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RESUMO GERAL

A prevaléncia da obesidade aumentou nas ultimas décadas em varios paises,
tendo efeitos prejudiciais ao organismo que podem iniciar na infancia e
persistir até a vida adulta. A obesidade esta associada a disturbios da fungao
reprodutiva, em mulheres e em fémeas de roedores, como inicio precoce da
puberdade, alteracdo do ciclo menstrual/estral e infertilidade, com alteracdes
da ovulagdo (disovulias) ou anovulagdo (auséncia da ovulagdo). A
Angiotensina Il (Ang Il) parece exercer efeitos sobre a reproducdo e a
obesidade, contribuindo para o desenvolvimento dos efeitos deletérios da
obesidade e afetando o pico pré-ovulatorio do horménio luteinizante (LH),
progesterona e estradiol, reduzindo, consequentemente, a ovulagdo em ratas
adultas. O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do losartan, um
antagonista do receptor AT1 da Ang Il, sobre o desenvolvimento folicular de
ratas Wistar adultas, com obesidade induzida pela dieta de cafeteria. Apds o
desmame, aos 21 dias de vida, ratas Wistar foram separadas em 02 grupos:
controle (CTL) que recebeu racdo padrdo e Cafeteria (CAF) que recebeu a
dieta de cafeteria. A partir dos 70 dias de vida iniciou-se a administragao de
losartan por gavagem. O grupo CTL recebeu agua na gavagem (CTL) e o
grupo CAF foi separado em 02 grupos, CAF (que recebeu agua na gavagem)
e CAF+LOS (que recebeu losartan na gavagem), totalizando 03 grupos.
Foram utilizados 05 animais por grupo. A eutanasia foi realizada no primeiro
proestro apés 30 dias da administragdo de losartan ou de agua. As gorduras
retroperitoneal, perigonadal e subcutanea foram retiradas e pesadas. Foi
realizada a analise morfolégica dos ovarios, procedendo-se a contagem do
numero dos foliculos primarios, secundarios, antrais e maduros por ovario.
Também foi coletado o sangue total para dosagens de FSH, LH, Prolactina e
Progesterona. O peso corporal, bem como, o peso das 03 gorduras foram
avaliados, e, o numero de foliculos antrais foi estatisticamente maior no grupo
CAF em relagédo ao CTL (p<0,001). Todavia, as concentragbes de FSH e LH
foram menores nos animais CAF em relaggo ao CTL (p<0,001). A
administragdo do losartan normalizou o peso corporal e o acumulo das
gorduras retroperitoneal e subcutanea, bem como, o numero de foliculos
antrais. Dessa forma, sugerimos que o uso do antagonista do receptor AT1
da Ang Il, o losartan, na vida adulta, possa contribuir para melhorar o
desenvolvimento folicular em fémeas com obesidade induzida pela dieta de
cafeteria e, futuramente, ser uma droga coadjuvante no tratamento da
infertilidade associada a obesidade.

Palavras—Chave: Obesidade, Infertiidade, Angiotensina I, Losartan,
Desenvolvimento Folicular.



GENERAL ABSTRACT

The prevalence of obesity has increased in recent decades in many countries,
and harmful effects to the body can begin in childhood and persist into
adulthood. Obesity is associated with disturbances of reproductive function in
women and in female rodents, such as early onset of puberty, change in
menstrual / estrous cycle and infertility, with impaired ovulation or anovulation
(lack of ovulation). Angiotensin Il (Ang |lI) appears to exert effects on
reproduction and obesity, contributing to the development of the deleterious
effects of obesity and affecting pre-ovulatory surge of luteinizing hormone
(LH), estradiol and progesterone, thus reducing ovulation in adult rats. The
objective of this study was to evaluate losartan effect, an antagonist of Ang Il
AT1 receptor, administrated in adulthood, in follicular development of adult
Wistar rats with obesity induced by cafeteria diet. After weaning at 21 days of
life, female Wistar rats were divided into 02 groups: control (CTL) that
received standard chow diet; Cafeteria (CAF) received the cafeteria diet.
From 70 days of life began losartan administration by gavage. The CTL group
received water in gavage (CTL) and CAF group was separated into 02
groups, CAF (which received water in gavage) and CAF + LOS (who received
losartan in gavage), in total 03 groups were performed. 05 animals were used
per group. Euthanasia was performed on the first proestrous after 30 days of
administration of losartan or water. The retroperitoneal, perigonadal and
subcutaneous fat were removed and weighed. Morphological analysis of
ovaries was performed, proceeding to count the number of primary follicles,
secondary, antral and mature follicles per ovary. Was also collected blood
sample for determination of FSH, LH, prolactin and progesterone. Body
weight and the weight of the 03 fats were measured, and the number of antral
follicles were higher in group CAF in relation to the group CTL (p <0.001).
However, FSH and LH levels were lower in the CAF animals compared to the
animals of the group CTL (p <0.001). The administration of losartan
normalized the body weight and accumulation of retroperitoneal and
subcutaneous fat as well as the number of antral follicles. Thus, we suggest
that the use of the antagonist of Ang Il AT1 receptor, losartan, in adulthood,
can improve follicular development in females with cafeteria diet-induced
obesity and, can be, in the future, an coadjuvant drug in the treatment of
infertility associated to obesity.

Keywords: Obesity, Infertility, Angiotensin Il, Losartan, Follicle development
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INTRODUGAO GERAL

O conhecimento cientifico tenta compreender as diversas areas do
saber, como as Ciéncias Bioldgicas, as Ciéncias Humanas e as Ciéncias
Tecnolodgicas, e estas, por sua vez, ndo devem ser analisadas por uma unica
visdo, sendo que, segundo Goldman (1979), ter um olhar interdisciplinar
sobre a realidade, permite que entendamos melhor a relagéo entre seu todo e
as partes que a constituem. Para Japiassu (1976), a interdisciplinaridade
caracteriza-se pela intensidade das trocas entre os especialistas e pelos
graus de integracdo real das disciplinas no interior de um mesmo projeto
(THIESEN, 2008). Dentro deste contexto, o planeta esta cada vez mais
interconectado, interdisciplinarizado e globalizado. A globalizagdo tende a
unificar todos o0s povos e paises, tornando-os cada vez mais
interdependentes, tanto em termos econémicos quanto socioculturais. Com a
globalizagdo adquiriu-se a tecnologia, e/ou vice-versa, com a intengdo de
melhorar a qualidade de vida e o bem-estar do ser humano. A tecnologia
trouxe muitas facilidades, por meio de melhorias nos meios de comunicagao
como a internet, o telefone celular; melhoria nos meios de transporte como
carros, avides, trens, navios; melhorias no setor agropecuario; melhorias no
setor industrial como no setor alimenticio, enfim, ndo ha duvidas de que a

vida no século XXI alcangou grandes avangos (VERASZTO et al., 2009).

Por outro lado, a tecnologia e a globalizagdo trouxeram mudangas
marcantes no estilo de vida das pessoas bem como no habito alimentar. A
alimentagdo de hoje €& profundamente diferente daquela dos nossos
antepassados, que viviam em contato com a natureza e dela se alimentavam,
e vem sendo, ao longo do tempo, substituida pelos alimentos
industrializados, com composig¢ao diferente, sendo mais palataveis, porém,
ricos em calorias e gorduras. Concomitantemente, o estilo de vida também
sofreu grandes alteragbes em funcdo da globalizagdo e da tecnologia. Hoje,
com o0s meios de transporte e 0s meios de comunicagao existentes,
facilitando a vida das pessoas, ha maior comodidade do ser humano, e com
isso, menor o gasto de energia e maior o sedentarismo (GARCIA, 2003).

11



As mudangas no estilo de vida e o sedentarismo, juntamente com uma
susceptibilidade genética do individuo, tém sido apontados como as
principais causas da obesidade, uma doenca que toma propor¢cdes de
epidemia mundial (OGDEN et al., 2007). Por ser multifatorial e desenvolver
alteragdes em diversos 6rgéos e tecidos, a obesidade é um tema complexo
que deve ser abordado de forma interdisciplinar pelas diversas areas da
saude, como a medicina, a farmacia, a nutricdo, a biologia, a enfermagem, a
educacéo fisica, a fisioterapia, a psicologia, entre outras, para uma melhor
compreensao desta doenga como um todo. (BERNARDI, CICHELERO e
VITOLO, 2005).

O numero de obesos aumentou em muitos paises. Aproximadamente
1,5 bilhdes de individuos do mundo todo apresentam sobrepeso ou
obesidade (OGDEN et al., 2012). A prevaléncia desta doenga varia muito nas
populagdes estudadas e estda estimada em 5% nos paises em
desenvolvimento e em mais de 30% nos paises desenvolvidos (LOPEZ et al.,
2004). Nos Estados Unidos da América, 37,5% dos adultos estavam obesos,
no periodo de 2009-2010 (OGDEN et al., 2012). No Brasil, 51% da populacao
estd com sobrepeso e 17% esta obesa (BRASIL, 2012). Nas criangas e
adolescentes a obesidade € atualmente um dos mais importantes problemas,
visto que muitas das patologias adquiridas na infancia tendem a se estender
até a vida adulta (MILLER, ROSENBLOOM e SILVERSTEIN, 2004; OGDEN
et al., 2012).

A obesidade gera um grande custo para o individuo, para a sociedade
e para os governos. Dados dos Estados Unidos da América indicam que o
custo com tratamento da obesidade e de suas complicagbes girou em torno
de 147 bilhdes de dolares em 2006, representando 10% dos gastos totais do
pais no cuidado da saude (MORAN et al., 2011). No Brasil, dados da Forga-
Tarefa Latino-Americana de obesidade, indicam um gasto de mais de um
bilhdo de reais por ano pelo governo brasileiro com o tratamento da
obesidade e de suas complicagdes, como consultas, exames, internamentos,
medicamentos, sem contar com faltas no trabalho, licencas médicas e mortes
precoces (FELIPPE e SANTOS, 2004).

12



Além dos ja conhecidos efeitos nocivos da obesidade na fungao
metabdlica e cardiovascular, como o aumento da incidéncia de resisténcia a
insulina, aumento do colesterol, aumento dos triglicerideos, hipertensao
arterial (DORRESTEIJN, VISSEREN e SPIERING, 2012), osteoartrites e
também alguns tipos de céncer, muitos estudos tém mostrado a associagao
da obesidade com a disfungdo reprodutiva (PASQUALI et al., 2003 ;
PASQUALI, PATTON e GAMBIERI, 2007; BREWER e BALEN, 2010). Sagae
et al. (2012) demostraram que ratas submetidas a uma dieta rica em calorias,
denominada dieta da cafeteria, apresentam associagao entre a obesidade e a
disfungdo reprodutiva, incluindo a deficiéncia do pico pré-ovulatério de
hormoénio luteinizante (LH), do hormdnio foliculo estimulante (FSH) e de
progesterona.

A angiotensina Il (Ang Il) € um horménio peptideo bem conhecido na
regulagcdo do balango do fluido vascular e nas fungbes cardiovasculares
(FYHRQUIST e SAIJONMAA, 2008) e pode atuar na mediagao dos efeitos da
obesidade relacionada com disfung¢des reprodutivas nas fémeas de roedores
(SAGAE et al., 2012). Evidéncias clinicas e experimentais sugerem que o
sistema renina-angiotensina (SRA) pode estar envolvido nas alteragdes
fisiologicas relacionadas com a obesidade. De fato, a expressao do receptor
AT1 da Ang |l estava elevada no tecido adiposo de ratos obesos
(PINTEROVA, KRIZANOVA e ZORAD, 2001) e o bloqueio do receptor AT1
reduziu a hiperglicemia e normalizou a concentragdo plasmatica de insulina
(HOENACK e ROESEN, 1996). Além disso, com o bloqueio do receptor AT1
da Ang Il foi verificada a hipotrofia do tecido adiposo em ratos sem diabetes
(ZORAD et al., 2006) e em diabéticos (TAKAHASHI et al., 2007).

Estudos prévios aos que demonstram a associagdo do SRA com a
obesidade, mostraram a regulagcéo de Ang Il no eixo hipotaléamico-hipofisario-
gonadal em ratas (STEELE, GALLO e GANONG, 1983; STEELE, 1987), e
observaram a liberacdo de secregdo de LH pré-ovulatorio apos a injecao
intracerebroventricular de Ang Il (STEELE, MCCANN e NEGRO-VILAR,
1982; STEELE, GALLO e GANONG, 1985). A Ang ll, por sua vez,

potencializou a atividade da renina intrafolicular e aumentou a concentragao
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de Ang Il no foliculo pré-ovulatorio de mulheres (LIGHTMAN et al., 1987). A
ovulagdo e a maturacdo oocitaria parecem ser estimuladas pela Ang Il
produzida nos ovarios de coelhas (YOSHIMURA et al., 1997).

Sagae e colaboradores (2013), mostraram que ratas obesas por dieta
de cafeteria ndo apresentaram o pico pré-ovulatério de LH e que a
administragao de losartan (um antagonista do receptor AT1 da Ang Il) desde

o desmame, restabeleceu este efeito nos animais.

Considerando que varios estudos tém correlacionado a obesidade com
alteragdes na funcdo reprodutiva, tanto em mulheres quanto em modelos

animais;

Considerando que a Ang |l parece ter um papel mediador nessa
associagao e que o bloqueio do receptor AT1 da Ang Il administrado desde o
desmame melhora o perfil reprodutivo;

Justifica-se estudar o desenvolvimento folicular de fémeas adultas com
obesidade induzida pela dieta de cafeteria, submetidas a administracdo do
losartan, na vida adulta, na tentativa de responder a seguinte pergunta: o
bloqueio do receptor AT1 da Ang Il reduz as alteracbes na ovulagao,
observadas em ratas obesas quando administrado apds a instalacédo da
obesidade?

