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APRESENTACAO

A colecéo “Tecnologia e Inovagao para o Cuidar em Enfermagem” é uma obra
que retrata as discussoes cientificas diante das experiéncias diarias da enfermagem,
dividido em capitulos que nortearam a aplicabilidade da ciéncia do cuidado.

O objetivo da proposta foi apresentar a colecdo com assuntos atualizados
de carater informativo e gerador de reflexdes visando o crescimento profissional.
O contexto fundamenta as discussdes, desde os cuidados de enfermagem, dentro
da assisténcia hospitalar e da Atencao Primaria Basica de Saude (UBS), passando
pela educacdo em saude e por fim, e ndo menos importante, na enfermagem
contemporénea, atualizando a proposta da oferta de acdes e cuidados de
enfermagem.

Os trabalhos estdo divididos em trés volumes a fim de subsidiar as
informacgdes, contextualizando junto a praticidade do cuidado. A apresentacao
dos conteddos demonstra a evolugdo do conhecimento em consonancia com a
praticidade da oferta do cuidado.

A enfermagem contemporanea configura na preocupag¢@o com a salude e na
qualidade de vida profissional, assim como na oferta e na expansédo dos cursos,
com metodologias inovadoras de ensino e suas repercussoes. O tema Educagédo em
Saulde retrata acbes em saude que possibilitam a melhora individual e profissional
que repercutiram na conduta profissional. O tema Cuidado em Enfermagem
deslancha experiéncias contextualizadas que fortaleceram a dindmica da assisténcia
de enfermagem, tanto a nivel Hospitalar quanto em nivel de Atencéo Basica.

Assim sendo, a obra Tecnologia e Inovagéo para o Cuidar em Enfermagem,
traz fundamentalmente os resultados diante das oportunidades e das experiéncias
vivenciadas pelos autores, embasados cientificamente. A conhecer a dedicagéo e
fundamentacdo da Editora Atena por um material de qualidade é que destaco a
confiabilidade na contribuicdo do conhecimento.

Silene Ribeiro Miranda Barbosa
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RESUMO: Mulheres no mundo inteiro tém
utiizado cada vez mais 0s contraceptivos
hormonais combinados, principalmente os orais.
Cada vez mais elas tém utilizado estes hormonios
ininterruptamente, para evitar a menstruacéo e a
tensdo pré-menstrual. O objetivo deste trabalho
foi verificar o efeito do uso ininterrupto de
contraceptivo oral combinado (COC) navagina de
camundongos. Foram utilizados 17 camundongos
Swiss fémeas divididas aleatoriamente em dois
grupos. O grupo experimental foi tratado com
COC e o grupo controle (CTL) foi tratado com
placebo. Os tratamentos foram realizados por
gavagem durante 30 dias. Foi realizada analise
morfolégica e histomorfométrica da vagina, assim
como coleta de citologia vaginal e peso do Utero.
Os animais tratados com COC pararam de ciclar
normalmente e permaneceram com citologia
vaginal compativel com células das fases de
proestro e metaestro durante todo o experimento.
A alteragdo do padrdo normal da citologia
vaginal, bem como o aumento significativo do
peso uterino nestes animais confirmam o efeito
do COC. Na morfologia, foi observado epitélio
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tréfico com presenca de leucocitos intraepiteliais e/ou queratinizagdo, o que € um
padrdo morfoldégico compativel com citologia em metaestro ou final de proestro. A
espessura do epitélio vaginal ndo foi alterada pelo COC. O uso ininterrupto de COC
causou altera¢des no padréo de citologia vaginal, que se manteve constante durante
todo o experimento e ndo houve alteragdes no trofismo vaginal.

PALAVRAS-CHAVE: Contraceptivo oral, vagina, citologia vaginal, camundongo.

