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RESUMO

Horménio do crescimento, associado ou ndo ao exercicio resistido, na
ciclicidade reprodutiva, endocrinologia e morfometria uterina de ratas wistar

O objetivo deste estudo foi verificar o uso do horménio do crescimento (GH),
associado ou ndo ao exercicio resistido, no ciclo estral, na dosagem do estradiol e
progesterona e na espessura do endométrio de ratas Wistar. As ratas foram
divididas em 4 grupos (n=10): CT (controle); Ex (exercicio resistido - saltos em agua
com 50% do peso corporal); GH (0,2Ul/Kg de GH administrado); e ExXGH (tratamento
combinado dos grupos GH e EXx). A fase do ciclo estral foi determinada por citologias
vaginais nas ratas, diariamente, durante 29 dias. Foi realizado dosagem hormonal
nas ratas e as espessuras dos endomeétrios foram avaliadas por histologia. Utilizou-
se 0 pressuposto de normalidade de Shapiro-Wilk. Para as amostras paramétricas,
utilizou-se ANOVA e Tukey e para ndo paramétricas Kruskal-Wallis e Student-
Newman-Keuls (p<0,05). Houve maior nimero de ciclos reprodutivos no CT que nos
demais grupos no periodo de 29 dias (p<0,05), nenhuma diferenca foi encontrada
entre 0s grupos na dosagem hormonal ou na espessura de endométrio. Portanto,
conclui-se que o GH, o exercicio resistido e os dois combinados interferem na
ciclicidade reprodutiva das fémeas, reduzindo o niumero de ciclos das ratas, sem
alterar a concentracéo de estradiol e progesterona ou a espessura do endomeétrio.

Palavras-chave: citologia vaginal, estradiol, exercicio fisico, progesterona, utero,
somatotrofina.



ABSTRACT

Growth hormone, associate or not to resisted exercise in reprodution cycle,
endocrinology and uterine morphometry of wistar rats

The aim of this study was to verify the use of growth hormone (GH), with or without
resisted exercise, the estrous cycle, the dosage of the estradiol and progesterone
and Wistar rats endometrium thickness. The rats were divided into four groups (n =
10): CT (Control); Ex (resisted exercise - water jumps with 50% of body weight); GH
(0,2U1 / kg administered GH); and ExGH (GH and Ex groups combined treatment).
The estrous cycle phase of rats were determined by vaginal cytology, daily for 29
days. The rats’ plasma was used for hormone dosage and the endometrium
thicknesses were evaluated by histology. Weused the Shapiro-Wilk
normality presupposition. For samples that was parametric, ANOVA was used with
Tukey, for no parametric samples, Kruskal-Wallis with Student-Newman-Keuls test
was used (p<0.05). There are a greater reproductive cycles number in CT than in
other groups during the 29 days period (p>0.05), no difference were found between
the hormones dosage groups neither endometrial thickness. Therefore, it is
concluded that GH and resisted exercises both combined affect females reproductive
cycle, they reduced the number of cycles of rats but they do not change the estradiol
and progesterone concentrations, neither endometrial thickness.

Keywords: physical exercise, vaginal smears, estradiol, progesterone, uterus,
somatotropin.
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HORMONIO DO CRESCIMENTO, ASSOCIADO OU NAO AO EXERCICIO
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2. Abstract

GROWTH HORMONE, WITH OR WITHOUT RESISTANCE EXERCISE ALTERS
THE REPRODUCTIVE IN WISTAR RATS CYCLITY

The aim of this study was to verify the use of growth hormone (GH), with or
without resisted exercise, the estrous cycle, the dosage of the estradiol and
progesterone and Wistar rats endometrium thickness. The rats were divided into four
groups (n = 10): CT (Control); Ex (resisted exercise - water jumps with 50% of body
weight); GH (0,2Ul / kg administered GH); and ExGH (GH and Ex groups combined
treatment). The estrous cycle phase of rats were determined by vaginal cytology,
daily for 29 days. The rats’ plasma was used for hormone dosage and the
endometrium thicknesses were evaluated by histology. We used the Shapiro-Wilk
normality presupposition. For samples that was parametric, ANOVA was used with
Tukey, for no parametric samples, Kruskal-Wallis with Student-Newman-Keuls test
was used (p<0.05). There are a greater reproductive cycles number in CT than in
other groups during the 29 days period (p>0.05), no difference were found between
the hormones dosage groups neither endometrial thickness. Therefore, it is
concluded that GH and resisted exercises both combined affect females reproductive
cycle, they reduced the number of cycles of rats but they do not change the estradiol

and progesterone concentrations, neither endometrial thickness.