14



Objetivo Geral:

OBJETIVOS

Avaliar o efeito do tratamento com losartan, um antagonista do

receptor AT1 da Ang Il, no desenvolvimento folicular de ratas Wistar adultas,

apos a instalagado da obesidade, induzida pela dieta de cafeteria.

Objetivos Especificos

Avaliar o peso corporal e os pesos das gorduras subcutanea,
perigonadal e retroperitoneal dos animais;

Analisar as fases do ciclo estral por meio de esfregaco
vaginal;

Realizar a contagem do numero de foliculos primarios,
secundarios, antrais e maduros por ovario;

Realizar a contagem do numero de foliculos atrésicos por
ovario;

Avaliar a medida do diametro dos foliculos maduros;

Avaliar a espessura da camada das células da teca interna e
externa dos foliculos maduros;

Avaliar a presenga ou auséncia de cistos foliculares ou
foliculos do tipo IlI;

Realizar a dosagem hormonal de FSH, LH, prolactina e
progesterona.



REVISAO DE LITERATURA

1. Obesidade
A obesidade geralmente é definida como um excesso de gordura no

corpo, porém a definicdo de excesso de gordura ndo é bem estabelecida. E
dificil medir a gordura diretamente. Consequentemente, a obesidade é
frequentemente definida como excesso de peso corporal € ndo como
excesso de gordura, o que é calculado por meio do indice de Massa Corporal
(IMC= peso (kg)/ altura?®) (KEYS et al., 1972). A obesidade é definida também
como um estado no qual o aumento do peso corporal, mais especificamente
do tecido adiposo, é de suficiente magnitude para produzir consequéncias
adversas a saude, devido a um desequilibrio-chave no balango de energia,
onde ocorre maior ingestdo de energia (alimentagdo) em relagdo ao gasto
(SPIEGELMAN e FLIER, 2001).

A obesidade é definida no adulto pelo IMC maior ou igual a 30 Kg/m?
e, entre criangas e adolescentes, apesar de ndo existir uma padronizagao,
alguns paises definem sobrepeso ou obesidade quando o IMC para a idade
estiver igual ou maior que o 95° percentil de uma populacdo de referéncia
especificada ou quando o IMC para a idade, baseado no escore do desvio-
padrao (DP) - z-score -, for maior que +2 (WHO, 2000).

As taxas crescentes de obesidade sdo um desafio para a saude
publica mundial e constituem grande preocupagéo, pois tém alcangado
proporcdes epidémicas, sendo a obesidade um fator de risco para uma série
de doencas crbénicas como o diabetes tipo Il, doenga cardiovascular, doenca
hepatica n&do alcoodlica e cancer. A obesidade esta relacionada com um
modesto risco aumentado de todas as causas de mortalidade e também com
a reducdo do tempo de vida (OGDEN et al., 2007), além de ocupar um
significante lugar nos sistemas de saude e econémico (WITHROW e ALTER,
2011).

Ha correlagdo da obesidade com maior risco de morte quando o IMC

esta acima de 30, tanto para homens como para mulheres, saudaveis e nao
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fumantes, em qualquer idade, bem como nos diferentes grupos étnicos ou
raciais. E com a idade em torno de 50 anos, em pessoas que nunca
fumaram, o risco de morte pode aumentar de 20 a 40% entre as pessoas
com sobrepeso e de 2 a 3 vezes entre pessoas obesas, quando comparadas
com as pessoas com peso normal. Sobrepeso também foi fortemente
correlacionado com maior risco de morte em mulheres (ADAMS, SCHATZ e
HARRIS, 2006).

A obesidade representa um significante custo financeiro para o
individuo, sociedade e governo. Dados dos Estados Unidos indicam que o
tratamento da obesidade e de suas complicagdes girou em torno de 147
bilhdes de dolares em 2006, representando 10% dos gastos totais do pais no
cuidado da saude (MORAN et al., 2011). No Brasil, dados da Forga-Tarefa
Latino Americana, evidenciam que o Governo Brasileiro ja gastou mais de um
bilhdo de reais por ano com consultas, exames, medicagdes, internamentos
para pacientes com este problema de saude (FELLIPPE e SANTOS, 2004).

Além dos fatores de risco associados com a obesidade (PHILLIPS et
al., 2012), a qualidade de vida dos individuos obesos também esta
comprometida por estar associada a diminuigdo da atividade fisica, a baixa
autoestima e depressdo. Os obesos sofrem com o preconceito e até com a
discriminagdo ou isolamento social, na sociedade em geral e nas relagdes
interpessoais, provocado pela sensagdo de inadequacdo aos padroes
vigentes atuais (TAVARES, NUNES e SANTOS, 2010).

Atualmente no Brasil, politicas de saude publica tem dado énfase no
enfoque a prevencdo da obesidade e das Doengas Crdénicas Nao
Transmissiveis, para se tentar minimizar a longo prazo o efeito deletério da
obesidade (CARVALHO, 2012).

A obesidade é considerada uma doencga multifatorial. Parece haver
uma interacdo genética-ambiental, onde individuos susceptiveis
geneticamente, respondem a um ambiente mais urbanizado, com rapidas
mudangas tecnoldgicas, com maiores opg¢des de dietas ricas em gorduras e

mais palataveis; isso, somado ao fato das pessoas terem menor
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oportunidade para gastar energia, com redugdo da atividade fisica
(sedentarismo), e outros fatores como, psicoldgicos, fisioldégicos e culturais,
contribuem para a alta prevaléncia da obesidade (OGDEN et al., 2007).

Na obesidade existe uma disfuncdo do metabolismo do tecido adiposo
e de seus componentes, podendo ocasionar um disturbio metabdlico
importante, gerando a Sindrome Metabdlica ou Sindrome X, onde se
evidencia hiperglicemia, aumento da resisténcia a insulina, hiperinsulinemia,
hipertensdo arterial, aterosclerose, dislipidemia e diabetes tipo |I,
principalmente nos individuos que concentram a gordura na regido abdominal
ou central. Mulheres com obesidade central sdao mais propensas a
desenvolveram a sindrome metabdlica do que aquelas com obesidade menor
na regido abdominal ou com obesidade periférica (PEREIRA, FRANCISCHI e
LANCHA, 2003).

A partir da década de 90, a relacdo da obesidade e suas
comorbidades comegou a ser melhor elucidada, o tecido adiposo deixou de
ser considerado simplesmente como um local de armazenamento de acidos
graxos e passou a ter um papel fundamental no metabolismo dos lipideos e
da glicose, além de produzir uma série de substancias denominadas
adipocinas (THAYHURN, BING e WOOD, 2006). Dentre estas, a leptina, a
interleucina-6 (IL-6), o Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-alfa), a
adiponectina e o inibidor-1 da ativagcdo do plasminogénio entre outros
(HAJER et al., 2007).

Também ¢é no tecido adiposo que ocorre a conversido periférica dos
androgénios em estrogénios, provenientes basicamente dos ovarios, pela
acdo da enzima aromatase. Este processo fisiologico é dependente da
quantidade de tecido adiposo. Na obesidade, como o tecido adiposo esta
aumentado, ocorre uma grande conversdo dos androgenos em estrogenos e
esse aumento de estrogenos circulantes sinaliza para o hipotalamo
(retroalimentacédo positiva) liberando mais LH, o que pode alterar o perfil
reprodutivo (PASQUALI e GAMBIERI, 2006).
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2. Obesidade e aspectos reprodutivos
Muitos estudos tém correlacionado a obesidade com infertilidade

(MORAN et al, 2011; BRANNIAN, 2011), porém, os mecanismos envolvidos
nao estdo bem estabelecidos. Tem sido muito correlacionada com alteracdes
da ovulagao, principalmente associada a Sindrome dos Ovarios Policisticos
(SOP), uma sindrome caracterizada por hiperandrogenismo (clinico e ou
bioquimico), aspecto policisticos dos ovarios a ultra-sonografia, oligo ou
anovulagao (irregularidade menstrual), e geralmente esta associada a outros
fatores como obesidade, hipersecrecdo de LH e resisténcia a insulina
(ROTTERDAM, 2004), e estas mulheres apresentam-se mais subférteis
(BREWER e BALEN., 2010; MOTTA, 2012).

Em torno de 50% das mulheres com SOP s&o obesas ou com
sobrepeso, e a maioria destas, apresentam aumento maior da gordura
visceral do que subcutanea, perfazendo um aspecto androide da distribuicéo
da gordura (obesidade central). E em torno de 80% das mulheres com SOP
apresentam resisténcia a insulina (BOHLER, SRIPRAKASH e WINTERS,
2010).

A SOP esta associada com piora do metabolismo da insulina,
ocasionando hipersecrecdo de insulina, hiperglicemia e manifestagdes
clinicas de resisténcia a insulina (GAMBIERI et al., 2002). A resisténcia a
insulina e a hiperinsulinemia aumentam a produgdo de androgenos,
resultando em infertilidade ovulatéria (BHATHENA, 2011). Em ratas
submetidas a dieta que induz obesidade também se evidenciou infertilidade,
e observou-se nessas ratas que a sensibilidade a insulina na hipdéfise e nos
ovarios permaneceu presente, com resisténcia a acdo da insulina nos outros
orgaos, o que contribui para a fisiopatologia da SOP (WU et al.,, 2012).
Numerosos estudos tém mostrado a presenga de resisténcia a insulina e
aumentada prevaléncia de fatores de risco para doenca cardiovascular e
diabetes em mulheres com SOP (PAULI et al., 2011).

Na obesidade abdominal, desenvolve-se resisténcia a insulina e ocorre
uma hiperinsulinemia; entretanto, o ovario permanece responsivo a insulina.

Elevadas concentragdes de insulina aumentam a esteroidogénese ovariana e
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consequente producdo excessiva de androgenos pelas células da teca
(DUNAIF, 1997). Produgao elevada de androgenos ovarianos leva a atresia
prematura do foliculo e, consequentemente, aumenta a chance de
oligo/anovulagao (DUNAIF, 1997; PASQUALI e GAMBIERI, 2006; NORMAN
et al., 2007). Produgé&o excessiva aciclica de estrogénios pode exercer um
feedback positivo na regulagao da liberagdo do LH e um feedback negativo
na liberacdo de FSH, levando a um aumento na produgdo de androgénio
pelos ovarios (GAMBIERI et al., 2002).

Mulheres com SOP apresentam alteracdes nas secre¢des de LH, tanto
na frequéncia quanto na amplitude, tendo concentragdes maiores de LH bem
como da relagado LH/FSH do que mulheres consideradas sem SOP, podendo-
se atribuir a hipétese de existir um defeito na secre¢do de hormdnio liberador
de LH pelo hipotalamo (TAYLOR et al., 1997).

O impacto negativo da obesidade no desenvolvimento folicular é
complexo e multifatorial, estando relacionado com alteragdes hormonais
(PASQUALI et al., 2003).

O tipo de distribuicdo do tecido adiposo também influencia as
concentragdes da globulina carreadora de esteroides (SHBG), produzida pelo
figado e com alta afinidade pela testosterona e baixa afinidade pelo estradiol,
e mulheres com gordura central ou abdominal possuem menor concentragao
de SHBG do que as mulheres com obesidade periférica, o que eleva as
concentragbes de testosterona e estradiol. A retroalimentacdo negativa do
excesso de estrogénio pode reduzir a sinalizagdo hipotalamo-hipofise e
alterar o processo fisiolégico da ovulagdao (GOSMAN, HEATHER e LEGRO,
2006). Geralmente mulheres obesas com gordura central tém altas
concentracdes de insulina o que leva a uma diminuicdo na producdo da
SHBG pelo figado, e causa, consequentemente, um aumento das
concentragbes dos horménios esteroides sexuais livres circulantes como a
testosterona, deidrotestosterona e androstenediona de origem ovariana. Este
aumento dos androgénios circulantes (hiperandrogenismo), e de insulina

tendem a ser responsaveis pela deposi¢cado de gordura, principalmente central
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(GAMBIERI et al., 2002), isto poderia formar um ciclo vicioso perpetuando o
estado de obesidade central em mulheres com SOP (LIMM et al., 2012).

Um estudo sobre a distribuicdo de gordura corporal de mulheres
anovulatorias evidenciou que a gordura abdominal esta aumentada devido a
um aumento significativo da gordura subcutédnea (abdominal e de tronco) e
ndo tanto da gordura intra-abdominal, o que se correlacionou mais com
anovulagéo (KUCHENBECKER et al., 2010).

Mulheres obesas sofrem de perturbacbées do eixo hipotalamico-
hipofisario-gonadal, disturbios menstruais e tem trés vezes mais chance de
sofrer de oligo/anovulagdo. Um fino balango hormonal regula o
desenvolvimento folicular e a maturagao oocitaria, e tem sido observado que
a obesidade pode alterar o ambiente hormonal, levando a anovulagao
associada a SOP. A leptina, um horménio produzido pelos adipécitos, esta
elevado em mulheres obesas e leptina aumentada esta associada com piora
da fecundidade (BREWER e BALEN, 2010).

Um IMC alto esta relacionado com aumento nas concentragdes de
leptina no fluido folicular e no plasma, e diminuicdo da concentracdo de
adiponectina sérica. A chance de uma mulher obesa conceber, diminui a
medida que seu IMC aumenta. Mulheres com IMC entre 30 e 35 tinham uma
diminuigao de 4% nas taxas de concepg¢ao para cada unidade de aumento no
IMC (STHEPHENSON, 2008).

