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RESUMO

Objetivos: O objetivo deste estudo foi avaliar o ciclo estral e o nú-
mero de células musculares lisas (NCML) da túnica média (TM) de 
ratas submetidas ao tratamento com estrogênio.
Métodos: Foram utilizadas vinte ratas Wistar, sem experiência se-
xual, divididas em dois grupos: Controle (GC, n = 10 - 0,2 ml de ve-
ículo) e Estradiol (GE, n = 10 - 0.125mcg de valerato de estradiol). A 
administração das soluções foram feitas por gavagem durante vinte 
e oito dias e durante esse período foram realizados esfregaços vagi-
nais, para avaliação do ciclo estral. Após o tratamento, as ratas foram 
eutanasiadas e o segmento da veia poplítea direita foi removido para 
procedimentos histológicos. As células musculares lisas vasculares 
(CMLV) da TM foram observadas em microscópio óptico em au-
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mento de 100 vezes e contadas com auxílio de contador manual de 
células da marca Digitimer.
Resultados: De acordo com a avaliação diária dos esfregaços va-
ginais, não foram observadas alterações nas fases do ciclo estral. A 
comparação da contagem do NCML entre os grupos GC (n=8, 30,50 
± 6,28) e GE (n= 8, 29,22± 3,41) não apresentou diferença estatística 
signifi cativa.
Conclusões: Concluiu-se que o hormônio de valerato de estradiol, 
na dose diária oral de 0.125mcg, não promoveu  alterações do ciclo 
estral e não alterou o NCML na veia poplítea, durante vinte oito dias 
de tratamento.

Palavras-chave: Ciclo Estral. Valerato de estradiol. Células Muscu-
lares lisa. Túnica Média. Veia Poplítea.

ABSTRACT

Objectives: The objective of this study was to evaluate the estrous 
cycle and the number of smooth muscle cells (NSMC) of the middle 
coat (MC) of female rats treated with estrogen. 
Methods: We used twenty female Wistar rats, without sexual 
experience, were divided into two groups: Control group (n = 10 - 
0.2 ml of vehicle) and Estradiol group [(n = 10 - 0.125mcg estradiol 
valerate (EV)]. The administration of the solutions were made by 
gavage for twenty-eight days, during this period were performed 
vaginal smears for evaluation of the estrous cycle. After treatment, the 
rats were euthanized and the segment of the right popliteal vein was 
removed for histological procedures. The vascular smooth muscle 
cells (VSMC) of MC were observed under an optical microscope at 
100x magnifi cation and counted with the aid of manual cell counter 
brand Digitimer. 
Results: According to the daily evaluation of vaginal smears, there 
were no changes in the phases of the estrous cycle. The counting of 
NSMC between groups GC (n = 8, 30.50 ± 6.28)  and GE (n = 8, 
29.22 ± 3.41)  showed no signifi cant change.
Conclusions: We concluded that the hormone EV, in oral daily dose, 
at concentration of  0.125mcg, do not predispose to estrous cycle 
and do not alter NSML in the popliteal vein, for twenty eight days of 
treatment.

Keywords: Estrous Cycle. Estradiol Valerate. Smooth Muscle Cells. 
Middle Coat. Popliteal Vein.
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INTRODUÇÃO

Os estrogênios e progestínicos administrados por via oral estão 
entre os fármacos mais prescritos. Os efeitos da progesterona são 
necessariamente dependentes da ação do estrógeno no tecido alvo, 
havendo assim, um efeito sinérgico (WILLIAMS; STANCEL et 
al., 1996). Os estrogênios e a progesterona são os principais esterói-
des femininos, estando envolvidos em inúmeras funções celulares, 
como proliferação e diferenciação de células normais e cancerosas 
(CUNHA, 2004; YAMASHITA, 1998). 