Keywords: physical activity, vaginal cytology, estradiol, progesterone, uterus,
somatotropin.
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3. Introducéao

O horménio do crescimento (GH) ou somatotrofina € secretado pelas células
somatotroficas da hipofise anterior e a taxa de producdo deste horménio é regulada
por hormoénios estimulador ou inibidor produzidos pelo hipotalamo (Carter-Su et al.,
1996). Este horménio proteico, juntamente com o fator de crescimento semelhante &
insulina (IGF-1) e a insulina regulam o metabolismo de glicose, lipideos e proteinas
e assim regulam a composicao corporal (Elis et al., 2011). Os principais efeitos do
GH séo o aumento da sintese proteica, a diminuicdo da degradacao de proteinas, o
aumento da mobilizacéo de lipideos e a diminuicdo da oxidacdo de glicose (Kopple,
1992; Powers and Howley, 2004; Revhaug and Mjaaland, 1993).

O GH estimula a sintese de IGF-1 pelo figado, e pela maioria das células
organicas (Casaburi, 2001; Lobie et al., 1990b; Vance, 1990). Ele pode agir de forma
direta ou indireta por meio de seu principal mediador, o IGF-1, que atua autdcrina ou
paracrinamente em diferentes tipos celulares (Liu et al., 1998; Park and Vanderhoof,
1996), promovendo proliferacéo e diferenciacdo celular (Lanfranco et al., 2003).

A hipoglicemia, o sono, a infusdo ou administracdo de aminoacidos e o
exercicio estimulam a liberacdo de GH no organismo (Gomes et al.,, 2003).
Adaptacdes metabodlicas e endocrinas sdo observadas durante a realizacdo de
exercicio fisico (Matsuse et al.,, 2010), com elevagcbes nas concentracdes
plasmaticas dos hormonios cortisol e GH, e redugbes nas concentracdes
plasmaticas de insulina (Silva Jr. et al.,, 2014). Durante o exercicio fisico ocorre
constante liberacdo de GH, aumentando com a intensidade do exercicio (Araujo,
1982; Flanagan et al., 1997), com isso estimula o crescimento e fortalecimento dos
musculos, dos 0ssos e tecidos conjuntivos (Blackmore et al., 2012; Cutfield et al.,
2000; McArdle et al., 2003; Poggi et al., 2012; Yang et al., 2006).

Praticantes de exercicio fisico tem utilizado o hrGH (GH recombinante
humano) de forma indiscriminada para aumentar a captacdo de aminoacidos com a
finalidade de aumentar sua massa muscular e acelerar a oxidacdo dos acidos
graxos, devido a acdo anabolica e lipolitica do GH (Villaca et al., 2006). Porém,
esses individuos ndo consideram os efeitos colaterais desse horménio, como
diabetes do tipo I, o edema periférico, o hipotireoidismo, a ginecomastia, dentre
outros (Villaca et al., 2006).
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O GH tem acédo sobre varios tipos celulares, incluindo as células dos 6rgaos
reprodutivos. O receptor de GH foi imunolocalizado nas células da granulosa de
foliculos antrais e dominantes, corpos lateos, corpos albicans e no endotélio de
vasos sanguineos de ovarios de mulheres, ndo sendo detectado em foliculos pre-
antrais, tecas, oocitos nem no estroma (Sharara and Nieman, 1994). Este hormdnio
desempenha um importante papel no crescimento folicular, na ovulacdo e na fungéo
luteinica (Barnett et al., 2006). O modo pelo qual o GH estimula a foliculogénese
parece ser especie-especifico e varia de acordo com o ciclo ovariano (Hull and
Harvey, 2002).

As fémeas de camundongos, com deficiéncia do receptor de GH
apresentaram reducdo na taxa de ovulacdo, diminuicdo de foliculos antrais e
aumento de foliculos atrésicos, ndo sendo reversivel através do tratamento com
IGF-1, indicando que o GH exerce um efeito direto no ovario (Bachelot et al., 2002).

Héa também indicios do papel do GH na esteroidogénese e na gametogénese
(Childs, 2000), pois o GH aumenta a expressdao de genes de enzimas
esteroidogénicas, como a 3p-hidroxiesteroide-desidrogenase (Stocco and Clark,
1996) e odcitos bovinos tratados com 0 GH chegaram a meiose mais rapidamente,
aumentando a taxa de clivagem e aumentando a quantidade de blastocisto em
relacdo aos néo tratados com GH (Izadyar et al., 1997).

Devido ao uso indiscriminado deste hormbnio proteico por humanos e a sua
importancia na reproducéo, faz-se necessario a investigacdo do uso do GH na
reproducdo associado ou ndo ao exercicio resistido. Portanto, este estudo tem o
objetivo de verificar o0 uso do GH, associado ou ndo ao exercicio resistido, na
ciclicidade reprodutiva, na produgdo dos hormoénios esteroidogénicos e na

espessura do endomeétrio.