Mulheres obesas sofrem mais de alteragdes do ciclo menstrual, piora
da ovulagdo, com consequente efeito negativo sobre o endométrio e
implantagdo. Também ocorre piora da resposta destas mulheres obesas aos
tratamentos de reproducdo assistida, bem como nas taxas de fertilizacao,
implantagcédo e concepgéo, devido a piora na qualidade oocitaria e/ou defeitos
na receptividade endometrial (PENZIAS, 2012; BELLVER et al., 2013)) e
também menor numero de odcitos maduros (em metafase 1) (DOKRAS et al.,
2006; WITTEMER et al., 2000) pode levar a maiores taxas de abortamentos e
perdas gestacionais precoces (ROBKER, 2008). Os mecanismos como a
obesidade reduz as taxas de gravidez sdo complexos e parecem
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multifatoriais. A resisténcia a insulina parece ser o fator chave para a
anovulagao induzida pela obesidade (NORMAN, 2010).

A prevaléncia da obesidade durante a gravidez também esta
aumentando e além das complicagbes em curto prazo da obesidade durante
a gravidez, em méae e feto, € agora bem reconhecido que a obesidade
materna tem consequéncias adversas em longo prazo para a saude da prole.
Evidéncias de estudos com animais e humanos indicam que a obesidade
materna aumenta o risco da prole desenvolver obesidade e alterar a
composic¢ao corporal na infancia ou adulto e isso adicionalmente tem impacto
na saude cardiometabdlica da prole com alteragdo da regulagdo do
metabolismo incluindo glicose/insulina e desenvolvimento de hipertenséo e
disfuncao vascular (DRAKE e REYNOLDS, 2010).

Mulheres obesas submetidas a estimulacdo da ovulagcdo com
gonadotrofinas para ciclo de Fertilizagdo in vitro (FIV) e Injecdo
Intracitoplasmatica de Espermatozoides (ICSl), apresentaram menor numero
de odcitos por ciclo e menos od6citos maduros (em metafase Il), em
comparagao com mulheres com IMC normal, sugerindo que a obesidade
pode, independentemente, ser um fator de piora da maturacdo oocitaria
(DOKRAS et al.,, 2006; WITTEMER et al., 2000). A obesidade tem um
significante efeito negativo sobre os resultados dos tratamentos de
reproducado assistida, sendo que mulheres com um IMC maior que 30 tem
68% de taxas mais baixas de ter um nascido-vivo apds uma primeira tentativa
de Fertilizacao in vitro, comparadas com mulheres com IMC menor que 30
(MORAGIANNI, JONES e RYLEY, 2012). Estima-se que mulheres com
sobrepeso e obesas com infertilidade tenham uma diminuicdo em torno de
15% de ter um nascido vivo em comparagao com mulheres de peso normal,
além de terem maiores chances de complicagbes na gestacao e foi estimado
um custo por nascido-vivo 54% maior nas pacientes com sobrepeso e de
100% maior nas obesas quando comparadas com mulheres de peso normal
(KONING et al., 2010).
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Redugcdo na maturacdo da idade sexual, inicio mais precoce da
puberdade, com antecipacdo da menarca, tem sido observada tanto em
mulheres como em fémeas de roedores, associadas a IMC mais elevado
(WANG, 2002; SAGAE et al., 2012).

O ovario é considerado um o6rgéo-alvo da insulina, visto através da
habilidade da insulina estimular a esteroidogénese em células ovarianas in
vitro e pela detecgéo de receptor de insulina nos compartimentos estromal e
folicular. Portanto, a insulina tem papel importante na regulagdo da
esteroidogénese ovariana, desenvolvimento folicular e proliferacdo das
células da granulosa e as alteragdes na sinalizagédo intracelular da insulina
podem ter um papel no estado infértil associado com a obesidade. Ratas
obesas por dieta hipercalorica apresentam resisténcia a insulina nos ovarios
(AKAMINE et al., 2010).

A Infertilidade associada a obesidade e hiperandrogenismo sao
corrigidas pela delecdo do receptor de insulina em células da teca ovariana
em camundongos, onde fémeas magras com deleg&o do receptor de insulina
nao apresentaram alteragdes no desenvolvimento ou fungdo reprodutiva,
enquanto que fémeas com obesidade induzida por dieta com alto teor de
gordura e sem a delecdo, apresentaram infertilidade e altas concentragdes
circulantes de testosterona; e as obesas com a delegcdo, apresentaram
fertiidade e concentragdes de testosterona semelhantes aos controles,
sugerindo uma ligagao entre hiperinsulinismo e hiperandrogenismo ovariano
e infertilidade (WU et al., 2014).

3. Desenvolvimento Folicular e Ciclo Estral
As mulheres e as fémeas de roedores possuem dois ovarios, 0s

quais tém a fungdo de formar o odcito (gameta feminino), capaz de ser
fertilizado, e de produzir horménios esteroides femininos (estrogénio e
progesterona) com a finalidade de preparar todo o sistema reprodutivo e o
corpo feminino para a fertilizagdo e a subsequente gestagao. No interior dos
ovarios encontram-se os foliculos, que sdo suas unidades morfofuncionais,
formados por um odcito envolvido pela camada de células da granulosa
(OKTEM e OKTAY, 2008).
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Os ovarios consistem de trés porg¢des principais: a cortical, a qual
possui uma camada mais externa, com uma unica camada de células
cuboides, que € o epitélio germinativo. Logo abaixo do epitélio germinativo,
na camada mais interna da cortical, encontram-se os foliculos, embebidos em
um tecido estromal (tecido conjuntivo e células intersticiais). Os foliculos
estdo em varias fases de desenvolvimento ou regressao, indo de primordial,
passando por primario e secundario, depois para pré- antral, antral, pré-
ovulatério (maduro). Alguns foliculos se apresentam atrésicos e outros em
fase de corpo luteo (pds-ovulagédo). Ainda tem a camada medular e o hilo
(rede festis) onde se encontram os vasos, 0s nervos e as ceélulas hilares
(SPEROFF e FRITZ, 2005), figura 1.

Figura 1: llustragao do desenvolvimento folicular no ovario

(SPEROFF e FRITZ, 2005)

A produgdo dos foliculos, nas mulheres, se faz somente na vida
embrionaria, inicia-se por volta da décima segunda semana, com um pico por
volta da vigésima semana (em torno de 6-7 milhdes), sendo que ao
nascimento a menina possui em torno de 1 a 2 milhdes de foliculos.
Chegando a puberdade, possui em torno de 300.000 foliculos, que serdo
utilizados em toda a sua vida reprodutiva, sendo que em torno de 1.000
foliculos sado recrutados em cada ciclo menstrual, sofrerdo alteragdes e
evoluirdo ou para apoptose (atresia) ou para apenas um ser o dominante e

liberar o od6cito maduro. E em toda a vida reprodutiva da mulher, somente em
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torno de 400 a 500 foliculos terdo se tornado pré-ovulatérios (SPEROFF e
FRITZ, 2005).

Durante cada ciclo menstrual, o desenvolvimento folicular &
dependente de um padrao de liberagdo das gonadotrofinas, LH e FSH, pelo
Horménio Liberador de Gonadotrofinas (GnRh) hipotaldamico, e dos
esteroides, estrogénio e progesterona, que vao culminar com a ovulagéo e
posterior formagao do corpo luteo (SPEROFF e FRITZ, 2005), figura 2.
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Figura 2: Figura esquematica da variagdo hormonal no ciclo menstrual

A foliculogénese (figura 3), processo no qual um foliculo primordial,
constituido de uma pequena célula e uma lamina de células foliculares
achatadas, cresce e diferencia-se em um foliculo primario, depois em foliculo
secundario, antral e maduro, onde o odécito amadurece e é liberado no
processo de ovulacdo. Os foliculos maduros contém um odcito maduro e

varias camadas de células da granulosa, que sao envolvidas pelas células da
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teca. O foliculo primordial passa a foliculo primario e secundario, depois
forma a cavidade antral e passa a ser chamado de foliculo antral, e
posteriormente, denomina-se foliculo maduro, tornando-se o foliculo pré-
ovulatério. Esse crescimento, basicamente, inicia-se quando as
concentragbes de estrogénio estdo baixas e sinalizam para o hipotalamo
liberar o GnRH, que age na hipofise liberando o FSH, que estimula o
crescimento dos foliculos nos ovarios (SILVA, FIGUEIREDO, VAN DER
HURK , 2009), figura 3.

Da esquerda para a direita: Foliculo primordial, primario, secundario, antral e maduro.

http://aprenderbiologiacomapaulaeasuzi.blogspot.com.br/2009/10/evolucao-folicular-em-cada-ciclo.html

Figura 3: Estagios do desenvolvimento folicular (Foliculogénese)

A sintese de esteroides (esteroidogénese), ou seja, de estrogeno e
progesterona, nos ovarios, ocorre predominantemente nas camadas de
células da granulosa e da teca dos foliculos. A porgéo interna da teca é
altamente vascularizada, e produz grande quantidade de progesterona e
androgenos, os quais atuam como precursores para a sintese de estrégenos
nas células da granulosa. A androstenediona e a testosterona se difundem
para as células da granulosa, onde sdo convertidas principalmente em
estradiol, pela acdo da enzima aromatase (MINDNICH, MOLLER e
ADAMSKI, 2004). No estagio de foliculo pré-ovulatorio, durante a maturagao
folicular, a sintese de estradiol € gradualmente aumentada devido ao up-
regulation da aromatase por acdo do LH e FSH. Durante esta fase, o
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estrogeno parece ser responsavel por aumentar os receptores de LH e iniciar
a alca de retroalimentagcao positiva responsavel pelo pico de LH que resulta
no principal estimulo para ocorrer a ovulagdo (GREENWALD e ROY, 1994).
Apos o pico de LH e, consequente, ovulagao, o foliculo entra em fase lutea
na qual predomina a sintese de progesterona.

O desenvolvimento folicular nas fémeas de roedores é muito
semelhante ao de humanas, sendo por este motivo, 0 modelo animal mais
utilizado. Uma diferenca em relacdo a formacao dos foliculos primordiais &
que nas mulheres estes foliculos estdo presentes desde a vigésima semana
de vida fetal, e nas fémeas de roedores formam-se nos primeiros trés dias de
vida apds o nascimento. E em relagdo ao recrutamento e selecéo do foliculo
antral, os mecanismos sao semelhantes entre as fémeas de roedores e
primatas, entretanto, em roedores, multiplos foliculos tornam-se dominantes a
cada ciclo estral, portanto, o processo de ovulagdo € de varios odécitos por
ciclo (HIRSHFIELD, 1991) enquanto na mulher, normalmente, somente um

torna-se dominante para ovular.

O ciclo reprodutivo das ratas é chamado de ciclo estral e é
caracterizado por quatro fases: proestro, estro, metaestro (ou diestro I) e
diestro (ou diestro 1) (FREEMAN, 1994; SANTORO et al., 2004). A ovulacao
ocorre do inicio do proestro até o fim do estro. A duracio do ciclo € em média
de quatro dias e isso faz com que sejam animais ideais para investigagdo das
mudangas que ocorrem durante o ciclo reprodutivo (MARCONDES, BIANCHI
e TANNO, 2002). A fase proestro tem duragéo de 12 a 14 horas e antecede o
estro, o qual tem duracdo de 25 a 27 horas, e € a fase em que ocorre a
ovulagdo. O metaestro ou diestro | dura em torno de 6 a 8 horas e o diestro |l,
55 a 57 horas (SANTORO et al., 2004).

Durante o ciclo estral, a prolactina, o LH e o FSH permanecem baixos
e aumentam na tarde do proestro. As concentragdes de estradiol comegam a
aumentar no metaestro, alcangando concentracbes de pico durante o
proestro e retornando para a linha de base no estro. A secrecdo de

progesterona também aumenta durante o metaestro e diestro, diminuindo
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logo apds para depois alcangar seu segundo pico por volta do fim do proestro
(SMITH, 1999) Figura 4.

O aumento do estrogeno induz um aumento na secregcdo de
gonadotrofinas na tarde do proestro (FREEMAN, 1994). A secrecédo de LH,
FSH e Prolactina sdo similares durante a maior parte do ciclo estral, com
suas concentragdes permanecendo baixas e nao sendo modificadas até a
tarde e inicio da noite do proestro. O pico plasmatico de LH, importante para
0 processo ovulatorio, ocorre entre as 15h e 18 h do proestro; e o pico da
prolactina ocorre as 15 h do proestro. As concentragdes de FSH e prolactina
apresentam um pico secundario no estro, diferente do LH, e isto pode estar
relacionado com o recrutamento de foliculos para o proximo ciclo e com a
funcao luteotréfica (SZAWKA e ANSELMO- FRANCI, 2004). Figura 4.

PROLACTINA

——
ESTRADIOL

PROGESTERONA

Figura 4: Variagdes hormonais no ciclo estral

O desenvolvimento dos foliculos nos ovarios depende da integridade
do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal, sendo que o FSH produzido pela
hipdfise vai atuar nas células da granulosa dos foliculos promovendo seu
crescimento. Estas células, por sua vez, produzem estrogénio e desenvolvem

receptores para o LH. Este estrogénio aumentado induz a liberagao pela

28



hipdfise do pico pré-ovulatério de LH que promove a maturagdo do odcito e a,
consequente, ovulagdo. (BROEKMANS et al., 2010).