EFFECT OF UNINTERRUPTED USE OF COMBINED ORAL
CONTRACEPTIVE ON THE VAGINA OF MOUSE

ABSTRACT: Women around the world are increasingly using combined hormonal
contraceptives, especially oral contraception. They have been using these hormones
continuously, to avoid menstruation and premenstrual tension. The aim of this study
was to verify the effect of the uninterrupted use of combined oral contraceptive (COC)
on the vagina of mice. Seventeen female Swiss mice were randomly divided into two
groups. The experimental group was treated with COC and the control group (CTL) was
treated with placebo. Treatments were performed by gavage for 30 days. Morphological
and histomorphometric analysis of the vagina was performed, as well as collection of
vaginal cytology and uterine weight. The animals treated with COC stopped cycling
normally and remained with vaginal cytology compatible with cells from the proestrus
and metestrus phases throughout the experiment. The change in the normal pattern of
vaginal cytology, as well as the significant increase in uterine weight in these animals
confirm the effect of COC. In morphology, trophic epithelium was observed with the
presence of intraepithelial leukocytes and / or keratinization, which is a morphological
pattern compatible with cytology in metestrus or end of proestrus. The thickness of
the vaginal epithelium was not changed by COC. The continuous use of COC caused
changes in the pattern of vaginal cytology, which remained constant throughout the
experimente and there were no changes in vaginal trophism.

KEYWORDS: Oral contraceptive, vagina, vaginal citology, mouse.

11 INTRODUGAO

Os métodos contraceptivos podem ser classificados em hormonais ou nao
hormonais. A pilula anticoncepcional € um método hormonal que comecou a ser
comercializada em 1960 e chegou ao Brasil em 1962, tendo o seu uso amplamente
difundido como um método eficaz para o controle da natalidade (SANTANA;
WAISSE, 2016).

Em todo o mundo, cerca de 140 milhGées de mulheres fazem o uso de
contraceptivos hormonais (M@JRCH et al., 2017), o que corresponde a cerca de 60%
das mulheres em idade reprodutiva (UNITED NATIONS, 2019). Dentre os métodos
contraceptivos hormonais, o contraceptivo oral € um dos mais utilizados no mundo
(UNITED NATIONS, 2019). No Brasil, a prevaléncia do seu uso é de cerca de 28%
(FARIAS et al., 2016).
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Os contraceptivos orais podem ser combinados (COC) ou isolados. Os COC,
contém um estrogénio e um progestdgeno e sdo muito populares por proporcionar
alguns beneficios além da contracepg¢éo, como o alivio dos sintomas pré-menstruais
e a regulacdo do fluxo menstrual (FERREIRA et al., 2019). O COC contendo a
combinacao de etinilestradiol e drospirenona esta na lista dos principais utilizados
por mulheres brasileiras (FARIAS et al., 2016).

Os primeiros COC continham altas concentracbes de estrogénio e
protestdgenos e foram associados com efeitos adversos, tais como sangramento
irregular, ndusea, dor de cabeca, ganho de peso e tromboembolismo. Para reduzir
esses efeitos, atualmente os COC possuem uma variedade de tipos de horménios
utilizados, bem como diferentes dosagens (LEO et al., 2016).

De maneira geral, os COC s&o administrados em diferentes regimes,
normalmente com intervalo entre as cartelas. Entretanto, algumas mulheres optam
pelo uso ininterrupto para eliminar a menstruagéo e seus incbmodos (LEO et al.,
2016). OLIVEIRA et al., (2019) sugeriu que o uso continuo do COC pode aumentar
o risco de disturbios metabdlicos atuando como um desregulador endécrino. No
entanto, os possiveis efeitos dessa pratica sobre a histologia e morfologia de tecidos
reprodutivos ainda sdo pouco conhecidos.

Neste sentido, este trabalho tem como objetivo estudar os efeitos do uso
ininterrupto de contraceptivo oral combinado na vagina de camundongos fémeas.

21 METODOLOGIA

Protocolo Experimental

Foram utilizados 17 camundongos Swiss fémeas, com idades de oito a dez
semanas. Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos. Ao grupo
experimental (COC, n=9) foi administrado o COC e ao grupo placebo (CTL, n=8)
foi administrado agua destilada. O COC contendo etinilestradiol e drospirenona
foi administrado diluido em agua destilada. A concentracdo de COC aplicada aos
camundongos foi de 0,5 ug de etinilestradiol e 0,50 pg de drospirenona, calculada
por alometria (FREITAS; CARREGARO, 2013).