4. Materiais e métodos

Este experimento foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) Institucional (numero do processo: 1014). Na presente pesquisa foram
utilizadas 40 ratas Wistar provenientes do Biotério Central da Universidade do Oeste
Paulista (UNOESTE). As ratas tinham 9 semanas de idade e a média de peso

corporal era de 188,30+£13,26 g, e foram mantidas em 12 caixas plasticas com
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dimensdes de 41x34x17,5 cm, numa densidade de 3 a 4 animais com marcacgao
individual por caixa, recebendo 4gua e racdo da marca Supralab® (Supra, Empresa
Alisul, Brasil) ad libitum, com temperatura ambiente entre 20 - 30°C e luz e umidade
(55+15%) controlados, em ciclo de luz de 12 horas (claro e escuro) com inicio do
periodo claro as 7 horas da manha e término as 19 horas. As ratas foram
aleatoriamente divididas em quatro grupos (n=10): CT (grupo sem exercicio resistido
e sem administrar GH), Ex (grupo com exercicio resistido e sem administracdo de
GH), GH (grupo sem exercicio resistido e com administracdo de GH) e ExXGH (grupo
com exercicio resistido e com administracdo de GH). As ratas que receberam GH
foram submetidas ao uso de 0,2 UI/Kg de hrGH subcutaneo, da marca Saizen®
(Merck, Brasil), seguindo o protocolo de Kaminsky et al. (2012). O medicamento foi
administrado a cada 2 dias, por 30 dias (segunda-feira, quarta-feira e sexta-feira),
utilizando uma seringa de insulina. Os outros animais receberam solucao fisiol6gica
(0,9% de cloreto de sodio) em volume similar.

O exercicio resistido foi realizado por meio de um protocolo de exercicio
resistido de saltos verticais na agua segundo Malheiro et al. (2009). Uma semana
antes de iniciar o experimento, as ratas foram adaptadas ao exercicio resistido na
agua. O exercicio de adaptacdo consistia em realizar séries progressivas (uma, duas
e trés) de 10 saltos verticais com coletes acomodados na regido anterior ao torax
gue continham uma sobrecarga de 50% do peso corporal a cada dois dias, dentro de
um tubo de policloreto de vinila de 25 cm de didametro com 38 cm de agua aquecida
(30°C) em seu interior. Os animais eram pesados, em uma balanca de precisao
(Modelo BT 8000, Marca Gehaka, Brasil), a cada dois dias de exercicio resistido a
fim recalcular a carga do colete. Apés esta adaptacdo, os animais foram submetidos
a um protocolo de 4 séries de 10 saltos com intervalo de 1 minuto entre cada série,
trés vezes por semana, durante 1 més. Apds a pratica do exercicio fisico era
realizada a secagem das ratas.

Foi realizada citologia vaginal das 40 ratas diariamente para
acompanhamento do ciclo estral. A citologia vaginal foi feita diariamente nas ratas,
utiizando uma pipeta de Pasteur e fazendo lavagens sucessivas com solucao
fisiologica para remover células vaginais para o esfregaco vaginal em lamina
histologica. Os esfregacos foram corados com Panético® Rapido (Lab.Med.Vet) e as

células analisadas em microscopio binocular (Modelo YS2-T, Marca Nikon) em
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aumento de 100x e 400x para determinacao da fase do ciclo estral (Marcondes et
al., 2002).

Ao final de 4 semanas, as ratas foram anestesiadas com éter etilico e
induzidas a morte por exsanguinacao, todas na fase de diestro. O sangue colhido
em tubos a vacuo com heparina foi utilizado para a dosagem hormonal por
radioimunoensaio na Univesidade Estadual Paulista (UNESP, Campus de
Aracatuba,SP) utilizando-se “kits” comerciais (Coat-A-Count® Kit, Diagnostics
Products Corporation, CA, USA) de estradiol e progesterona para ratas, seguindo-se
as recomendacdes dos fabricantes. O coeficiente de variagdo intra-ensaio para
progesterona foi de 1,27% para controle alto e 0,09% para controle baixo e para
estradiol foi de 6,30% para controle alto e 0,06% para controle baixo.

Os uteros foram armazenados em Solucédo de Davidson (acido acético P.A. —
10 ml, formaldeido (37-40%) — 20 ml, etanol a 95% - 30 ml e 4gua destilada — 30 ml)
por 24 horas, depois lavados em agua corrente e entéo fixados em alcool 70° para
posterior confeccao de laminas.

O material foi incluso em parafina e foram obtidos cortes de 5um de
espessura e as laminas foram confeccionadas utilizando o micrétomo do setor de
Patologia Animal do Hospital Veterinario da UNOESTE. Entdo as laminas foram
submetidas a coloracdo de hematoxilina-eosina. As laminas foram fotografadas por
uma camera acoplada ao microscopio Optico em aumento de 100x. As espessuras
dos endométrios das ratas foram avaliadas utilizando a média de 10 medidas de
altura de endométrio por lamina, para essas aferi¢cdes, utilizou-se o software MOTIC
Image plus 2.0°.