A caracterizacado de cada fase se faz de maneira rapida e facil através
da citologia vaginal, coletada através de lavados vaginais diariamente pela
manha, com auxilio de uma pipeta plastica com 10 microlitros de soro
fisioloégico (NaCl a 0,9%), inserindo a ponta da pipeta na vagina da rata, mas
nao profundamente. Instila-se o soro fisiolégico uma ou duas vezes dentro da
vagina e se faz uma ldmina com esse fluido vaginal de cada animal. O
material ndo precisa ser fixado e é observado a fresco num microscopio de
luz com objetivas de 10 e 40 X (MARCONDES, BIANCHI e TANNO, 2002),
Figura 5.

Trés tipos de células podem ser identificadas no lavado vaginal:
células epiteliais (redondas e nucleadas), células corneificadas (irregulares e
sem nucleo) e leucdcitos (redondas e bem pequenas). A proporc¢ao entre elas
€ o método usado para determinacdo da fase do ciclo estral. Fase de
proestro: predominio de células epiteliais; Fase estro: predominio de células
corneificadas; Fase metaestro, consiste da mesma propor¢cdo entre
leucocitos, células epiteliais e células corneificadas e Fase de diestro:
predominio de leucécitos. Essa variagdo se deve as mudancas nas
concentragbes de estradiol e progesterona durante o ciclo, sendo que a
presenca de células epiteliais evidencia a presenga de estradiol, células
corneificadas sao condizentes com o pico de estradiol na fase ovulatéria. No
diestro | observa-se poucas células epiteliais e corneificadas, com leucocitos,
e na fase diestro Il, grande quantidade de leuct6citos (MARCONDES,
BIANCHI e TANNO, 2002) Figura 5.

O conhecimento atual sobre o ciclo ovariano de mamiferos que ovulam
espontaneamente baseia-se, sobretudo, em estudos realizados em ratas,
visto que muitas similaridades sado encontradas entre o ciclo da mulher e da
rata: ovulam ciclica e espontaneamente, independente de alteracdes
sazonais ou de atividade sexual. Entretanto, existem algumas diferengas: na

mulher o marco do ciclo menstrual € a menstruacédo e na rata € a ovulacéao,
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caracterizado pela receptividade sexual; apds a ovulagdo nas ratas, o corpo
luteo tem breve duragdo, ndo secretando progesterona em quantidades
suficientes para permitir a implantagdo do embrido, ao menos que a copula
tenha acontecido no estro (ANTUNES-RODRIGUES, 2005).




Figura 5: Fotomicrografias, com aumentos de 10 e 40 X, de esfregagos vaginais de fémeas de
roedores nas diferentes fases do ciclo estral: a e b) proestro (predominio de células epiteliais — E); ¢ e d) estro
(predominio de células corneificadas — C); e e f) diestro | (células epitelias, corneificadas e leucécitos); g e h) diestro

Il (predominio de leucdécitos — L).

(MARCONDES, BIANCHI e TANNO et al., 2002)

4. Angiotensina ll e Losartan
Primeiramente, a renina foi descoberta por Tigerstedt and Bergman,

em 1898, onde observaram o aumento da pressé&o arterial apds injetarem um
substrato de rim em cobaias, e o efeito foi maior nas nefrectomizadas.
Posteriormente, a Ang Il foi caracterizada por Braun-Menendez, em 1940,
onde demostrou que a renina produzia seu efeito na pressdo sanguinea por
meio da agdo de um substrato no plasma (renina) que causava a formacao
de uma substancia pressora (Ang Il). E na sequéncia, um completo sistema
periférico para a formagédo e metabolismo da Ang Il foi logo caracterizado e
chamado de Sistema Renina-Angiotensina (SRA), por volta de 1976. Neste
sistema classico, uma molécula precursora chamada angiotensinogénio,
proveniente do figado, é clivado pela acdo de uma enzima sintetizada e
liberada na circulagéo principalmente pelas células justa-glomerulares renais,
chamada renina, dando origem a Angiotensina |, um decapeptideo que, por
sua vez, € inativa e se converte em Angiotensina Il, um octapeptideo efetor,
por meio da agdo da enzima conversora de angiotensina (ECA), nos vasos
sanguineos pulmonares (MORGAN, PIPKIN e KALSHEKER, 1996).

O conceito mais antigo e conhecido do SRA & de que a Ang I
circulante age nos seus receptores localizados em algumas partes, como na
musculatura lisa dos vasos sanguineos, na adrenal e nos rins, onde produz
vasoconstricdo, libera aldosterona e retém sodio, respectivamente, tendo
importante agdo no balango hidroeletrolitico e na regulagdo da pressao
arterial (PAGE, 1987; THATCHERS et al., 2009).

Estudos na década de 60, sugeriram que existia um mecanismo em
que a Ang Il circulante tinha uma acg&o sobre o sistema nervoso central, por
meio de receptores, tendo um papel importante no controle cardiovascular e
balango hidroeletrolitico (BICKERTON e BUCKLEY, 1961; FITZSIMON,
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1980). Nos ultimos 40-50 anos muito se pesquisou sobre o SRA, e seus
componentes foram encontrados em outros tecidos além da parede arterial,
rins e adrenal; como coragdo, hipotalamo, hipofise e gbnadas. A classica
visdo enddcrina do SRA mudou e um novo conceito surgiu. Em adigdo ao
tradicional sistema, ou modo enddcrino de acdo, a ANG Il tem efeitos no
tecido local (paracrina), nas células adjacentes (autocrina) e possiveis
eventos intracelulares  (intracrina)  (INAGAMI et al, 1988).
Concomitantemente, concluiram que existia um SRA central, que secretava
renina e angiotensina (PHILLIPS, 1987) e que a Ang Il central era
influenciada pela Ang Il periférica, por horménios como estrogénio e
corticoides, pelo sistema autonémico periférico, e pela concentracido do
volume de fluido extracelular e composi¢cdo ibnica do plasma. Ha inter-
relagbes mutuas entre horménios hipofisarios e Ang |l periférica e sistemas
autonémicos, sendo que a Ang Il é parte de um sistema regulatério multiplo
(SAAVEDRA, 1992). Em outro estudo, a Ang Il foi administrada centralmente
em fémeas de roedores e observou-se que pode controlar a liberacdo de
prolactina (PRL). A Ang Il inibiu a secregdo de PRL através da estimulagcéo
do sistema dopaminérgico e isto € dependente do estrogénio (STEELE,
MCCANN e NEGRO-VILAR, 1982).

A Ang Il modula a liberagdo de varios hormoénios na hipofise anterior e
posterior e também modula a formacao e liberagdo de fatores liberadores
hipotalamicos que chegam até a hipdfise pela circulagdo, onde agem
diretamente, como foi demostrado em um estudo no qual foi injetado Ang I
intracerebral em fémeas de roedores e houve maior liberagcdo de LH e menor
liberacdo de PRL em ratas ovariectomizadas tratadas com estrogénio
(STEELE, GALLO E GANONG, 1985; DORNELES e FRANCI, 1998). Porém
a injecao periférica de Ang Il ndo alterou as concentragdes de LH, sugerindo
que o efeito de liberagdo de LH é mediado por receptores cerebrais de Ang |l
e nao pela Ang Il circulante (STEELE, 1987). Apds a injecdo periférica de
angiotensina Il observou-se a presenga de receptores para Ang Il na regido
cerebral através de autorradiografia do cérebro dos ratos (VAN HOUTEN et

al., 1980). Depois, o método foi substituido pelos métodos quantitativos
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(ISRAEL, PLUNKETT e SAAVEDRA, 1985). E hoje s&o realizados por
meétodos de PCR (Polimerase Chain Reaction) in real time (LOUIS, SAWARD
e Zahradka, 2011). A partir disso, foram identificados, farmacologicamente,
dois subtipos de receptores da Ang I, chamados AT1 e AT2 (WHITEBREAD
et al.,, 1989). Os AT1 sdo encontrados nos vasos sanguineos, nos rins, na
adrenal, figado e pulmdes e antagonizam os efeitos da Ang Il. Os AT2 estao
presentes nos tecidos embrionarios e sofrem uma grande reducédo apds o
nascimento, mas parecem antagonizar as agdes dos receptores AT1
(GOOSSENS, MCQUAID e DENNIS, 2006).

O derivado imidazélico losartan (DuP 753) € o antagonista do receptor
AT1 da Ang Il que foi melhor caracterizado (WONG et al., 1990). Foi
descoberto, na década de 80, por cientistas da companhia DuPont e
posteriormente foi desenvolvido pela Merck. E um nao peptideo, que bloqueia
a acdo da Ang |l na célula, impedindo seus efeitos (DUNCIA et al., 1990). Os
receptores AT2 sdo expressos em altas concentragées nos tecidos fetais,
mas rapidamente diminuem apds o nascimento e sao bloqueados pelas
tetrahidroimidazopiridinas como o PD123177 e PD 123319 (BUMPUS et al.,
1991). Posteriormente, além de existir receptores AT1 e AT2 periféricos,
detectou-se a presenga dos receptores da Ang Il, AT1 e AT2, nas regides do
cérebro (SONG et al., 1991). As fungdes cerebrais da hipofise sdo mediadas
pelos receptores do tipo AT1 de Ang Il (SAAVEDRA, 1992).

Os receptores AT1 foram bem descritos na década de 90, por Inagami.
Sao receptores de membrana acoplados a proteina G e exercem seus efeitos
através da ativagcado de vias de sinalizagdo intracelular ativando a proteina
Gq, que estimula a fosfolipase. A fosfolipase C beta uma vez ativada, induz a
formacgao de trifosfato de inositol, assim como de diacilglicerol, o que provoca
a liberacdo e aumento da concentragao citoplasmatica de calcio, levando a
ativagcao da proteina quinase C e da adenilciclase regulada pelo receptor AT1
(INAGAMI, 2004). Aléem de ativar a sinalizagdo associada a proteina G a Ang
II, através de seu receptor AT1, é capaz de induzir uma cascata de ativagao
das vias tirosinas-quinases, que regulam vias efetoras intracelulares como
PLC-gama, Ras-Raf-MAPK quinase (MEK)-ERK e signal transducers and
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activator of transcription (STATS) e ativando a via serina-quinase, inibindo a
sinalizacao de insulina pela via IRb-beta/IRS-1/PI-3 quinase, que acabam por
aumentar a resisténcia a insulina intracelular (CARVALHO et al.,, 2007;
LUTHER e BROWN, 2011).

Os receptores AT2 da Ang |l também sado receptores de membrana
acoplados a proteina G, mas a ativagcdo do mecanismo de acgao intracelular é
diferente do AT1 e ainda € controverso. Parece que ativa a fosfatase de
serina/treonina PP2A, que direciona o sinal para o controle da atividade de
canais de potassio e calcio e parece também regular negativamente a
ativacdo da cascata MAP quinase desencadeada pela ativagdo do AT1
(CARVALHO et al., 2007).

A Ang Il e os componentes do SRA estdo aumentados na obesidade,
em fungcdo da maior producdo pelo adipécito, tendo um grande impacto no
metabolismo lipidico e dos carboidratos, tendo um papel no desenvolvimento
da resisténcia a insulina associada com o aumento da pressdo arterial
(STRAZZULLO e GALLETTI, 2004). Também evidenciou-se que a Ang Il
produzida localmente, estimula a liberagdo de leptina pelos adipdcitos em
fémeas de roedores (CASSIS et al., 2004). E a infusdo de Ang Il diminuiu a
adiponectina plasmatica via receptor AT1 em ratos, tendo implicacédo na
resisténcia a insulina relacionada a hipertensdo (RAN et al.,, 2006). O
bloqueio do receptor AT1 atenua a resisténcia a insulina e a remodelagao
miocardica em ratos com obesidade induzida por dieta hipercalérica
(OLIVEIRA-JUNIOR et al., 2014)

Foi demostrada a presenga dos componentes do SRA no ovario tendo
um papel importante na fisiologia ovariana bem como no desenvolvimento
folicular, esteroidogénese, maturagéo oocitaria, ovulagéo e atresia folicular; e
que a expressao do SRA no ovario € dependente das gonadotrofinas. A Ang
Il tem importantes efeitos em diferentes estagios do ciclo reprodutivo, modula
a esteroidogénese e formagdo do corpo luteo e estimula a maturacdo
oocitaria e a ovulagdo via receptores de Ang Il nos foliculos. Qualquer
disturbio no SRA ovariano pode resultar em desordens reprodutivas como
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SOP, Sindrome de Hiperestimulo Ovariano, tumores ovarianos e gravidez
ectopica (YOSHIMURA, 1997).

Atualmente, ja foram descobertas outras angiotensinas (lll, IV ) e
sabe-se que o SRA esta além daquele classicamente “circulante”, pois
existem outros SRA ’locais”, presentes em varios tecidos, inclusive tecido
adiposo e nos ovarios (FYHRQUIST e SAIJONMAA, 2008).

Resultados recentes do nosso grupo de pesquisa evidenciaram que a
administragao intraperitoneal de losartan, o antagonista do receptor AT1 da
Angiotensina |l, desde o desmame, preveniu a auséncia do pico pré-
ovulatério e a redugdo da ovulagdo em ratas tratadas com uma dieta para
indugdo da obesidade, denominada dieta da cafeteria (SAGAE et al, 2012 e
2013). Também demostrou-se melhora na secregéo de prolactina em fémeas
lactantes submetidas ao stress com a inje¢gdo do antagonista do receptor de
AT1 no nucleo arqueado hipotalamico de ratas lactantes ooforectomizadas
(DONADIO et al., 2004). Isso denota que a Ang Il possa ter um papel na
fisiopatologia da piora do aspecto reprodutivo na obesidade.