 O ciclo menstrual feminino que tem duração média de 28 dias, 
podendo variar de 20 a 45 dias, sofre ação direta desses hormônios 
(GUYTON; HALL, 2002; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004). Os 
roedores são mamíferos que apresentam ciclo estral regular, carac-
terizado por mudanças morfológicas nos ovários, útero e vagina, 
características facilmente observadas durante quatro a seis dias (SI-
MÕES, 1984; MARCONDES et al., 2002) e tem quatro fases, deno-
minadas de estro, metaestro, diestro e proestro. Em razão da curta 
duração de seu ciclo estral, ratas constituem bom modelo para o es-
tudo das alterações que ocorrem durante o ciclo reprodutivo (MAR-
CONDES, 2001). 

Segundo White et al. (1995) os estrógenos podem infl uenciar vá-
rios processos fi siológicos, são agentes vasoprotetores naturais, pro-
tegem contra a aterosclerose, reduzem o tônus vascular da muscula-
tura lisa e abrem canais de cálcio específi cos.

Quando os humanos assumem uma postura vertical, o sangue 
progressivamente diminui nas veias dos membros inferiores. Com 
essa ação, ocorre a diminuição do volume de sangue e retorno veno-
so central e, posteriormente, provoca estresse ortostático, desafi ando 
a pressão arterial (ROWELL, 1993). 

Estudos de Hernandez et al. (2005) sugerem que o comprimento 
venoso dos membros inferiores podem ter um impacto direto nas 
respostas cardiovasculares ao estresse ortostático e, possivelmente, a 
tolerância ortostática. Shoemaker et al. (2001) demonstraram clara-
mente que as mulheres apresentam menos tolerância ortostática que 
os homens.

Segundo Meendering et al. (2005) em seu estudo não encontraram 
mudanças na complacência venosa, ou seja, na capacidade de veias ou 
artérias aumentarem de volume quando submetidas a uma determi-
nada pressão interna em mulheres tratadas com formas exógenas ou 
endógenas de estrogênio. No entanto, é desconhecido o efeito que a 
fl utuação dos níveis desse hormônio tem sobre a complacência venosa 
em mulheres durante ciclo menstrual e uso de anticoncepcional oral. 

Numerosos estudos têm mostrado que os hormônios estrogênios 
apresentam múltiplos efeitos sobre os vasos sanguíneos, e, portanto, 
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podem alterar a complacência venosa em mulheres (MONAHAN 
et al., 2004). Segundo Farhat et al. (1996) os estrogênios promo-
vem diminuição da proliferação celular nas células musculares lisas 
vasculares (CMLV) da túnica média (TM), causando rápida vaso-
dilatação e podem reduzir a secreção de colágeno e a deposição de 
matriz extracelular. As CMLV possuem morfologia alongada e por 
sua característica contrátil, participam de muitos processos fi sio-
lógicos que incluem a contração e relaxamento dos músculos dos 
vasos sanguíneos. 

Trabalhos que mostram a relação entre hormônios esteróides, 
veias varicosas e alteração do ciclo estral de roedores são escassos 
na literatura, com isso o objetivo desse trabalho foi analisar efeitos 
da administração do valerato de estradiol na histologia da veia poplí-
tea de ratas, através da contagem das CMLV, além de avaliar o ciclo 
estral simultaneamente.

MATERIAL E MÉTODOS

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissão de Ética 
Universidade do Sagrado Coração – USC - Bauru , estando de acor-
do com o “Guia para Cuidados e Usos de Animais Experimentais”.

Para este trabalho foram utilizadas 20 ratas da raça Wistar (Rattus 
norvegicus albinus), adultas, virgens e púberes, pesando aproxima-
damente 250 gramas, provenientes do Biotério da USC. Os animais 
foram confi nados em gaiolas individuais e mantidos em ambiente 
com ração comercial e água ad libitum, com temperatura de 21 °C 
e iluminação artifi cial, com lâmpadas fl uorescentes (marca Phillips, 
modelo luz do dia, 40 W), estabelecendo um fotoperíodo de doze 
horas claro e doze horas escuro, considerando o período de luz das 
seis às dezoito horas. 