Todos os parametros foram avaliados pelo pressuposto de normalidade de
Shapiro-Wilk, considerando dados normais quando p>0,01. As amostras foram entéo
submetidas a analises paramétricas ANOVA seguida de Tukey (p<0,05), com
excecao da andlise de numero de ratas em cada fase (luteinica e folicular) por dia
que nao passaram no teste de normalidade e foram avaliados pelo teste né&o
paramétricas de Kruskal-Wallis seguido de Student-Newman-Keuls, considerando

p<0,05. Todas as andlises foram realizadas no programa BioEstat, versdo 5.0.
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5. Resultados e discusséo

O presente estudo utilizou ratas como modelo experimental de humanos,
porque as ratas tém sido eleitas como o principal modelo animal em varios estudos
envolvendo reproducéo (Paccola et al., 2013), devido ao seu curto periodo de ciclo
estral (Marcondes et al., 2001), em média 4 a 5 dias (Marcondes et al., 2002;
Westwood, 2008). O ciclo estral de ratas ocorre independente da estacdo do ano,
porém € dependente das condicbes de ambiente do laboratorio, como tempo de
exposicao a luz (Paccola et al.,, 2013), por isso, as ratas foram mantidas em
condi¢cbes laboratoriais de ciclos de 12 horas de claridade e 12 horas de escuro
durante todo o experimento.

O ciclo estral de ratas € dividido em quatro fases, proestro, estro, metaestro e
diestro. A citologia vaginal tem sido usada para determinagcdo do ciclo estral de
ratas, sendo caracterizada pelos tipos celulares encontrados, células epiteliais
(redondas e nucleadas), células cornificadas (irregulares e sem nucleo) e os
pequenos e redondos leucdcitos (Marcondes et al., 2002; Paccola et al., 2013). As
analises deste estudo das fases do ciclo estral de ratas seguiram 0s conceitos dos
tipos celulares em maior proporcéo esperados de serem encontrados em cada uma
das fases, porém as quatro fases do ciclo estral foram resumidas em duas, folicular
(proestro e estro) e luteinica (metaestro e diestro). O motivo da classificacao foi
evitar erros de interpretacdo, pois algumas fases tém duracdo de horas e como a
citologia vaginal foi realizada a cada 24 horas, algumas fases nao seriam
observadas neste intervalo de tempo.

A duracéo de cada fase do ciclo € de 12 horas de proestro, 12 horas de estro,
metaestro de 21 a 24 horas e diestro de 57 a 60 horas (Paccola et al., 2013). No
presente trabalho nao foi verificado o tempo de duragao de cada fase isoladamente,
s6 das fases luteinica e folicular devido ao tempo entre as citologias vaginais (Figura
1). Nao foram encontradas diferencas significativas entre os diferentes grupos na

duracdo média em dias de cada fase (folicular ou luteinica).

Figura 1: Médias e erro padrdo da duracdo média em dias das
fases (folicular e luteinica) dos ciclos estrais das ratas dos
diferentes grupos (n=10): CT (controle), GH (tratadas com
0,2Ul/Kg de hrGH a cada dois dias), Ex (submetidas ao exercicio
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resistido a cada dois dias) e ExGH (tratadas com hrGH e
submetidas ao exercicio resistido), p<0,05.

Foi possivel avaliar também no presente trabalho, o niumero médio de ratas
por dia em cada fase do ciclo estral, folicular e luteinica (Tabela 1) nos diferentes

grupos experimentais, ndo foram observadas diferencas entre os grupos (p>0,05).

Tabela 1: Ratas em cada fase (luteinica e folicular) por dia em cada um dos grupos
(n=10): CT (controle), GH (tratadas com 0,2Ul/Kg de hrGH a cada dois dias), Ex
(submetidas ao exercicio resistido a cada dois dias) e EXGH (tratadas com hrGH e

submetidas ao exercicio resistido).

Fases Grupos Média Desvio Mediana  Desvio Interquartilico
padrédo
Folicular CT 5,03 2,33 5,0 4,0
GH 5,21 1,93 50 3,0
Ex 4,83 1,84 50 2,0
ExGH 5,31 1,95 6,0 3,0
Luteinica CT 4,97 2,33 50 4,0
GH 4,79 1,93 50 3,0
Ex 5,17 1,84 50 2,0
ExGH 4,69 1,95 4,0 3,0

N&o houve diferenca significativa entre os grupos em nenhuma das fases (p>0,05).