Ha trabalhos na literatura demostrando melhora da tolerancia a glicose
e da resisténcia a insulina com o uso do antagonista do receptor AT1 da Ang
II, tanto em modelos de roedores de diabetes tipo || como em humanos para
prevenir diabete mellitus (CHU et al., 2006; McGUIRE et al.,2008 ). Como a
obesidade esta associada com resisténcia a insulina, e a sindrome dos
ovarios policisticos esta relacionada com a obesidade e resisténcia a insulina,
e ja foi evidenciado resisténcia a insulina nos ovarios (AKAMINE et al., 2010),
provavelmente pode existir um elo entre resisténcia a insulina e 0 SRA, onde
este pode interagir com a sinalizagdo intracelular de insulina. Isto fica
evidenciado em trabalhos publicados que demonstram que o receptor de
membrana celular AT1 da Ang Il € um tipo de receptor de membrana
acoplado a Proteina G, e que a Ang Il, assim como a insulina, ativam a
fosforilagdo tirosina da via IRS-1 e IRS-2, desencadeando reacdes
intracelulares aumentando a resisténcia a insulina. E como existe uma

importante correlagao entre os componentes do SRA e resisténcia a insulina
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na SOP (AREFI, MOTTAGHI e SHARIFI, 2013) e o bloqueio dos receptores
AT1 da Ang Il, inativa essa via, diminuindo a resisténcia a insulina
(CARVALHO et al., 2007 ), podendo, talvez, ter efeitos benéficos também nos

aspectos reprodutivos, especialmente no desenvolvimento folicular.

5. Modelos experimentais de Obesidade
Varios modelos experimentais tém sido utilizados para estudar a

obesidade e a resisténcia a insulina (CESARETTI e KOHLMANN, 2006):
1) Modelos genéticos:

Devido a alteragbes monogénicas: por exemplo o camundongo amarelo,
onde ocorre mutagao no cromossomo 2 que sintetiza o peptideo relacionado
a proteina agouti (AGRP), um potente orexigeno, levando a hiperfagia e
obesidade; Outras variedades sdo: Camundongo ob/ob — auséncia de leptina;
Rato Zucker (fa/fa); camundongo db/db: resisténcia hipotaléamica de leptina.

Devido a alteragbes poligénicas: por exemplo o rato Otsuka Long-Evans
okushima Fatty (OLETF), com susceptibilidade nos cromossomos 1, 7, 14 e
X, leva a hiperfagia por um alelo nulo para a sintese do receptor
colecistocinina A, uma substéncia anorexigena. Outros exemplos:
Camundongos KK (diabetes moderado, obesidade e hiperinsulinemia e
hiperplasia de células beta-pancreaticas), rato israelense (quando alimentado
com ragao para roedores desenvolve obesidade, diabetes, dislipidemia,
hiperinsulinemia e hiperleptinemia) e rato Goto-Kakizaki (desenvolve
hiperglicemia e hiperinsulinemia na idade adulta) - GK.

Transgénicos Knockout (desenvolvidos através de técnicas de biologia
molecular): por exemplo, Knockout para gene da insulina, Knockout para
gene leptina e seus receptores, Knockout para gene da sinalizagdo

intracelular de insulina.

2) Modelo de Obesidade produzida pela administracdo neonatal de
monoglutamato de sédio (MSG): administrado subcutaneamente, na regiao
cervical, por 5 dias, na dose de 4 mg/kg de peso corporal/dia, 0 MSG causa

lesdes hipotalamicas, reduzindo aproximadamente 75% do numero de
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neurdnios do nucleo arqueado e eminéncia mediana, por meio da necrose e
fagocitose circunvizinha, levando a obesidade, porém com normo ou
hipofagia (BALBO et. al, 2007).

3) Modelos que induzem obesidade pelas mudangas na dieta: € a que mais
se assemelha a obesidade humana, por oferecer maior aporte calorico,
através de uma sobrecarga de carboidratos ou de gordura, isoladamente ou
em associagdo, e € chamada de dieta ocidentalizada, de fast-food ou de
cafeteria. E uma dieta de alta palatabilidade que faz com que os roedores
substituam a dieta padrdo pela dieta de cafeteria. Neste modelo
experimental, acrescenta-se ou associa-se a ragao padrdo substancias
altamente caldricas que variam com os diferentes grupos de pesquisa, como
bacon, castanhas, leite condensado, refrigerante, chocolate, amendoim,
guloseimas, etc. A dieta de cafeteria produz um incremento de peso corporal
de até 3040% ao final de 12 semanas, produzindo aumento significativo na
quantidade de gordura visceral. Este modelo é o adotado pelo nosso grupo
de pesquisa, ja tendo artigos publicados utilizando a dieta de cafeteria
contendo 5,42 Kcal/g (AKAMINE et al., 2010, SAGAE et al., 2013).
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Resumo

Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar o desenvolvimento folicular de ratas
Wistar adultas, com obesidade induzida por dieta de cafeteria, submetidas a
administracdo de Losartan, um antagonista do receptor AT; da Ang II. Métodos: A
partir do desmame (21 dias de idade) até a idade adulta e eutanasia (100 dias de
idade), as ratas foram separadas em 02 grupos: controle (CTL) que recebeu racao
padrdo e Cafeteria (CAF) que recebeu a dieta de cafeteria. A partir dos 70 dias de vida
iniciou-se a administracdo de Losartan ou agua por gavagem. O grupo CTL recebeu
agua e o grupo CAF foi separado em 02 subgrupos, CAF, que recebeu agua e
CAF+LOS, que recebeu Losartan. Foram utilizados 15 animais por grupo. A
eutanasia foi realizada no primeiro proestro ap6s 30 dias da administragdo de
Losartan ou de agua. As gorduras retroperitoneal, perigonadal e subcutanea foram
retiradas e pesadas. Foi realizada a contagem do numero de foliculos primarios,
secunddrios, antrais € maduros por ovario. Também foram coletadas amostras de
sangue para dosagens de FSH, LH, prolactina e progesterona. Resultados: O peso
corporal, bem como, o peso das 03 gorduras avaliadas, e, o nimero de foliculos
antrais foi estatisticamente maior no grupo CAF em relacdo ao CTL (P<0,001).
Todavia, as concentracdes de FSH e LH foram menores nos animais CAF em relacao
ao grupo CTL (P<0,001). A administracdo do Losartan normalizou o peso corporal e
o acumulo das gorduras retroperitoneal e subcutinea, bem como, o numero de
foliculos antrais. Conclusdo: Sugerimos que o uso do antagonista do receptor AT; da
Ang II, o Losartan, na vida adulta, pode contribuir para melhorar o desenvolvimento
folicular em fémeas com obesidade induzida por dieta de cafeteria e futuramente ser

utilizado como farmaco coadjuvante no tratamento da infertilidade associada a

obesidade.
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Abstract

Objective: The aim of this study was to evaluate the follicular development of adult
female Wistar rats, with obesity induced by cafeteria diet and with Losartan
administration, an antagonist of the AT, receptor of Ang II. Methods: From weaning
(21 days of age) till adulthood and euthanasia (100 days of age), female rats were
divided in 2 groups: Control (CTL) that received standard chow and Cafeteria (CAF)
that received cafeteria diet. From 70 days of age, Losartan or water were
administrated by gavage. The CTL group received water and the cafeteria group were
divided in 2 groups: CAF that received water and CAF + LOS that received Losartan.
Each group consisted in 15 animals. Euthanasia was performed on the first proestrus
after 30 days of Losartan or water administration. The retroperitoneal fat as well the
perigonadal and the subcutaneous fats were isolated and weighed. The number of
primary, secondary, antral and mature follicles per ovary was counted. Blood samples
were also collected for determination of FSH, LH, prolactin and progesterone levels.
Results: The body weight as well as the weight of the 03 fats measured, and the
number of antral follicles were higher in CAF group compared to CTL group
(P<0.001). However, FSH and LH levels were lower in CAF animals compared to
CTL animals (P<0.001). Losartan administration normalized the body weight and the
retroperitoneal and subcutaneous pads as well as the number of antral follicles.
Conclusion: We suggest that the use of Losartan in adulthood may improve follicular
development in female with obesity induced by cafeteria diet intake and, hereafter, it
could be an adjunctive drug in the treatment of infertility associated with obesity.

Key Words: obesity, infertility, Losartan, follicular development
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O bloqueio do receptor AT; da Angiotensina II reduz o ntimero de foliculos antrais
em ratas com obesidade induzida por dieta de cafeteria
Blockade of AT, receptor of Angiotensin II reduces the number of antral follicles in

female rats with obesity induced by cafeteria diet

Introdugao

A obesidade tornou-se uma epidemia mundial e atualmente ¢ um dos maiores
problemas de satde publica. Tem se observado também o aumento do indice da
obesidade na infancia e na adolescéncia e, muitas patologias associadas com esta
doenga, adquiridas nessa fase, podem se estender até a vida adulta (1).

A obesidade tem efeitos deletérios nas fungdes metabodlica e cardiovascular e
muitos estudos mostram que hd uma relacdo entre a obesidade e as alteracdes nos
aspectos reprodutivos, tanto em fémeas de roedores (2), quanto em mulheres (3).
Fémeas de roedores com obesidade induzida por dieta de cafeteria, que consiste em
uma dieta altamente caldrica e palatavel, apresentam auséncia dos picos pré-
ovulatérios de LH e progesterona, com consequente redu¢do na ovulagdo (4). Porém,
os mecanismos envolvidos nessas alteragdes ainda nao estdo bem estabelecidos.

A concentragdo plasmatica de Ang II, um hormonio peptidico conhecido por
atuar no controle do balango do fluido vascular e na fungdo cardiovascular (5), esta
aumentada na obesidade e pode ter um papel mediador nas alteragdes reprodutivas
relacionadas com esta doenga (4). O bloqueio do receptor AT, da Ang II desde o
desmame em fémeas de roedores, previne a hipertrofia do tecido adiposo, melhora a
sensibilidade a insulina, restabelece o pico pré-ovulatério de LH e a ovulacdo, além

de melhorar o perfil reprodutivo em fémeas de roedores (6).



Na década de 80, Steel e colaboradores demostraram que o aumento na
concentragdo de Ang II no hipotalamo, no periodo pré-ovulatorio, ¢ importante para a
secrecdo do hormoénio liberador de gonadotrofinas (GnRH) (7). A injecao
intracerebroventricular de Ang II estimula a secre¢@o pré-ovulatoria de LH (8), a qual
potencializa a atividade da renina intrafolicular e aumenta a concentracdo de Ang II
no foliculo (9). A Ang II produzida nos ovarios parece estimular a maturacio
oocitaria e a ovulagao (10).

Diante do exposto, sugere-se que a Ang Il possa agir como um mediador nas
disfungdes reprodutivas associadas com a obesidade. Assim, o objetivo do presente
estudo foi avaliar o efeito do Losartan (antagonista do receptor AT; da Ang II),
administrado na vida adulta, sobre o desenvolvimento folicular ovariano de ratas com

obesidade induzida por dieta de cafeteria.
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Metodologia

Ratas Wistar prenhas, provenientes do biotério central da Universidade
Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE) foram mantidas no biotério setorial do
laboratério de Fisiologia Endocrina e Metabolismo, em caixas individuais, em
ambiente com ciclo claro-escuro de 12 horas, com temperatura controlada (22+1°C),
com livre acesso a agua e racdo. Apds o nascimento, no maximo 08 filhotes fémeas,
foram mantidos com suas respectivas maes. Todos os procedimentos com os animais
foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UNIOESTE
(certificado numero 0021/2013 — CE; anexo I). Foram seguidas as normas contidas no
CIOMS (Council for International Organization of Medical Sciences) Ethical Code
for Animal Experimentation (11) e os preceitos do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal — COBEA.

Apo6s o desmame, aos 21 dias de vida, as ratas foram separadas em 02 grupos:
1) controle (CTL) que recebeu dieta padrao (12.39 kJ/g: 60% de carboidratos, 22% de
proteinas e 10% de gordura — Nutrilab™, Colombo, Brazil) e 2) Cafeteria (CAF) que
recebeu a dieta de cafeteria (22.76 kJ/g: 49% de carboidratos, 22% de proteinas e
24% de gordura) (6). A partir dos 70 dias de vida iniciou-se a administragdo de
Losartan ou agua, por gavagem. O grupo CTL recebeu 4dgua e o grupo CAF foi
separado em 02 subgrupos: CAF, que recebeu agua, e CAF+LOS, que recebeu 30
mg/Kg de peso corporal/dia de Losartan, até a eutanasia com 100 dias de vida (12),
totalizando 03 grupos com 15 animais cada.

A partir do 70° dia de vida, foi coletado diariamente, a partir das 9 horas da
manha, o esfregaco vaginal de todas as fémeas, os quais foram analisados a fresco ao

microscopio Optico para determinacdo da fase do ciclo estral (13).
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A eutanasia (100 dias de idade) foi realizada no primeiro proestro, apos 30
dias do inicio da administragdo de Losartan ou de 4gua e consistiu de decapitacdo em
guilhotina. Os animais foram pesados e as gorduras perigonadal, retroperitoneal e
subcutanea foram isoladas e pesadas para avaliagdo da obesidade.