Os tratamentos foram realizados diariamente por gavagem (0,5ml) durante
30 dias. Levando-se em consideracdo que cada dia de vida do camundongo
corresponde a cerca de 30 dias de vida do homem, este tempo de administracédo
corresponde ao uso de COC durante aproximadamente 2,5 anos ininterruptos na
mulher (ANDREOLLO et al., 2012).

Durante o ensaio, os animais foram mantidos em gaiola coletiva de propileno,
com leito de maravalha esterilizada, em ambiente com temperatura constante (24°C
+ 2°C) e iluminagdo adequada (ciclos claros e escuros de 12/12h). Receberam
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agua filtrada e ragdo para camundongos (NUVILAB®), fornecidas ad libitum.
Todos os protocolos experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica em
Experimentagéo Animal (CEUA) da Universidade Federal do Rio de Janeiro Campus
Macaé (MACO027).

Avaliacao Hormonal

A avaliagéo indireta do efeito hormonal foi feita mediante citologia vaginal
e pesagem do Utero dos animais. Esfregagco vaginal foi coletado diariamente
durante uma semana antes do inicio do tratamento com COC a fim de garantir que
os camundongos fémea estavam ciclando, ou seja, em fase de estro, metaestro,
diestro ou proestro. Para 0 acompanhamento do status hormonal durante a etapa de
tratamento com COC, esfregagos vaginais foram coletados semanalmente.

A pesagem do Utero foi realizada ap6s a eutanasia dos animais e calculou-se
0 peso relativo do 6rgao levando-se em consideragéo o peso do animal.

Analise Morfolégica e Histomorfométrica

Apoés eutanasia, o trato genital foi retirado e a vagina foi fixada em formol
a 10% de Carson, clivada ap6s 24 horas e processada para inclusdo em parafina.
Para a comparacgao entre os grupos, a andlise microscopica consistiu na avaliagcao
morfologica descritiva de cortes histologicos de 5 um obtidos da vagina corados com
hematoxilina e eosina (HE).

Para a realizacdo das analises histomorfométricas, as laminas foram
fotografadas em microscépio acoplado em camera Olimpus sob magnificacdo
final de 200x utilizando o programa de captura DP Controller. As imagens foram
posteriormente analisadas no programa ImageJ®. Foram obtidas cinco imagens
por animal e realizadas cinco medi¢cdes por imagem em d&reas selecionadas
randomicamente onde fosse possivel medir distancia entre uma linha paralela a
superficie epitelial até outra linha paralela & membrana basal. A espessura epitelial
da vagina de cada animal foi obtida pela média das cinco medidas lineares em cada
uma das cinco imagens.

Andlise Estatistica

Para cada parametro quantitativo foi utilizada a média aritmética, como
medida de tendéncia central do grupo e o erro padrao da média, como medida de
dispersao. A andlise estatistica foi realizada através do programa GraphPad Prism®,
e os resultados foram inicialmente avaliados quanto a distribuicdo normal, mediante
o teste de Shapiro-Wilk. As comparagdes entre os grupos foram feitas mediante o
teste t. O nivel de significancia foi estabelecido em p<0,05.
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31 RESULTADOS

Os camundongos fémea do grupo CTL ciclaram normalmente durante todo
o experimento. No dia da eutanasia, todos os animais deste grupo estavam nas
fases de proestro ou metaestro (figura 1 A). No grupo COC, todos os camundongos
apresentaram citologia com caracteristicas divergentes dos padrées encontrados
ao longo do ciclo estral dos camundongos. Nestes animais, a citologia apresentou
caracteristicas de uma mistura das fases proestro e metaestro. Nestes esfregacos
foram encontradas células epiteliais em abundéancia, com predominéncia de células
intermediéarias e profundas, padréo caracteristico de proestro, porém também foram
observadas escamas, leucocitos e muco, padrao carateristico do metaestro. Foram
vistos também aglomerados de células profundas. Este padréo citolégico misto,
observado no grupo COC foi chamado de estimulo hormonal do contraceptivo oral
combinado (EH-COC). Este padrdo de citologia vaginal foi observado no grupo
COC ja na segunda semana do tratamento e permaneceu durante todo o periodo
experimental (figura 1 B).