Marcondes et al. (2002) relataram em seu estudo que apesar de 60 a 70%
das ratas ter duracdo do ciclo de 4 a 5 dias, algumas ratas tem ciclos mais longos
(mantendo a mesma fase durante dias) e irregulares que ndo seguem a sequéncia
normal de proestro, estro, metaestro e diestro. Resultados similares foram
observados durante o presente experimento, a média de duracdo em dias do ciclo
por rata variou bastante de 2,55 a 6,25.

A variacdo no tempo de duracédo do ciclo estral deste estudo foi maior do que
de outro estudo (Paccola et al., 2013) que foi de 3,5 a 5,5 dias, resultando em 4,5
dias em média. A média de duracdo do ciclo estral de todos os grupos do presente
trabalho foi de 4,16 dias. Em outro estudo, a duragdo do ciclo estral das ratas
também apresentou mais variacdo, de 3 a 8 dias e a média de 4,8 dias (Gronroos
and Kauppila, 1959).

Sugere-se na literatura que pode haver um aumento do tempo do diestro, por
uma pseudociese induzida pelo estimulo da colheita de células vaginais para o
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esfregaco, se a penetracdo com a pipeta for muito profunda (Goldman et al., 2007).
Porém, isso ndo ocorreu no presente trabalho porque o tempo de duracdo do diestro
foi de no maximo trés dias, 0 que néo caracterizaria uma pseudociese. Em roedores,
a caracterizacdo da pseudociese € quando se detecta grande quantidade de
leucdcitos, caracteristico de diestro, no esfregaco da citologia vaginal, por mais de
quatro dias (Yang et al., 2009).

Embora ndo tenha sido observada diferenca significativa na duracdo das
fases do ciclo estral, foi observada diferenca significativa na média de niumero de
ciclos estrais das ratas no periodo avaliado (29 dias). As ratas do grupo controle
tiveram um maior (p<0,05) nimero de ciclos reprodutivos que as ratas submetidas
ao GH, ao exercicio resistido ou aos dois combinados (Figura 2). A diferenca
numerica encontrada no tempo de duracao das fases pode explicar o maior nimero
de ciclos reprodutivos no grupo controle que nos demais grupos, indicando que o
GH, o exercicio resistido e os dois combinados interferem na ciclicidade reprodutiva
das fémeas, aumentando o tempo de duracgéo de ciclo estral e, portanto, reduzindo o

namero de ciclos estrais por més.

Figura 2: Médias e erro padrdao do numero medio de ciclos estrais
das ratas em um periodo de um més para cada grupo (n=10): CT
(controle), GH (tratadas com 0,2UI/Kg de hrGH a cada dois dias),
Ex (submetidas ao exercicio resistido a cada dois dias) e ExGH
(tratadas com hrGH e submetidas ao exercicio resistido). Letras
diferentes representam diferencas estatisticas (p>0,05).

A alteracdo da ciclicidade reprodutiva em fémeas com o GH é suportada por
dados na literatura, pois o0 GH e o IGF-l sdo importantes fatores para uma
foliculogénese normal (Lucy, 2011; Silva et al., 2009). O GH tem diferentes funcdes
no ovario no periodo pré-ovulatorio, auxiliar as a¢des do FGF e LH nas células
foliculares, possivelmente pelo aumento dos receptores de gonadotrofinas, promover
o desenvolvimento folicular junto com o FSH e ainda facilitar as acées do FSH e LH
gue culminam na ovulagéo (Childs et al., 2006). A administracdo de GH em meninas
antes da puberdade aumenta o numero de foliculos visiveis em ovarios (Tinggaard
et al.,, 2014). Em bovinos, foi comprovado que o GH é também um potente
estimulador da formacdo do corpo lateo inicial (Giometti et al., 2009; Lucy et al.,
1994).
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O exercicio resistido provocou as mesmas alteracdes na ciclicidade
reprodutiva que o GH, provavelmente porque o exercicio resistido eleva os niveis de
GH plasmaticos (Silva Jr. et al.,, 2014). O exercicio fisico em longo prazo em
mulheres, praticamente dobra as concentracdes séricas de GH e a amplitude do
pulso de GH no dia de repouso, se o treinamento é realizado a uma intensidade
maior do que o limiar de lactato do individuo. (Weltman et al., 1992).

No presente trabalho, utilizou-se exercicio resistido com carga de peso para
uma maior intensidade de exercicio, e embora o lactato no musculo ndo tenha sido
dosado no presente trabalho, a metodologia aplicada seguiu o protocolo de Malheiro
et al. (2009) e foi 0 mesmo utilizado em outros dois trabalhos em que foi confirmado
que este protocolo era anaerobico, pois provocou hipertrofia muscular e aumento do
lactato (Castoldi et al., 2013; Tanno et al., 2006).