Os ovarios direito de cada fémea foram retirados, isolados e fixados em
paraformaldeido a 10%, e posteriormente foram incluidos em parafina para
processamento histologico. Foram realizados cortes seriados de 8 um de espessura em
todo o ovario e corados com hematoxilina e eosina. Utilizando-se microscopio 6ptico,
associado a um sistema de imagens (Pro-Image plus), todos os cortes foram
analisados de acordo com os critérios adotados por Lara e colaboradores (2000) (14),
com modificagdes. Foram contados o nimero de foliculos primarios, secundarios,
antrais e maduros por ovario, no corte onde o odcito era mais evidenciado. Contou-se
também o nimero de cistos e foliculos atrésicos por ovario. Realizou-se a medida do
didmetro dos foliculos maduros em seu maior eixo, e a medida da espessura da
camada da teca interna e externa desses foliculos maduros.

No dia da eutanésia, o sangue foi coletado em tubos e funis previamente
heparinizados, o plasma foi separado e congelado a -80°C para posterior dosagem dos
horménios FSH, LH, progesterona e prolactina por radioimunoensaio. As
concentragdes plasmaticas de todos os hormonios foram determinadas utilizando-se
kits especificos para cada hormonio.

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média e foram
analisados pelo teste de varidancia ANOVA de 01 via, seguida pelo teste de Newman-
Keuls. Como critério de significancia foi adotado P<0,05.

O desfecho primario no calculo da amostra para os experimentos propostos, com

nivel de significancia P<0,05 e poder de 80%, baseou-se em estudo prévio realizado
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em nosso laboratorio (4). Os calculos foram realizados utilizando-se o programa PEPI

4.0 e 0 Prisma.
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Resultados

Observa-se na tabela I que a dieta de cafeteria induziu a obesidade nos
animais. O peso corporal e o peso das gorduras perigonadal, retroperitoneal e
subcutanea foram 20%, 71%, 86% e 57%, respectivamente, maiores no grupo CAF
quando comparado com o grupo CTL (Tabela I). O tratamento com Losartan nao
influenciou o peso da gordura perigonadal. Este parametro foi similar entre os grupos
CAF e CAF+LOS. Todavia, o peso corporal e das gorduras retroperitoneal e
subcutanea foram 16%, 19% e 45% menores, respectivamente, no grupo CAF+LOS
em relagcdo ao grupo CAF (Tabela I), demonstrando que o tratamento com Losartan
preveniu o acimulo de gordura nos animais tratados com a dieta de cafeteria.

O ntmero de foliculos primarios (Figura TA), secundarios (Figura IB) e
maduros (Figura ID), por ovério, foi semelhante entre os grupos CTL e CAF,
demonstrando que a dieta de cafeteria ndo influenciou estes parametros. O tratamento
com Losartan ndo influenciou o ntimero de foliculos primarios (Figura IA) e maduros
(Figura ID), entretanto, reduziu 49% o numero de foliculos secundarios no grupo
CAF+LOS em relagdo ao grupo CAF (Figura IB). Na figura IC observa-se que o
nimero de foliculos antrais foi 76% maior no grupo CAF em relagdo ao grupo CTL e
foi semelhante entre os grupos CTL e CAF+LOS, demonstrando que o Losartan
bloqueou o aumento do niimero de foliculos antrais induzido pela ingestao da dieta de
cafeteria.

Conforme as figuras IIA e IIB, o diametro dos foliculos maduros e a espessura
das camadas da teca, respectivamente, foram semelhantes entre os grupos CTL e
CAF. O tratamento com Losartan ndo influenciou estes pardmetros, visto que em

ambos, o grupo CAF+LOS foi estatisticamente similar ao grupo CAF.
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Observa-se nas figuras IIIA e IIIB que as concentragdes plasmaticas de FSH e LH
foram 38% e 30%, respectivamente, menores no grupo CAF quando comparado com
o grupo CTL. Entretanto, as concentracdes destes dois hormoénios nos animais
CAF+LOS foram semelhantes quando comparadas ao grupo CTL ou ao grupo CAF.
Isto demonstra que o tratamento com o Losartan melhorou parcialmente estes
parametros, evitando a reducdo das concentracdes de FSH e de LH induzida pela dieta
de cafeteria, porém sem alcancar os valores do grupo CTL. Nas figuras IIIC e IIID,
observa-se que as concentracdes de progesterona e prolactina, respectivamente, foram
semelhantes entre os grupos CTL, CAF e CAF+LOS, demonstrando que a dieta de

cafeteria, isolada ou associada ao Losartan, ndo influenciou estes parametros.
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Discussao

No presente estudo, a administragdo do bloqueador do receptor AT; da Ang II
reduziu o peso das gorduras retroperitoneal e subcutinea em ratas com obesidade
induzida por dieta de cafeteria. Prévios estudos mostram claramente que em humanos
e animais, o tratamento com antagonistas do receptor AT, da Ang II ¢ benéfico contra
a obesidade, resisténcia a insulina e hipertensdo (3, 14). Em contraste, no presente
estudo, o Losartan ndo alterou o peso da gordura perigonadal das fémeas obesas,
postulando efeitos tecido-especifico desta droga.

Adicionalmente, varias evidéncias mostram que o SRA estd envolvido no
controle da fertilidade. No ovario humano, todos os componentes do SRA foram
evidenciados por meio de andlise proteica, enquanto que no ovario de ratas apenas
compostos isolados do SRA sdo expressos (10). Receptores AT, e AT, foram
detectados em células da granulosa de foliculos primordial, primario, e foliculos
secundarios (17). Em células da granulosa-luteinica humana coletadas durante a
fertilizagdo in vitro (FIV), também sdo expressos varios componentes do SRA. A
Angiotensina II e seus receptores AT; / AT, parecem exercer efeitos reguladores no
ovario em relagdo a maturagdo do nucleo do odcito e ovulagdo em mulheres (10), ¢ a
regulacdo dos processos angiogénicos ¢ necessaria para assegurar o constante
crescimento, maturagdo e morte do corpo luteo (18).

Sugerindo que o SRA estad envolvido nos problemas de fertilidade associados
a obesidade, recentemente, mostramos o efeito preventivo do Losartan, administrado
desde o desmame e concomitante a oferta da dieta de cafeteria, sobre o bloqueio do
pico pré-ovulatorio de progesterona e LH e sobre a consequente redugdo ovulatoria
induzida pela obesidade em ratas (6). Diferindo deste trabalho, no presente estudo,

iniciamos a administragdo de Losartan na vida adulta, 50 dias ap6s o inicio da oferta
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da dieta de cafeteria, com o objetivo de avaliar um possivel papel reversor, ao invés
de preventivo, do Losartan sobre o desenvolvimento folicular de ratas obesas.

As fémeas alimentadas com a dieta de cafeteria apresentaram aumento no
nimero de foliculos antrais comparado ao grupo controle em nosso estudo. Essa
caracteristica ¢ similar a observada na Sindrome dos Ovarios Policisticos (SOP), a
mais comum desordem endocrina da mulher em idade reprodutiva (19) e
caracterizada por anovulagdo crdnica, hiperandrogenismo e resisténcia a insulina.
Essas alteracdes sdo frequentemente agravadas pela obesidade e estdo associadas a
presenca de multiplos foliculos antrais ndo atrésicos de médio tamanho nos ovarios
(20). A SOP ¢ experimentalmente induzida em modelos animais pela administracao
de valerato de estradiol (21). Estes animais apresentam muitos foliculos antrais nos
ovarios ao invés de foliculos pré-ovulatorios dominantes (14). Nos evidenciamos o
aumento no numero de foliculos antrais nas fémeas alimentadas com a dieta de
cafeteria, o que corrobora com o observado pela inducdo de SOP. Todavia, assim
como a espessura da camada da teca e o diametro dos foliculos maduros, em
resultados ndo apresentados, o numero de foliculos atrésicos e de cistos ovarianos foi
semelhante, respectivamente, entre as fémeas obesas (2,6 + 1,4 ¢ 0,8 + 0,6) e o grupo
controle (4,6 = 0,7 ¢ 1,0 = 0,5), diferindo morfologicamente dos modelos
experimentais de SOP que exibem uma grande quantidade de cistos ovarianos e
hipertrofia tecal (21). Isso pode ser atribuido a diferencas nos modelos experimentais,
visto que os modelos de SOP induzidos pelo valeriato de estradiol, ndo apresentam
obesidade e incluem uma sobrecarga exodgena de estradiol.

No presente estudo, a espessura da camada da teca e o diametro dos foliculos
maduros ndo foram alterados pela administracdo de Losartan, bem como o numero de

foliculos atrésicos (4,6 = 1,1) e de cistos ovarianos (0,6 = 0,4). Todavia, normalizou o
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numero de foliculos secundérios e antrais em fémeas obesas, o que complementa e
fortalece as evidéncias da relagdo entre SRA e as alteragdes na fertilidade associadas a
obesidade (6) e, as evidéncias de uma atividade maior do SRA na SOP, sugerem uma
correlagdo importante entre o SRA e SOP (23).

Considerando que em nossos resultados as ratas obesas apresentaram redugdo
nas concentracdes plasmaticas de FSH e de LH, sugerimos que estas alteracdes
contribuiram para o aumento no nimero de foliculos antrais das mesmas. Carriere e
colaboradores, 1991 (24), propuseram que a SOP poderia ser primariamente, uma
resposta a auséncia prolongada de picos de gonadotrofinas. Desta forma,
considerando esta hipotese, alteragdes no pico pré-ovulatério de FSH e de LH
poderiam contribuir para estas alteracdes. De fato, o FSH ¢é necessario para a
formag¢do do antro e também em fases posteriores do desenvolvimento folicular,
assim como, para a transi¢do de foliculos com pequeno antro a foliculos maiores (25).
Adicionalmente, a supressdo do gene do receptor de LH promove reducdo no
desenvolvimento folicular, que raramente prossegue para além do estagio antral
precoce e ndo pode ser induzido por meio de tratamento com gonadotrofina exdgena
(26).

Em nosso estudo, as concentracdes de LH e FSH foram reduzidas pela dieta
de cafeteria e o tratamento com o Losartan melhorou estes pardmetros. Assim,
sugerimos que este efeito benéfico deste farmaco, também possa ter contribuido para
o restabelecimento do desenvolvimento folicular das fémeas CAF + LOS. No entanto,
ainda ndo estd claro se este efeito ¢ direto sobre os pardmetros reprodutivos, ou
indiretos, por meio do restabelecimento dos pardmetros metabdlicos. Vias enddcrinas,
inflamatorias, neurais e celular-intrinsecas estdo desreguladas na obesidade (22), e

evidéncias sugerem que o SRA pode estar envolvido nos problemas associados com a
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obesidade (15). Considerando que os efeitos benéficos do Losartan sobre a ovulacao
estdo associados ao papel protetor contra o acimulo de gordura, a resisténcia a
insulina e o aumento das concentracdes plasmadticas de triglicérides e LDL (6), a
utilizagdo de farmacos inibidores do SRA que melhoram a sindrome metabodlica (15)
poderia favorecer indiretamente a fertilidade na obesidade. A reducdo do acumulo das
gorduras retroperitoneal e subcutdnea pelo Losartan em nossos resultados, pode
indiretamente ter contribuido para melhorar o desenvolvimento folicular nessas
fémeas. Além disso, a diminuicdo do acimulo de gorduras provavelmente estd
associada com uma redugdo proporcional da atividade dos componentes do SRA no
tecido adiposo, a qual contribui para a reserva sistémica (27), reduzindo assim, os
efeitos da Angiotensina II derivada desse tecido, além do bloqueio dos receptores AT,
pelo uso do Losartan. Experimentos adicionais estdo sendo realizados em nosso
laboratério para melhor esclarecer essas associagdes e relagdes de causa-efeito.

Em conclusdo, nossos resultados indicam que a utilizagdo do antagonista do
receptor AT, da Angiotensina II, Losartan, na dose e tempo utilizados, melhora o

desenvolvimento folicular em ratas com obesidade induzida por dieta de cafeteria.
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Tabela | - Efeito do tratamento com a dieta de cafeteria isolada ou associada a administragdo do Losartan, sobre o

peso corporal e o peso das gorduras perigonadal, retroperitoneal e subcutanea de ratas adultas.

Grupos CTL CAF CAF+LOS
Peso corporal (g) 265,4+5,8° 320,3+9,2°° 269,3+17,4°
Gordura Perigonadal 3,140,1° 5,3+0,3° 5,2+0,3°

(% peso corporal)

Gordura Retroperitoneal 1,4+0,1°° 2,6+0,1%° 2,140,2°°
(% peso corporal)

Gordura Subcutanea 5,8+4,5 9,10,9° 5,00,7°

(% peso corporal)

Os dados sdo apresentados como média + EPM. As letras sobrescritas representam diferengas estatisticas entre os

grupos: a = CTL, b = CAF e c = CAF + LOS. P<0,05. N= 15.
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Figura I - Efeito do tratamento com a dieta de cafeteria isolada ou associada a
administracdo do Losartan, sobre o nimero de foliculos primarios (A), secundarios
(B), antrais (C) e maduros (D) por ovario de ratas adultas. Os dados sdo apresentados
como média + EPM. As letras sobre as colunas representam diferengas estatisticas

entre os grupos: a = CTL, b= CAF e ¢ = CAF + LOS. P<0,05. N= 15.
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Figura II - Efeito do tratamento com a dieta de cafeteria isolada ou associada a
administracdo do Losartan, sobre o diametro dos foliculos maduros e sobre a
espessura da camada da teca. Os dados s3o apresentados como média £+ EPM. As
letras sobre as colunas representam diferencas estatisticas entre os grupos CTL: a =

CTL, b =CAF e ¢ = CAF + LOS. P<0,05. N=15.
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Figura III - Efeito do tratamento com a dieta de cafeteria isolada ou associada a
administracdo do Losartan, sobre a dosagem de FSH (A), LH (B), progesterona (C) e
prolactina (D) no dia da eutanasia de ratas adultas. Os dados sdo apresentados como
média = EPM. As letras sobre as colunas representam diferengas estatisticas entre os

grupos: a = CTL, b = CAF e c = CAF + LOS. P<0,05. N= 15.
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Anexo 1. Certificado do Comité de Etica em Experimentagdo Animal e Aulas Praticas

unioeste

Pro’-Reitori{z de Pesquisa e Pés-Graduagio
Comité de Etica no Uso de Animais - CEUA

Certificado Experimental no Uso de Animais em Pesquisa
N°21/2013 - CE

O projeto de pesquisa intitulado “Efeito da dieta de cafeteria sobre a
expressao de receptores de Ang Il em foliculos ovarianos de ratas Wistar
adultas”, sob a coordenagéo do prof (a) Sara Cristina Sagae., registrado no
CEUA/Unioeste sob nimero de protocolo 02/12, foi aprovado e executado
segundo os principios éticos de experimentagso animal.