Após um período de adaptação de aproxi madamente doze dias, 
realizaram-se esfregaços vaginais para a determinação da regulari-
dade do ciclo estral. Os animais que apresentaram três ciclos estrais 
regulares consecutivos foram divididos em dois grupos, constituídos 
por dez animais cada, denominados Grupo GC (Controle) e Grupos 
GE (Experimental). Em cada grupo seguiram-se os seguintes parâ-
metros: Grupo GC (animais tratados com veículo e avaliados duran-
te vinte oito dias de experimento) e Grupo GE (animais tratados com 
0,125 mcg de valerato de estradiol).

Os animais do grupo GE receberam o valerato de estradiol  que 
foi diluído em álcool etílico,  posteriormente adicionado ao veículo 
e administrado via oral, via gavagem (Figura 1b), em doses diárias 
por vinte oito dias. Os animais do grupo GC receberam apenas o 
veículo. A solução oral sem açúcar utilizada como veículo foi  com-
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posta por água purifi cada, Suspender® (agente suspensor), Sacarina 
(edulcorante), Nipagim® (Metilparabeno) e Nipasol® 25 (Propilpa-
rabeno), sendo estes últimos conservantes.

Durante a administração dos fármacos, realizaram-se, diaria-
mente, exames colpocitológicos em todos os animais, para o acom-
panhamento do ciclo estral das ratas. Para a coleta do material as 
ratas foram contidas e a ponteira (capacidade para 200 μL) foi intro-
duzida no canal vaginal (Figura 1a). Cerca de 200 μL de solução de 
cloreto de sódio 0,9% foi aplicado no canal vaginal e recolhido com 
a ponteira. O lavado foi distendido em uma lâmina para microscopia 
de luz e observado à fresco em aumento de 40 vezes. Os lavados 
vaginais foram realizados entre quinze e dezesseis horas, sendo ob-
servadas as fases metaestro, diestro, proestro e estro.

 Após os vinte e oito dias de tratamento os animais foram anes-
tesiados com solução 1:1 de Ketamina e Cloridrato de Xylazina na 
dose de 0,14ml/100gr, por via intramuscular. Os segmentos venosos 
foram retirados da veia poplítea do membro inferior direito, através 
de cirurgia, posterior a anestesia, com incisões na pele em torno de 
três centímetros, sendo colocados em formol a 10%. Após quaren-
ta e oito horas de fi xação, cada segmento foi incluído em parafi na. 
Em seguida realizarem-se cortes histológicos transversais; para cada 
seguimento de veia foram feitas quatro amostras, dispostas em uma 
lâmina, as quais receberam coloração pelo método Hematoxilina-
Eosina (HE). Foram realizadas contagens de CMLV da TM dos Gru-
pos GC e GE, visualizadas em aumento de 100 vezes com auxílio 
de contador manual de células da marca Digitimer. Após a contagem 
foram obtidas a média de quantidade de células de cada lâmina.

Figura 1a

Figura 1b

Figura 1 -  Durante 28 dias, entre 15h00 - 16h00, a secreção vaginal das ratas foi 
coletada usando uma pipeta com 200μl de solução salina (NaCl 0,9%) (a), inserin-
do a ponta dentro da vagina das ratas, mas não profundamente. Pelo mesmo perío-
do houve a administração do valerato de estradiol e veículo via gavagem (b).  (a) 

Fonte: MARCONDES et al. (2002)
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ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

A análise estatística foi realizada, através da técnica da análise 
de variância não paramétrica, para o modelo com dois fatores, sendo 
utilizado o Teste de Mann-Whitney, considerando como signifi cante 
o p < 0,05, com auxílio do Programa GraphPad In Stat3.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Em ambos os grupos GC e GE observou-se que o exame colpo-
citológico, no proestro, consistiu predominantemente de células epi-
teliais nucleadas e anucleadas. A fase de estro foi caracterizada pela 
presença de células cornifi cadas ou queratinizadas. No metaestro, 
além das células observadas nas duas fases anteriores, observou-se a 
presença de leucócitos. O diestro foi caracterizado pela escassez de 
elementos celulares, e grande concentração de leucócitos e muco. Os 
animais de ambos os grupos apresentaram, durante todo o experi-
mento, em média seis ciclos que duraram cerca de quatro dias cada 
um.  Foram observadas as quatro fases do ciclo estral (Figura 2), 
citadas por Aires (1999) e Marcondes (2002) em ambos os grupos. 