A liberacdo de GH induzida por exercicio é dependente da intensidade do
exercicio (Hartley et al., 1972; Vanhelder et al., 1984). Exceder a intensidade do
limiar do exercicio é necessario para a liberacdo de GH, o exercicio anaerobico de
alta intensidade provoca maior liberacdo de GH do que exercicio aerébico de menor
intensidade, mesmo com duracado e esforco semelhantes (Vanhelder et al., 1984).
Além disso, a liberacdo de GH pelo exercicio é similar durante todas as fases do
ciclo menstrual em mulheres (Weltman et al., 1992).

O GH fisiologicamente aumenta sua concentracdo plasmatica durante o ciclo
reprodutivo, esse aumento na fase folicular tardia € chamado de onda de GH (Faria
et al., 1992; Frantz and Rabkin, 1965; Giustina and Veldhuis, 1998; Hull and Harvey,
2002; Ovesen et al., 1998). Embora nédo tenha a amplitude da onda do hormdnio
luteinizante (LH), gera pulsos de GH que sdo mais elevados em frequéncia e
amplitude (Faria et al., 1992; Frantz and Rabkin, 1965; Ovesen et al., 1998).

Apesar dos efeitos benéficos do exercicio resistido, um estudo com mulheres
demonstrou que quando o exercicio tem maior duragdo, intensidade e frequéncia
estd associada com maiores graus de subfertilidade (Gudmundsdottir et al., 2009). O
exercicio resistido exaustivo, com maior frequéncia, leva a uma esterilidade
voluntaria, as mulheres mais ativas por muitos dias tiveram mais problemas de
fertilidade que as inativas (Gudmundsdottir et al., 2009). Atribui-se esse fato a um
balanco energético negativo que causa disfungéo hipotalamica, causando flutuacbes

na secrecao de hormonio liberador de gonadotrofina (GnRH) (Aydin et al., 2014).
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Tanto os esteroides anabdlicos quanto o GH sdo usados para aumentar o
desempenho dos atletas, porém numerosos efeitos colaterais podem ocorrer devido
ao uso abusivo de anabdlicos (Marson et al., 2009). Apesar de o GH estar
relacionado com a melhora do desempenho atlético, ele também pode causar
acromegalia, que é o crescimento desproporcional de tecidos moles, 6rgaos internos
e orgdos membranosos (Cutfield et al., 2000).

O GH atua na proliferagéo celular via IGF-1, camundongos com o0 gene para o
receptor de IGF-1 inativos sdo mais leves ao nascimento e morrem depois disso
devido a hipoplasia dos o¢rgdos (Baker et al., 1993). O GH e o IGF-1 estédo
envolvidos nos processos reprodutivos, suas acdes incluem diferenciacédo e
proliferacéo celular no Utero e no embrido (Keller et al., 1998).

Camundongos transgénicos com gene do IGF-1 com baixa afinidade pelos
ligantes do plasma possuem menor quantidade de IGF-1 ligado e maior
concentracdo plasmatica de GH e, consequentemente, aumento de 6rgdos como
baco, rim, glandula mamaria e utero (Elis et al., 2011). Esses camundongos
possuem defeitos uterinos, com a altura epitelial aumentada e as camadas celulares
desorganizadas. O utero € duas vezes maior que o normal e parece hiperplasico. A
aparéncia do estroma é fibrosa e o tamanho do miométrio € aumentado. Apesar
disso, essas fémeas podem gerar e o tamanho da ninhada néo é afetada (Elis et al.,
2011). Segundo esses autores (Elis et al., 2011), os 6rgaos reprodutivos tem uma
sensibilidade aumentada para o IGF-1, podendo representar uma maior incidéncia
de tumor mais tarde com o aumento do IGF-1 livre. Sendo assim, quando observada
neste estudo a espessura do endométrio das ratas nenhuma diferenca estatistica foi
encontrada entre os grupos nem no corno uterino inicial nem no corno médio (Figura
3ed).

Figura 3: Média e erro padréo da espessura (Wm) do endométrio
do corno uterino médio e do corno inicial de ratas dos diferentes
grupos (n=10): CT (controle), GH (tratadas com 0,2Ul/Kg de hrGH
a cada dois dias), Ex (submetidas ao exercicio resistido a cada
dois dias) e EXGH (tratadas com hrGH e submetidas ao exercicio
resistido), p>0,05.