Cascavel, 10/12/2013

Profa. Dra. iana Oliveira de Farifia
Coordenadora do CEUA
Portaria n°® 2861/2012-GRE
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Escopo e politica

A Revista Brasileira de Ginecologia e Obstetricia (Rev Bras Gincecol Obstet., ISSN
0100 7203), publicagdo mensal de divulgacdo cientifica da Federacdo das Sociedades
de Ginecologia e Obstetricia (Febrasgo), ¢ dirigida a obstetras, ginecologistas e
profissionais de areas afins, com o proposito de publicar contribui¢des originais sobre
temas relevantes no campo da Ginecologia, Obstetricia e 4reas correlatas. E aberta a
contribui¢des nacionais e internacionais. A revista aceita e publica trabalhos em
portugués, inglés e espanhol.

O material enviado para analise ndo pode ter sido submetido simultaneamente a
publicacdo em outras revistas nem publicado anteriormente. Na selecao dos
manuscritos para publicagdo, sdo avaliadas originalidade, relevancia do tema e
qualidade da metodologia utilizada, além da adequagdo as normas editoriais adotadas
pela revista. O material publicado passa a ser propriedade da Revista Brasileira de
Ginecologia e Obstetricia e da Febrasgo, s6 podendo ser reproduzido, total ou
parcialmente, com a anuéncia dessas entidades.

Os manuscritos submetidos a revista sdo analisados por pareceristas e o sigilo sobre a
autoria e a identidade dos revisores ¢ garantido durante todo o processo de edi¢do. Os
pareceres dos revisores e as instrugdes do editor serdo enviados para os autores para
que eles tomem conhecimento das alteragdes a serem introduzidas. Os autores devem
reenviar o texto com as modificagdes solicitadas assim que possivel, devendo
justificar, na carta de encaminhamento, se for o caso, o motivo do ndo atendimento de
alguma sugestao para modificagdo. Nao havendo retorno do trabalho apos trés meses,
presume-se que os autores ndo t€ém mais interesse na publicacdo. Os autores podem
solicitar em qualquer ponto do processo de andlise e edi¢do do texto a sustagdo do
processo e a retirada do trabalho. Os conceitos e as declaragdes contidos nos artigos
sdo de responsabilidade dos autores.

A revista publica contribui¢des nas seguintes categorias:
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Artigos Originais, trabalhos completos prospectivos, experimentais ou retrospectivos.
Manuscritos contendo resultados de pesquisa clinica ou experimental original t€ém
prioridade para publicagdo.

Relatos de Casos, de grande interesse e bem documentados, do ponto de vista clinico
e laboratorial. Os autores deverdo indicar na carta de encaminhamento os aspectos
novos ou inesperados em relagdo aos casos ja publicados. O texto das se¢des
Introducao e Discussdo deve ser baseado em revisdo bibliografica atualizada. O
numero de referéncias pode ser igual ao dos trabalhos completos.

Técnicas e Equipamentos, para apresentagdo de inovagdes em diagnostico, técnicas
cirurgicas e tratamentos, desde que nao sejam, clara ou veladamente, propaganda de
drogas ou outros produtos. Valem para essa categoria todas as normas aplicadas para
trabalhos completos.

Artigos de Revisdo, incluindo avaliagdo critica e sistematizada da literatura, meta-
analises ou revisoes sistematicas. A selecdo dos temas e o convite aos autores tém
como base planejamento estabelecido pela editoria. Contribui¢des espontaneas podem
ser aceitas. Nesse caso, devem ser enviados inicialmente um resumo ou roteiro do
texto, a lista de autores e as respectivas publica¢des sobre o tema. Se houver interesse
da revista, serd enviado convite para apresentagdo do texto definitivo. Todos os
autores devem ter publicagdes em periddicos regulares, indexados sobre o tema da
revisdo. O niimero de autores ¢ limitado a quatro, dependendo do tipo de texto e da
metodologia empregada. Devem ser descritos os métodos e procedimentos adotados
para a obten¢ao do texto, que deve ter como base referéncias recentes, inclusive do
ano em curso. Tratando-se de tema ainda sujeito a controvérsias, a revisdo deve
discutir as tendéncias e as linhas de investiga¢do em curso. Apresentar, além do texto
da revisdo, resumo, abstract e conclusdes. Ver a se¢do "Preparo do manuscrito" para
informagdes quanto ao texto principal, pagina de rosto, resumo e abstract;

Comentarios Editoriais, solicitados pelo editor;

Resumos de Teses apresentadas e aprovadas nos ultimos 12 meses, contados da data
de envio do resumo. Devem conter, aproximadamente, 300 palavras e, para serem
aceitos, devem seguir as normas da revista quanto a estruturagdo, a forma e ao
conteudo. Incluir titulo em portugués e inglés e, no minimo, trés palavras ou
expressdes-chave. Nao ha revisao do texto dos Resumos de Teses. No arquivo
enviado, informar: nome completo do autor e do orientador; membros da banca; data
de apresentacdo e a identificacdo do servigo ou departamento onde a tese foi
desenvolvida e apresentada. Lembramos que a publica¢do do resumo ndo impede a
posterior publicacdo do trabalho completo em qualquer periodico.

Cartas dos Leitores para o Editor, versando sobre matéria editorial ou ndo, mas com
apresentacao de informagdes relevantes ao leitor. As cartas podem ser resumidas pela
editoria, mas com manutenc¢ao dos pontos principais. No caso de criticas a trabalhos



publicados, a carta ¢ enviada aos autores para que sua resposta possa ser publicada
simultaneamente.

Forma e prepara¢do de manuscritos

Informacgdes gerais

A revista ndo aceita material editorial com objetivos comerciais.

Conflito de interesses: devem ser mencionadas as situagdes que podem influenciar de
forma inadequada o desenvolvimento ou as conclusdes do trabalho. Entre essas
situacdes, menciona-se a participacdo societaria nas empresas produtoras das drogas
ou dos equipamentos citados ou utilizados no trabalho, assim como em concorrentes
da mesma. Sdo também consideradas fontes de conflito os auxilios recebidos, as
relagdes de subordinagdo no trabalho, as consultorias etc.

No texto, deve ser mencionada a submissdo e a aprovagdo do estudo por um Comité
de Etica em Pesquisa reconhecido pelo Comité Nacional de Etica em Pesquisa
(CONEP).

Artigo que trate de pesquisa clinica com seres humanos deve incluir a declaragao, na
secdo Métodos, de que os sujeitos do estudo assinaram o termo de consentimento
livre e informado. Os autores devem informar, também, que a pesquisa foi conduzida
de acordo com a Declaragdo de Helsinque revisada em 2008.

No caso de trabalhos envolvendo experimentacdo animal, os autores devem indicar na
secdo Métodos que foram seguidas as normas contidas no CIOMS (Council for
International Organization of Medical Sciences) Ethical Code for Animal
Experimentation (WHO Chronicle 1985; 39(2):51-6) e os preceitos do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal - COBEA (www.cobea.org.br).

Todos os ensaios controlados aleatorios (randomized controlled trials) e clinicos
(clinical trials) submetidos a publicagdo devem ter o registro em uma base de dados
de ensaios clinicos. Essa ¢ uma orientacdo da Plataforma Internacional para Registros
de Ensaios Clinicos (ICTRP) da Organizacao Mundial da Satide (OMS), e do
International Committee of Medical Journal Editors (ICMIJE). As instru¢des para o
registro estdo disponiveis no enderego eletronico do ICMJE
(http://www.icmje.org/clin_trialup.htm) e o registro pode ser feito na base de dados
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de ensaios clinicos da National Library of Medicine, disponivel em
http://clinicaltrials.gov/ct/gui.

O numero de autores de trabalhos completos e relatos de casos ¢ limitado a sete.
Trabalhos de autoria coletiva (institucionais) devem ter os responsaveis especificados.
Trabalhos e estudos multicéntricos podem ter nimero de autores compativel com o
numero de centros (cada situacdo serd avaliada pela editoria e pelos revisores). Os
investigadores responsaveis pelos protocolos aplicados devem ser especificados.
Todos os autores devem ter conhecimento do texto enviado para a revista.

O conceito de coautoria ¢ baseado na contribui¢cdo de cada um, para a concepgao e
planejamento do trabalho, andlise e interpretacdo dos dados, para a redag@o ou revisao
critica do texto. A inclusdo de nomes cuja contribuicdo ndo se enquadre nos critérios
citados ou que tenham fornecido apenas suporte material ndo ¢ justificavel.

Os autores serdo informados, por correspondéncia eletronica, do recebimento dos
trabalhos. Os trabalhos que estiverem de acordo com as Instru¢des aos Autores e se
enquadram na politica editorial da revista serdo enviados para andlise por revisores
indicados pelo editor. Os originais em desacordo com os objetivos da revista ou com
essas instrucdes sdo devolvidos aos autores para as adaptacdes necessarias antes da
avaliagdo pelo Conselho Editorial ou recusados sem analise por revisores.

Junto dos arquivos originais, deve ser enviada uma carta de encaminhamento, na qual
deve ficar explicita a concordancia com as normas editoriais, com o processo de
revisdo e com a transferéncia de copyright para a revista.

Para manuscritos originais, ndo ultrapassar 25 paginas de texto digitado ou
aproximadamente 30.000 caracteres. Limitar o nimero de tabelas e figuras ao
necessario para apresentacao dos resultados que sdo discutidos (como norma geral,
limitar a cinco). Para manuscritos do tipo Relato de Caso, ndo ultrapassar 15 paginas
de texto ou 18.000 caracteres (ver "Preparo do manuscrito", "Resultados").

O trabalho deve ser enviado pelo sistema de submissao online no portal SciELO. O
endereco eletronico de todos os autores deve ser fornecido. Desta forma, os coautores
receberao informacao sobre a submissao do trabalho e, assim, ndo sera necessaria a
assinatura de todos na carta de encaminhamento. O endereco eletronico para
correspondéncia com a revista ¢ rbgo@fmrp.usp.br. O arquivo correspondente ao
trabalho deve ser unico e deve conter texto, referéncias, tabelas e figuras.

Preparo dos manuscritos

As normas que seguem foram baseadas no formato proposto pelo ICMJE e publicado
no artigo "Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical
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Journals", atualizado em Outubro de 2008 e disponivel no enderego eletronico:
http://www.icmje.org/.

Apresentacdo do texto

Os trabalhos devem ser digitados em espago 2 em todas as se¢des, da pagina de rosto
as referéncias bibliograficas, tabelas e legendas. Cada pagina deve conter
aproximadamente 25 linhas em uma coluna. Usar preferencialmente o processador de
texto Microsoft Word® e a fonte Times New Roman 12. Nao dar destaque a trechos
do texto: ndo sublinhar ou usar negrito. Numerar todas as paginas, iniciando pela de
rosto.

Nao usar maitsculas nos nomes proprios (a ndo ser a primeira letra) no texto ou nas
referéncias bibliograficas. Nao utilizar pontos nas siglas (DPP em vez de D.P.P.).
Quando usar siglas ou abreviaturas, descrevé-las por extenso na primeira vez que
mencionadas no texto. Iniciar cada se¢do em uma nova pagina: pagina de rosto;
resumo e palavras ou expressoes-chave; abstract e keywords; texto; agradecimentos;
referéncias; tabelas individuais e legendas das figuras.

Pégina de rosto

Apresentar o titulo do trabalho em portugués e em inglés; nomes completos dos
autores sem abreviaturas; enderegos eletronicos validos de todos os autores (opcional,
em substituicdo a carta de encaminhamento); nome da institui¢do onde o trabalho foi
desenvolvido; afiliacdo institucional dos autores; informagdes sobre auxilios
recebidos sob forma de bolsas de estudos, financiamento, fornecimento de drogas,
reagentes ou equipamentos. Obrigatoriamente deve ser fornecido o endereco da
instituicao onde o trabalho foi desenvolvido, o qual ¢ publicado na pagina inicial do
trabalho. Devem ser indicados nome, endereco, telefone/fax e e-mail do autor para o
qual a correspondéncia deve ser enviada. Essas informagdes pessoais sao empregadas
apenas para correspondéncia com a revista e somente sdo publicadas se houver pedido
do(s) autor(es).