PROESTRO

ESTRO DIESTRO

METAESTRO

E = Célula 
Epitelial

L = Leucócito

C = Célula 
Corneificada 
Anucleada

Os resultados obtidos no presente estudo mostram que o valerato 
de estradiol na concentração de 0,125mcg não alterou as fases do 
ciclo estral do animais, pois durante todo o experimento o ciclo se 
mostrou regular.

Porto et al. (1997) concluíram que qualquer alteração histológica 
na camada de células musculares lisas da túnica média (Figura 3) de 

Figura 2 - Esfregaços vaginais se pode observar  as fases do ciclo estral das ratas. 
Fonte: MARCONDES et al. (2002)
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veias pode ser causa  primária ou secundária do desenvolvimento de 
varizes dos membros inferiores. Estas células tem papel contrátil e 
são responsáveis pela síntese e manutenção da matriz extracelular da 
túnica média e, juntamente com as células endoteliais, pelo conjun-
tivo subendotelial.

No presente estudo não foram encontradas alterações quanto ao 
número de células musculares lisas (NCML) na parede da veia po-
plítea de ambos os grupos (Figura 4). O NCML da TM do grupo 
GE não sofreu ação signifi cativa do hormônio administrado quando 
comparado ao grupo GP (Tabela 1). 

Tabela 1 - refere-se ao nível de signifi cância da comparação do 
NMCL entre os grupos GC e GE.

Signifi cância de NCML na TM

Grupos Total Médias e DP p NS

GC x GE 244,00 x 233,75 30,50±6,28 x 29,22±3,41 0,7984 Insignifi cante

Nota: Foi utilizada a técnica de análise de variância (ANOVA), para o esquema de 
dois fatores, sendo utilizado o Teste de Mann-Whitney. Dados expressos em mé-
dia ± desvio-padrão. Considerado p < 0,05 como signifi cante. NCML = Número 
de Células Musculares Lisas; GC = Grupo Controle; GE = Grupo Estrógeno; TM 
= Túnica Média; DP = Desvio Padrão; NS = Nível de Signifi cância.

Figura 3 - Corte Histológico da Veia Poplítea evidenciando uma CMLTM. 
CMLTM = Célula Muscular Lisa da Túnica Média.
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Para Kockx et al (1998), a hipertrofi a das células musculares li-
sas e a presença de microherniações na membrana plasmática dessas 
células na camada  circular das veias varicosas esta diretamente as-
sociada à fraqueza da parede venosa e seria a base para ruptura das 
fi bras elásticas desta parede, porém em  nosso experimento não foi 
possível avaliar se  houve ou não hipertrofi a destas células, tampou-
co a densidade de fi bras elásticas. 

Estudos in vivo, em humanos e animais experimentais, mostram 
que estrógenos promovem vasodilatação. Já in vitro, o 17-β estradiol 
inibe a prolifelação célular de CMLV e melhora as lesões que ocor-
rem na ateriosclerose (TOSTES et al., 2003). Os resultados obtidos 
com a metodologia utilizada em no presente estudo não apresenta-
ram diferença signifi cante do número de CMLV entre os grupos GC 
e GE. Portanto o estrógeno não promoveu diminuição do NCML, 
conforme Farhat et al. (1996) citou em seu estudo, e nem aumento do 
número dessas células. 

CONCLUSÃO

Concluímos que os hormônio VE, em doses orais, nas concentra-
ções de 0,125mcg não predispõe alteração no ciclo estral e no NCML.

Figura 4 - Gráfi co do NCML sob o tratamento com veículo comparado ao com 
Valerato de Estradiol.  O GC recebeu  veículo por  vinte oito dias. O grupo GE 
recebeu pelo mesmo período valerato de estradiol. Considerado p < 0,05 como 

signifi cante.
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