O peso médio relativo do Utero no grupo COC foi significativamente maior
quando comparado ao grupo CTL (5,54 + 0,33 mg/g vs. 4,05 + 0,45 mg/g, p<0,05,
respectivamente) (figura 1 C). O grupo COC apresentou um aumento significativo
do peso relativo do Utero, bem como alteragdo no padrdao normal da citologia vaginal
indicando que houve efeito hormonal no trato genital dos animais.

=)

utero (mg/g)
e

Peso relativo do

N

CTL coC

Figura 1: Fotomicrografias de citologia vaginal de camundongos (A) CTL (citologia
vaginal em metaestro) e (B) COC (citologia vaginal em EH-COC). Seta pontilhada
indica muco. Seta preta indica célula escamosa. Seta branca representa leucécito.
Circulo indica aglomerado de células profundas. Aproximagdes em COC indicam
presencga de (1) leucdcito e células (2) escamosa (3) intermediaria e (4) parabasal.
Coloragéo de Papanicolaou. Barra de escala = 50 um. (C) Média + EPM do peso
relativo do Utero em camundongos CTL (n = 8) e COC (n = 9). Teste t, p*< 0,05.

A analise morfolégica da vagina do grupo CTL mostrou epitélio pavimentoso
tréfico, sendo observadas cerca de oito a dez camadas de células nas regibes mais
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delgadas do epitélio, estando presentes os estratos basal, parabasal, intermediario e
superficial. Em algumas areas, o epitélio apresentou-se com areas de queratinizagéo.
Em outras regides do epitélio, observou-se a presenca de estrato mucoso acima de
todas as camadas epiteliais (figura 2 A).

Com relacdo aos camundongos do grupo COC, observou-se epitélio
pavimentoso tréfico, com cerca de dez a doze camadas celulares, estando
representados todos os estratos, basal, parabasal, intermediario e superficial. O
epitélio vaginal nestes animais mostrou-se majoritariamente ndo queratinizado,
apresentando leucdécitos intraepiteliais, o que é caracteristico de um padréo vaginal
em metaestro. Em algumas por¢des do epitélio observou-se alguma queratinizagéo,
0 que seria caracteristico de um padréo vaginal de fase final de proestro. Neste
grupo nao foi observada a presencga de estrato mucoso (figura 2 B).

A avaliacéo histomorfométrica da vagina mostrou que o COC n&o promoveu
alteracéao significativa na espessura do epitélio vaginal quando comparado ao grupo
CTL (61,61 2,28 um vs. 62,52 + 7,86 um, respectivamente) (figura 2 C).

(A) (B) (©)

807

[}
<

401

Epitélio vaginal (um)

N
<

CTL cCoC

Figura 2: Fotomicrografias de morfologia vaginal de camundongos (A) CTL e (B) COC.
Seta preta indica presencga de extrato mucoso. Seta branca indica presenca de camada
de queratina. Circulo representa presenca de leucécitos intraepiteliais. Coloragdo com
HE. Barra de escala = 50 ym. (C) Média + EPM da espessura do epitélio vaginal de
camundongos CTL (n = 8) e COC (n = 7). Teste t, p>0,05.

41 DISCUSSAO

No presente trabalho, a avaliacdo do efeito hormonal foi efetuada através
de dois parametros, a citologia vaginal e o peso uterino. As alteracoes morfolégicas
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observadas no epitélio vaginal de camundongos fémea durante o ciclo estral sdo
induzidas pelo estrogénio e pela progesterona. Assim, a vagina do camundongo
pode ser considerada um espelho da fungéo ovariana que reflete a atividade dos
horménios sexuais (PACCOLA et al., 2013). Como a citologia vaginal baseia-se na
resposta do epitélio vaginal ao estimulo hormonal, principalmente de estrogénios
e progesterona, tal observacéo é considerada um meio indireto de avaliagdo da
funcdo ovariana e do estado hormonal do individuo (LUSTOSA et al., 2002). Em
nosso experimento, este parametro foi utilizado com sucesso a fim de avaliar o
efeito hormonal do COC nos camundongos.