Figura 4: Fotomicrografias em aumento de 100x das medidas da
espessura de endométrio de corno uterino inicial (A e B) e corno
uterino médio (C e D).
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Um dos motivos para a espessura do endométrio ndo se alterar com a
administracdo do GH pode ser a expressao génica diferencial do receptor de GH no
endométrio. Em bovinos, a expressao génica endometrial de IGF-1 e GHR foi maior
nos dias 1 a 5 pos-ovulacdo que na fase luteinica e a expressao de IGF-2 foi maior
na fase luteinica (dia 12) com reducdo do dia 12 ao 19 (Sosa et al., 2010). O
estradiol esta correlacionado com a expressao do GHR e do IGF-1 e a progesterona
do IGF-2, além disso, a sintese de IGF-1 é mais dependente do GH do que IGF-2
(Sosa et al., 2010). GHR é expresso no tecido endometrial de ratas (Lobie et al.,
1990a), porém ndo foi encontrado na literatura o controle da expressdo do GHR
durante o ciclo estral em ratas.

Outro possivel motivo para nenhuma alteracdo ser observada no Utero das
fémeas é que aparentemente as fémeas sdo menos responsivas ao GH. O
tratamento com GH em humanos com deficiéncia de GH é capaz de aumentar as
concentragbes plasméaticas de IGF-1 em ambos os sexos, mas as mulheres sdo
menos responsivas ao tratamento que os homens (Jorgensen and Christiansen,
1993), especialmente em pacientes que recebem terapia com estrégeno (Holloway
et al., 1994).

O controle da liberacdo do GH parece ser diferente em machos e fémeas,
pois 0s hormoénios sexuais esteroides provocam diferentes respostas no eixo
hipotamico-hipofise (Giustina and Veldhuis, 1998). A expressao génica do horménio
liberador de GH (GHRH) € de 2 a 3 vezes maior no nucleo arqueado de ratos
machos do que de fémeas (Maiter et al., 1991; Mizobuchi et al., 1991). Enquanto,
em fémeas, uma situacdo de hipersecrecdo de GH provocada por implantacdo de
tumor diminui em duas vezes a expressao hipotalamica de GHRH, em machos
diminui em 7 vezes (Argente et al., 1990). Foi demonstrado em estudo que
ovariectomia em ratas aumenta a expressao do receptor do GHRH, e a expressao
desse receptor é diminuida pela subsequente suplementagédo de estradiol (Lam et
al., 1996).

As células somatotroficas expressam diferentemente os receptores de
estrogeno (ERa e ERB) dependendo da fase do ciclo estral, ERB € mais expresso no
estro e metaestro e o ERa no proestro (Childs, 2002), sendo que o ERB parece
exercer um efeito inibitério no GH e o ERa um efeito estimulatério, condizente com
as fases do ciclo de menor (estro e metaestro e maior expressdo de GH (proestro)

(Childs et al., 2000, 2006). A mudanca nas concentracfes de estrogeno durante o
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ciclo levariam a uma elevagdo de GH antes da ovulacdo, e depois o aumento do
estrogeno durante o estro provocaria uma reducdo na expessao de GH no periodo
pos-ovulatorio (Childs et al., 2006).

O GH é responsavel pela promocdo da composicdo corporal ideal que iria
apoiar tanto a atividade reprodutiva quanto a gestacdo. Porém, os seus efeitos
lipoliticos podem reduzir a reserva de energia, por isso a reducdo do GH pode ser
necessario durante o periodo pds-ovulatério, para que haja reserva de gordura
suficiente se houver uma gestacgao (Childs, 2000; Childs et al., 2006).

Todos esses estudos demonstram a importancia da interacdo entre o0s
horménios esteroides e o GH, apesar disso, nenhuma diferenca estatistica foi
encontrada entre os grupos, na dosagem de estradiol, progesterona ou na razao
entre esses dois hormonios (Figura 5). O plasma foi colhido no diestro, esperava-se
que o GH levasse a alguma alteracdo na producao de hormdénios pelo ovario, porém
Isso nao foi observado.

Figura 5. Média da dosagem de progesterona (ng/mL), Média da dosagem de
estradiol (pg/mL), Média da razdo entre estradiol (pg/mL) e progesterona (ng/mL) e

erro padrdo em ratas Wistar no final do experimento.

Porém, a relacéao entre estrogeno, GH e IGF-1 parece ser complexa e tecido-
especifica, pois o estrégeno inibe o acimulo de IGF-1 no figado e aumenta no utero
de ratas hipofisectomizadas (Murphy and Friesen, 1988). A administragcdo de
estrogeno em mulheres apds a menopausa atenua o efeito do GH exdgeno (rhGH)
em aumentar o IGF-1 plasmatico (Holloway et al., 1994). Além disso, em algumas
espécies, o0 estrogeno e o GH tem habilidade de “down-regulate” os receptores de
GH do figado impedindo a a¢do do GH (Giustina and Veldhuis, 1998), o que pode ter
ocorrido, pois as fémeas estavam ciclando normalmente, com a presenca fisioldgica
dos horménios gonadais.

