroblastico?*. Em coelhos,
o heparan sulfato é importante para maturacao do
epitélio cervical®® e, em mulheres, ha evidéncias
de sua acdo na proliferacdo do epitélio cervical?®.
Deve-se ainda reforcar que fatores de crescimento
sdo mais importantes para expressao desta
glicosaminoglicana do que a acédo direta de
estrogénio e progesterona?®.

Apesar de alguns autores mostrarem o efei-
to dos glicocorticéides no sistema reprodutor fe-
minino?” e apesar também dos resultados deste
trabalho, os mecanismos de acdo destes hormoénios
ainda nao estao totalmente elucidados. Contudo,
os nossos resultados sugerem que os glicocorti-
coides, em especial a dexametasona, seriam im-
portantes para restabelecer a normalidade da JEC
em ratas previamente androgenizadas.

ABSTRACT

Purpose: to evaluate the effects of estradiol benzoate
associated with dexamethasone on the squamocolumnar
Junction (SCJ) of rats in permanent estrus (PE) and then
ovariectomized (Ovx).

Methods: thirty female rats were divided into six groups of
five animals each: PhEG —rats in physiological estrus (PhE)
treated with propylene glycol (vehicle); OVXG — rats in PhE,
Ovx and treated with vehicle; PEG - rats in PE treated with
vehicle; PEOVXG —rats in PE, Ovx and treated with vehicle;
ESTRG- rats in PE, Ovx and treated with 10 mg per day
benzoate of estradiol, and DEXAG —in PE, Ovx and treated

Jungdo escamo-colunar

with 10 mg per day estradiol benzoate associated with 0.8
mg dexamethasone. PE induction was performed with 1.25
mg testosterone propionate per animal per day after birth.
After 90 days, rats in the OVXG, EPOVXG, ESTRG, and DEXAG
groups were ovariectomized. After 21 days of castration, all
animals received the corresponding treatment for five days.
At the end of the experiment, all animals were sacrificed and
the uteri removed for histological routine.

Results: the borders of the SCJ in the PEG were irregular
and not clearly delineated, with many buds towards the
direction of the lamina propria as well as a reduction in the
leukocyte number compared to the PhEG. The SCJ of the
OVXG and PEOVXG was not very visible, with cubical
epithelium on the endometrial side and with reduction in the
layers of squamous epithelium due to stromal atrophy. The
SCJ in the ESTRG was more developed than in the OVXG
and PEOVXG, but it was similar to that of the PEG, having
unclear borders. In contrast, the SCJ of the DEXAG was well-
delineated and similar to the PhEG.

Conclusion: our data suggest that estrogen associated with
dexamethasone may be important for remodeling SCJ
morphology in female rats with previously induced permanent
estrus and subsequent ovariectomy.

KEYWORDS: Cervical histology. Squamocolumnar junction.
Estrogen.
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