Neste estudo, a utilizagdo do COC causou alteragdes no padrdo normal
da citologia vaginal, em que se observou aglomerados de células profundas, com
aspecto similar ao que geralmente é visto na fase de proestro, além de leucécitos,
muco e células epiteliais de todos os tipos (profundas, intermediarias, superficiais
e escamosas), que geralmente sédo vistas na fase de metaestro. Este resultado
indica que a utilizacdo do COC fez com que os camundongos parassem de ciclar
normalmente e apresentassem um padréo citolégico semelhante a uma mistura
das fases proestro e metaestro, o que no presente trabalho chamamos de estimulo
hormonal do contraceptivo oral combinado (EH-COC). Este padrédo citologico foi
observado logo no inicio do tratamento com e se manteve constante enquanto os
animais foram tratados. A partir deste resultado, podemos concluir que a dose e a
frequéncia de utilizacdo do COC foram suficientes para determinar efeito hormonal
nestes animais.

A mistura do aspecto citolégico é absolutamente compativel com o que se
sabe a respeito dos horménios que atuam nas diferentes fases do ciclo estral,
ja que durante o proestro observa-se alta concentracéo de estrogénio e na fase
de metaestro ha uma alta concentragéo de progesterona (MCLEAN et al., 2012).
Estes horménios sdo os que estdo presentes no COC, por isso a combinagéo de
aspectos citologicos destas duas fases esta de acordo com o esperado e com o que
ja foi observado em outros experimentos com ratas realizados pelo nosso grupo
(HENRIQUES, 2013; NERY, 2019).

Além da acdo hormonal na vagina, ja é descrito na literatura que o estrogénio
induz um aumento do fluxo sanguineo no Utero de roedores, levando a edema
estromal (ROCKWELL et al., 2002), além de causar aumento na proliferacao
epitelial uterina (RAO; CHAVES; RIBEIRO, 1995) Estas alterag6es também ocorrem
no utero humano nas fases secreto6ria e proliferativa (ROCKWELL et al., 2002). Por
isso, 0 aumento do peso uterino também pode ser utilizado para avaliacdo indireta
da acao dos hormdnios esteroides no trato genital de roedores.

No presente experimento, observamos que houve aumento significativo do
peso relativo do utero dos animais que receberam COC, indicando mais uma vez
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que a dose utilizada foi capaz de causar efeito hormonal eficiente no trato genital
destes animais. Em outros experimentos do nosso grupo, realizados com ratas e
contraceptivo injetavel, também observamos aumento significativo do peso uterino
dos animais tratados (HENRIQUES, 2013; NERY, 2019).

A avaliagcdo da morfologia vaginal é de extrema importancia uma vez que o
epitélio vaginal é importante sistema de defesa, funcionando como barreira contra
patogenos (ZALENSKAYA et al., 2018). O trofismo vaginal tem estreita correlacao
com a concentragdo de estrogénio (BENOIT et al., 2017) e ja é consenso que o
hipoestrogenismo leva a diminuicdo do nimero de camadas do epitélio em animais
(BENOIT et al., 2017; HENRIQUES et al., 2011).

As células observadas na citologia vaginal sdo um espelho daquilo que
€ encontrado na morfologia da vagina. As fases do ciclo estral sé&o identificadas
conforme o tipo e o0 aspecto das células presentes nos esfregacos vaginais, o que
por sua vez, € influenciado pelo padrdo hormonal (PACCOLA et al., 2013). Em nosso
experimento, observamos na citologia vaginal uma mistura das fases de proestro
e metaestro. Apesar da citologia destes animais mostrar um padrdo diferente do
padrao ciclico que se observa normalmente, a morfologia vaginal foi compativel com
a fase de metaestro na maioria das porgdes epiteliais, na qual a vagina mostrou-se
tréfica, ndo queratinizada e com presenca de leucocitos intraepiteliais. A entrada em
metaestro coincide com um aumento continuo nos niveis hormonais de progesterona
(MCLEAN et al., 2012)e como o COC utilizado apresenta uma concentra¢gdao maior
de progesterona (drospirenona) em sua composi¢ao, isso pode ter influenciado este
padrao morfolégico predominante da vagina.