A dose utilizada neste trabalho foi de 0,2 Ul/Kg/dia (0,067 mg/Kg), 3 vezes por
semana, 0 que equivale a 66,67 ug/Kg/dia. Segundo Tinggaard et al. (2014), o
regime de alta dose é de 67 ug/Kg/dia e de baixa dose é de 35ug/Kg/dia. O
tratamento preconizado em alguns trabalhos em humanos idosos é de 25 a 30
MO/Kg, 3 vezes/semana (Papadakis et al., 1996; Thompson et al., 1995; Welle et al.,
1996) ou de 20 ug/Kg/dia (Taaffe et al., 1994). Essa dose foi suficiente para alterar a
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ciclicidade reprodutiva das fémeas sem, porém, alterar a concentracado plasmatica
dos horménios reprodutivos ou alterar a espessura do endométrio das ratas.
Conclui-se que o GH na dosagem utilizada, o exercicio resistido e os dois
combinados interferem na ciclicidade reprodutiva das fémeas, reduzindo o namero
de ciclos das ratas, sem alterar a concentracdo plasmatica de estradiol e

progesterona ou a espessura do endométrio.
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7. Resumo

HORMONIO DO CRESCIMENTO, ASSOCIADO OU NAO AO EXERCICIO
RESISTIDO ALTERA A CICLICIDADE REPRODUTIVA DE RATAS WISTAR

O objetivo deste estudo foi verificar o uso do horménio do crescimento (GH),
associado ou ndo ao exercicio resistido, no ciclo estral, na dosagem do estradiol e
progesterona e na espessura do endométrio de ratas Wistar. As ratas foram
divididas em 4 grupos (n=10): CT (controle); Ex (exercicio resistido - saltos em agua
com 50% do peso corporal); GH (0,2Ul/Kg de GH administrado); e EXGH (tratamento
combinado dos grupos GH e EXx). A fase do ciclo estral foi determinada por citologias
vaginais nas ratas, diariamente, durante 29 dias. Foi realizado dosagem hormonal
nas ratas e as espessuras dos endométrios foram avaliadas por histologia. Utilizou-
se 0 pressuposto de normalidade de Shapiro-Wilk. Para as amostras paramétricas,
utilizou-se ANOVA e Tukey e para ndo paramétricas Kruskal-Wallis e Student-
Newman-Keuls (p<0,05). Houve maior nimero de ciclos reprodutivos no CT que nos
demais grupos no periodo de 29 dias (p<0,05), nenhuma diferenca foi encontrada
entre 0s grupos na dosagem hormonal ou na espessura de endométrio. Portanto,
conclui-se que o GH, o exercicio resistido e os dois combinados interferem na
ciclicidade reprodutiva das fémeas, reduzindo o numero de ciclos das ratas, sem

alterar a concentracdo de estradiol e progesterona ou a espessura do endométrio.

Palavras-chave: citologia vaginal, estradiol, exercicio fisico, progesterona, ttero,
somatotrofina.
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Figura 1. Médias e erro padrdo da duracdo média em dias das
fases (folicular e luteinica) dos ciclos estrais das ratas dos
diferentes grupos (n=10): CT (controle), GH (tratadas com
0,2UI/Kg de hrGH a cada dois dias), Ex (submetidas ao exercicio
resistido a cada dois dias) e ExGH (tratadas com hrGH e
submetidas ao exercicio resistido), p<0,05.
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Figura 2: Médias e erro padrdo do numero meédio de ciclos estrais
das ratas em um periodo de um més para cada grupo (n=10): CT
(controle), GH (tratadas com 0,2UI/Kg de hrGH a cada dois dias),
Ex (submetidas ao exercicio resistido a cada dois dias) e ExGH
(tratadas com hrGH e submetidas ao exercicio resistido). Letras
diferentes representam diferencas estatisticas (p>0,05).
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Figura 3: Média e erro padrdo da espessura do endométrio (um)
do corno uterino médio e do corno inicial de ratas dos diferentes
grupos (n=10): CT (controle), GH (tratadas com 0,2Ul/Kg de hrGH
a cada dois dias), Ex (submetidas ao exercicio resistido a cada
dois dias) e ExGH (tratadas com hrGH e submetidas ao exercicio
resistido), p>0,05.
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Figura 4: Fotomicrografias em aumento de 100x das medidas da
espessura de endométrio de corno uterino inicial (A e B) e corno

uterino médio (C e D).
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Figura 5: Média da dosagem de progesterona (ng/mL), Média da
dosagem de estradiol (pg/mL), Média da razdo entre estradiol
(pg/mL) e progesterona (ng/mL) e desvio padrdo em ratas Wistar
no final do experimento, grupos: CT (controle, n=6); GH
(receberam horménio do crescimento, n=8; Ex (fizeram exercicio
resistido, n=8) e ExGH (receberam horménio do crescimento e
praticaram exercicio resistido, n=7), p>0,05.
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