Resumo

O resumo do trabalho deve aparecer na segunda péagina. Para trabalhos completos,
redigir um resumo estruturado, que deve ser dividido em se¢des identificadas:
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objetivo, métodos, resultados e conclusdes. Deve ter aproximadamente 300 palavras.
O resumo deve conter as informagdes relevantes, permitindo que o leitor tenha uma
ideia geral do trabalho. Deve incluir descri¢ao resumida de todos os métodos
empregados e da andlise estatistica efetuada. Expor os resultados numéricos mais
relevantes, e ndo apenas indicacdo de significincia estatistica. As conclusdes devem
ser baseadas nos resultados do trabalho e ndo da literatura. Evitar o uso de
abreviagdes e simbolos. Nao citar referéncias bibliograficas no resumo.

Abaixo do texto do resumo indicar o nimero de registro e/ou identificacdo para os
ensaios controlados aleatorios e ensaios clinicos (ver item 5 das "Informagdes
Gerais").

Na mesma pagina do resumo, citar pelo menos trés palavras ou expressoes-chave que
serdo empregadas para compor o indice anual da revista. Devem ser baseadas nos
Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS) publicado pela Bireme, que ¢ uma tradugao
do Medical Subject Headings (MeSH) da National Library of Medicine e esta
disponivel no endereco eletronico: http://decs.bvs.br.

O abstract deve ser versdo fiel do texto do resumo estruturado (purpose, methods,
results e conclusions). Deve ser também acompanhado da versao para o inglés das
palavras ou expressdes-chave (keywords). O resumo e o abstract dos Relatos de Casos
e dos Artigos de Revisao e de Atualizagdo ndo devem ser estruturados e sdo limitados
a 150 palavras.

Introdugao

Repetir, na primeira pagina da introducao, o titulo completo em portugués e inglés.
Nessa se¢do, mostre a situacao atual dos conhecimentos sobre o topico em estudo,
divergéncias e lacunas que possam eventualmente justificar o desenvolvimento do
trabalho, mas sem revisdo extensa da literatura. Para Relatos de Casos, apresentar um
resumo dos casos ja publicados, epidemiologia da condigdo relatada e uma
justificativa para a apresentacdo como caso isolado. Expor claramente os objetivos do
trabalho.

Métodos
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Iniciar essa se¢do indicando o planejamento do trabalho: se prospectivo ou
retrospectivo; ensaio clinico ou experimental; se a distribui¢ao dos casos foi aleatoria
ou ndo etc. Descrever os critérios para sele¢do das pacientes ou Grupo Experimental,
inclusive dos Controles. Identificar os equipamentos e reagentes empregados
(fabricante, cidade e pais). Se a metodologia aplicada ja tiver sido empregada, indicar
as referéncias, além da descri¢do resumida do método. Descrever também os métodos
estatisticos empregados e as comparacdes para as quais cada teste foi empregado.

Os trabalhos que apresentam como objetivo a avaliacdo da eficacia ou a tolerabilidade
de tratamentos ou drogas devem, necessariamente, incluir Grupo Controle adequado.
Para informacgdes adicionais sobre o desenho de trabalhos desse tipo, consultar ICH
Harmonized Tripartite Guideline - Choice of Control Group and Related Issues in
Clinical Trials (http://www.hc-sc.gc.ca/hpfb-dgpsa/tpd-dpt/e10_e.html). Ver também
itens 4 ¢ 5 das "Informacgoes Gerais".

Resultados

Apresentar os resultados em sequéncia logica, no texto, nas tabelas e nas figuras.
Expor os resultados relevantes para o objetivo do trabalho e que sdo discutidos. Nao
repetir no texto dessa secao todos os dados das tabelas e figuras, mas descrever e
enfatizar os mais importantes, sem interpretacdo dos mesmos (ver também "Tabelas").
Nos Relatos de Casos, as se¢des "Métodos" e "Resultados" sdo substituidas pela
"Descri¢do do caso", mantendo-se as demais.

Discussdo

Devem ser realgadas as informagdes novas e originais obtidas na investigacao. Nao
repetir dados e informagdes ja mencionados nas se¢des "Introducdo" e "Resultados".
Evitar citagdo de tabelas e figuras. Ressaltar a adequacdao dos métodos empregados na
investigacdo. Comparar e relacionar suas observagdes com as de outros autores,
comentando e explicando as diferencas. Explicar as implicagdes dos achados, suas
limitacdes e fazer as recomendacdes decorrentes. Para Relatos de Casos, basear a
discussdo em ampla e atualizada revisdo da literatura. As informagdes sobre os casos
jé& publicados podem ser tabuladas e exibidas nessa se¢do para comparagdes.
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Agradecimentos

Dirigidos a pessoas que tenham colaborado intelectualmente, mas cuja contribuig@o
ndo justifica coautoria, ou para aquelas que tenham provido apoio material.

Referéncias

Todos os autores ¢ trabalhos citados no texto devem constar dessa se¢ao e vice-versa.
Numerar as referéncias bibliograficas por ordem de entrada no trabalho e usar esses
nameros para as citagdes no texto. Evitar nimero excessivo de referéncias,
selecionando as mais relevantes para cada afirmag¢@o e dando preferéncia para os
trabalhos mais recentes. Nao empregar citacdes de dificil acesso, como resumos de
trabalhos apresentados em congressos, teses ou publicagdes de circulagdo restrita (ndo
indexados). Nao empregar referéncias do tipo "observacdes ndo publicadas" e
"comunicagdo pessoal". Artigos aceitos para publicacdo podem ser citados
acompanhados da expressdo: "aceito e aguardando publica¢do" ou "in press",
indicando-se periddico, volume e ano. Trabalhos aceitos por periddicos que estejam
disponiveis online, mas sem indicagdo de fasciculos e paginas, devem ser citados
como "ahead of print".

Outras publica¢des dos autores (autocitagdo) devem ser empregadas apenas se houver
necessidade clara e forem relacionadas ao tema. Nesse caso, incluir entre as
referéncias bibliograficas apenas trabalhos originais publicados em periddicos
regulares (ndo citar capitulos ou revisodes).

O ntimero de referéncias bibliograficas deve ser aproximadamente 35. Os autores sao
responsaveis pela exatiddo dos dados constantes das referéncias bibliograficas.

Para todas as referéncias, citar os autores até o sexto. Se houver mais de seis autores,
citar os seis primeiros, seguidos da expressdo et al., conforme os seguintes modelos:

Formato impresso

Artigos em revistas
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Ceccarelli F, Barberi S, Pontesilli A, Zancla S, Ranieri E. Ovarian carcinoma
presenting with axillary lymph node metastasis: a case report. Eur J Gynaecol Oncol.
2011;32(2):237-9.

Jiang Y, Brassard P, Severini A, Goleski V, Santos M, Leamon A, et al. Type-specific
prevalence of Human Papillomavirus infection among women in the Northwest
Territories, Canada. J Infect Public Health. 2011;4(5-6):219-27.

Artigos com titulo em inglés e texto em portugués ou outra lingua

Utilizar o titulo em inglés, entre colchetes e no final da referéncia, indicar a lingua na
qual o artigo foi publicado.

Prado DS, Santos DL. [Contraception in users of the public and private sectors of
health]. Rev Bras Ginecol Obstet. 2011;33(7)143-9. Portuguese.

Taketani Y, Mizuno M. [Application of anti-progesterone agents for contraception].
Rinsho Fujinka Sanka. 1988;42(11):997-1000. Japanese.

Livro

Baggish MS, Karram MM. Atlas of pelvic anatomy and gynecologic surgery. 2nd ed.
Philadelphia: WB Saunders; 2006.

Capitulos de livro

Picciano MF. Pregnancy and lactation. In: Ziegler EE, Filer LJ, editors. Present
knowledge in nutrition. Washington (DC): ILSI Press; 1996. p. 384-95.

Formato eletronico

Apenas para informacgdes estatisticas oficiais e citacdo de referéncias de periddicos
ndo impressos. Para estatisticas oficiais, indicar a entidade responsavel, o endereco
eletronico, o nome do arquivo ou entrada. Incluir o nimero de tela, data e hora do
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acesso. Termos como "serial", "periodico”, "homepage" e "monography", por
exemplo, ndo sdo mais utilizados. Todos os documentos devem ser indicados apenas
como [Internet]. Para documentos eletronicos com o identificador DOI (Digital
Object Identifier), este deve ser mencionado no final da referéncia, além das
informagdes que seguem:

Brasil. Ministério da Saide. DATASUS [Internet]. Informagdes de Saude. Estatisticas
vitais. Mortalidade e nascidos vivos: nascidos vivos desde 1994. Brasilia (DF):
Ministério da Saude; 2008. [citado 2007 Fev 7]. Disponivel em:
<http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/deftohtm.exe?sinasc/cnv/nvuf.def>.

Monograph on the Internet or e-book

Foley KM, Gelband H, editors. Improving palliative care for cancer [Internet].
Washington: National Academy Press; 2001 [cited 2002 Jul 9]. Available at:
http://www.nap.edu/books/0309074029/html/.

Tabelas

Apresentar as tabelas em paginas separadas, com espago duplo e preferencialmente
fonte Arial 8. A numeragdo deve ser sequencial, em algarismos arabicos, na ordem
em que foram citadas no texto. Todas as tabelas devem ter titulo e todas as colunas da
tabela devem ser identificadas com um cabegalho. A legenda deve conter informacgdes
que permitam ao leitor entender o contetido das tabelas e figuras, mesmo sem a leitura
do texto do trabalho. As linhas horizontais devem ser simples e limitadas a duas no
topo e uma no final da tabela. Nao empregar linhas verticais. Nao usar fungdes de
criacdo de tabelas, comandos de justificagdo, tabulagdes decimais ou centralizadas.
Utilizar comandos de tabulacdo (tab) e ndo o espacador para separar as colunas e, para
nova linha, a tecla enter. No rodapé da tabela, deve constar legenda para abreviaturas
e testes estatisticos utilizados.

Figuras (gréficos, fotografias e ilustracdes)

As figuras devem ser apresentadas em paginas separadas e numeradas
sequencialmente, em algarismos arabicos, conforme a ordem de aparecimento no
texto. Todas as figuras devem ter qualidade grafica adequada e apresentar titulo e
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legenda. Para evitar problemas que comprometam o padrao da revista, o processo de
digitalizagdo de imagens (scan) deve obedecer aos seguintes parametros: para graficos
ou esquemas, usar 300 dpi/bitmap para traco; para ilustracdes e fotos (preto e branco),
usar 300 dpi/RGB ou grayscale. Em todos os casos, os arquivos devem ter extensao
tif e/ou .jpg. Também sdo aceitos arquivos com extensdo .xls (Excel), .eps, .psd para
ilustracdes em curva (graficos, desenhos e esquemas). Sdo aceitas, no maximo, cinco
figuras. Se as figuras ja tiverem sido publicadas, devem vir acompanhadas de
autorizacao por escrito do autor/editor e constando a fonte na legenda da ilustracao.

Legendas

Digitar as legendas usando espacgo duplo, acompanhando as respectivas figuras
(graficos, fotografias e ilustragdes). Cada legenda deve ser numerada em algarismos
arabicos, correspondendo a cada figura, e na ordem em que foram citadas no trabalho.

Abreviaturas e siglas

Devem ser precedidas do nome completo quando citadas pela primeira vez no texto.
Nas legendas das tabelas e figuras, devem ser acompanhadas de seu nome por
extenso. As abreviaturas e as siglas ndo devem ser usadas no titulo dos artigos e nem
1no resumo.

Envio dos manuscritos

O trabalho deve ser enviado pelo sistema de submissao online no portal ScIELO
http://submission.scielo.br/index.php/rbgo/login.

Outras correspondéncias deverdo ser enviadas para:



Jurandyr Moreira de Andrade
Editor

Revista Brasileira de Ginecologia e Obstetricia - Editoria - Avenida Bandeirantes,
3.900, 8° andar - Campus Universitario - CEP 14049-900 - Ribeirdo Preto (SP) -
Fone: (16) 3602-2803 - Fax: (16) 3633-0946 - E-mail: rbgo@fmrp.usp.br.

Itens para a conferéncia do manuscrito

Antes de enviar o manuscrito, conferir se as Instru¢cdes aos Autores foram seguidas e
verificar o atendimento dos itens listados a seguir:

carta de encaminhamento assinada por todos os autores (escaneada e anexada como
documento suplementar ou enviada pelo correio) ou informac¢ado dos enderegos
eletronicos validos de todos os autores na pagina de rosto;

citacdo da aprovacao do projeto do trabalho por Comissdo de Etica em Pesquisa,
assinatura do termo de consentimento livre e informado (na se¢do "Métodos") e
informagao sobre o atendimento das exigéncias para pesquisa em animais;

nimero ou cddigo do registro do estudo, se necessario, na pagina de rosto (item 5 das
"Informagdes Gerais");

conflito de interesses: informar se ha ou ndo. Se houver, explicar sem omissao de
informagdes relevantes;

pagina de rosto com todas as informagdes solicitadas;
resumo e abstract estruturados e compativeis com o texto do trabalho;

trés ou mais palavras-chave relacionadas ao texto e respectivas keywords baseadas no
Decs;

verificar se todas as tabelas e figuras estdo corretamente citadas no texto e numeradas,
e se as legendas permitem o entendimento das mesmas;
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referéncias bibliograficas: numeradas na ordem de aparecimento e corretamente
digitadas. Verificar se todos os trabalhos citados estdo na lista de referéncias e se
todos os listados estdo citados no texto.
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