O COC entretanto, também contém estrogénio (etinilestradiol) em sua
formulagéo, o que também influenciou a morfologia. Apesar de ndo ser observado
0 estrato mucoso caracteristico da fase de proestro em camundongos, algumas
por¢cOes da vagina apresentaram inicio do processo de queratiniza¢do, que por sua
vez, ocorre na fase final de proestro. Sabe-se que no proestro, os niveis de estrogénio
comecam a subir, determinando, no final desta fase, o inicio da queratinizagédo
(MCLEAN et al., 2012).

Em nosso estudo, a andalise morfoloégica e histomorfométrica da vagina,
evidenciaram que a utilizacdo de COC n&o causou alteragdo no trofismo epitelial.
Como o COC utilizado contém etinilestradiol em sua composicdo, era esperado
que 0s animais ndo apresentassem hipoestrogenismo, consequentemente nao
apresentassem reducdo do numero de camadas do epitélio, mostrando assim, um
epitélio tréfico, semelhante aos animais néo tratados.

Embora nesse estudo a influéncia estrogénica dos COC sobre a morfologia
dos animais tenha sido discreta, 0 mesmo ndo é observado quando se avalia a
acao do estrogénio isolado. MOCAN-HOGNOGI et al., (2016) demostraram em seu
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estudo com ratas castradas alteragdes histopatologicas ap6s a administracao de
estrogénios, como hiperplasia celular, espessamento da camada mucosa superficial
e infiltragbes eosinofilicas. Provavelmente, a auséncia de hiperplasia epitelial em
nosso estudo seja devido a presenga do componente progestogénico no COC, o
que garantiu um trofismo similar ao normal nos animais tratados.

E importante salientar a importancia de se avaliar a integridade e alteragées
epiteliais provocadas pelos hormdnios exdgenos. O epitélio vaginal funciona como
importante barreira contra microorganismos, entretanto ele & pouco estudado.
Talvez pela dificuldade técnica em se fazer estudos com mulheres, uma vez que
seria necessdéria a realizacdo de bibpisias para andlises morfologicas. Neste
sentido, muitos estudos avaliam apenas apenas a microbiota vaginal e suas
alteracbes devido ao uso de contraceptivos e Terapia Hormonal em mulheres na pos-
menopausa (BROOKS et al., 2017; FOSCH et al., 2018). Em um estudo realizado
em mulheres usuarias de contraceptivo injetavel contendo apenas progesterona
observou-se que houve alteragbes significativas em genes responsaveis pela
integridade epitelial cervicovaginal. Entretanto, esse efeito n&o foi observado nas
usuarias de COC, porém a morfologia vaginal nédo foi avaliada (ZALENSKAYA et
al., 2018). Em animais, a maioria dos estudos diz respeito a avaliagdo do trofismo
vaginal em modelos de menopausa cirurgica, ja que este quadro causa grave
atrofia da mucosa vaginal (BENOIT et al., 2017; HENRIQUES et al., 2011; MOCAN-
HOGNOGI et al., 2016). Assim, pouco se sabe a respeito da acdo dos COC sobre a
morfologia vaginal na idade reprodutiva. A partir de nossos resultados, observamos
que nao houve alteracdo no trofismo vaginal, mas houve modificagdo no padréo
de ciclico de alteragdes epiteliais que ocorre devido as variagdes normais dos
horménios enddgenos. Novos estudos sdo necessarios para entender melhor quais
as possiveis consequéncias disso para o trato genital feminino.

51 CONSIDERAGOES FINAIS

Com base nos resultados deste experimento efetuado em camundongos,
concluimos que o COC composto por etinilestradiol e drospirenona modificou
a morfologia vaginal e, consequentemente, a citologia vaginal em animais,
nédo ocorrendo mais o padré@o ciclico de alteragcbes no epitélio vaginal devido as
flutuacdes hormonais fisiologicas. Desta forma, o padréo ciclico observado pelo
esfregaco vaginal, também deixou de ocorrer. Entretanto, devido a presenca de um
componente estrogénico e um progestogénico, o trofismo vaginal néo foi alterado, o
que é extremamente importante para a manutencéo da integridade fisica do tecido,
possivelmente, garantindo sua fungdo como barreira e protecéo contra a entrada de

patbgenos e, consequentemente, possiveis infecgdes.
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