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RESUMO

A Síndrome do Ovário Policístico (SOP) é uma condição endócrina

multifatorial com prevalência mundial de 6-10%. Os principais sintomas são ciclos

anovulatórios, infertilidade, irregularidade menstrual e hiperandrogenismo.

Angiotensina 1-7 (Ang (1-7)) é o principal produto da Enzima Conversora de

Angiotensina tipo 2 (ACE2). ACE2, Ang-(1-7) e receptor Mas estão presentes em

ovários e estão envolvidos no processo ovulatório e esteroidogênese. Ovários de

ratas com SOP induzida por Valerato de Estradiol (VE) apresentaram concentrações

menores de Ang-(1-7) e Mas em comparação com os de ratas Controle. Nossa

hipótese foi que o tratamento com Ang-(1-7) exógena poderia reduzir os sinais do

modelo de SOP. Para isso, avaliamos a ação da Ang (1-7) em ratas com SOP

induzida por VE.

Ratas Wistar fêmeas (Rattus novergicus) de 8 semanas de idade, com ciclo

estral regular foram divididas em dois grupos: Controle, que receberam 0,2 mL de

óleo de milho (veículo) e; SOP, que foram tratadas injeção intramuscular de 2 mg de

VE diluído em 0,2 mL do veículo. Depois de 60 dias, cada grupo foi dividido em dois

sub-grupos: um tratado com 30ug/Kg de Ang (1-7) incluída em ciclodextrina e outro

tratado com 30ug/Kg de ciclodextrina, ambos diluídos em 0,5 mL de água,

administrados por gavagem uma vez por dia, durante 15 dias. O ciclo estral foi

acompanhado por lavados vaginais. Após o tratamento, os animais foram

eutanasiados em estro por guilhotina após leve sedação com isoflurano. Ovários,

úteros, adeno-hipófise, sangue e soro foram coletados para histologia, ELISA, PCR

e Western blot. O protocolo experimental foi aprovado pelo Comitê de Ética para Uso

de Animais (CEUA) da UFMG de acordo com as diretrizes do CONCEA, protocolo

134/2022.

O grupo SOP apresentou irregularidade de ciclos estrais. O tratamento oral

com a Ang-(1-7) restaurou a ciclicidade. . O tratamento com Ang (1-7) também

reduziu o número de cistos por ovário observado no grupo PCOS. Foi observada

redução de Corpos Lúteos no grupo PCOS, mas o efeito não foi alterado pelo

tratamento com Ang (1-7). Não foram observadas diferenças entre grupos em

folículos saudáveis nem nos pesos de ovário e útero.

O grupo SOP apresentou menor expressão de Hsd3b, que foi revertida pelo

tratamento com Ang (1-7). A expressão do gene Star foi mais alta nos ovários do



grupo PCOS + Ang (1-7) comparado com o grupo PCOS + Ciclodextrina. Não foram

observadas diferenças estatísticas entre os grupos para a expressão dos genes

Cyp19a1 e Mas. A expressão da Ace2, aumentada no grupo PCOS, foi revertida

pelo tratamento com Ang (1-7).

Na adenohipófise, não foram observadas diferenças entre os grupos para os

transcritos dos genes Lhb e Fshb. A subunidade beta do LH (LHB), determinada por

Western blot, foi reduzida no grupo SOP e o efeito não foi revertido pela Ang(1-7).

As concentrações circulantes de LH (sangue) ou séricas de testosterona, estradiol e

progesterona não foram diferentes entre os grupos.

Em resumo, o tratamento com Ang (1-7) reverteu algumas características

ovarianas importantes observadas no modelo de SOP induzida por VE. A Ang(1-7)

mostrou-se uma substância de interesse farmacológico para o tratamento da SOP.

Mais estudos são necessários para melhor esclarecer os mecanismos envolvidos na

sua ação.

Palavras-chave: Síndrome dos Ovários Policísticos; SOP; Angiotensina (1-7); Ang

(1-7); Sistema Renina-Angiotensina ovariano.



ABSTRACT

Polycystic Ovary Syndrome (PCOS) is a multifactorial endocrine condition,

with a worldwide prevalence of 6 - 10%. The main findings are anovulatory cycles,

infertility, menstrual irregularity and hyperandrogenism.

Angiotensin 1-7 (Ang (1-7)) is the main product of the angiotensin-converting

enzyme 2 (ACE2). ACE2, Ang-(1-7) and Mas receptor are present in the ovaries and

are involved in the ovulatory process and steroidogenesis. Rat ovaries of a PCOS

model induced by estradiol valerate (EV) showed reduced levels of Ang (1-7) and

Mas. We hypothesized that Ang (1-7) treatment could reduce the features observed

in the PCOS model. Thus, we evaluated the action of Ang (1-7) in rats with PCOS

induced by EV.

Eight-week-old female Wistar rats (Rattus novergicus) with regular estrous

cycles were divided into two groups: Control (animals treated with 0.2 mL of corn oil

(vehicle) and PCOS, rats treated with 2 mg of intramuscular EV diluted in 0.2 mL of

vehicle. After 60 days, each group was divided into two subgroups, one treated with

30 μg/kg of Ang (1-7) and the other with 30 μg/kg of cyclodextrin, diluted in 0.5 ml of

water, administered by gavage once a day, during 15 days. Estrous cycle was

assessed by vaginal lavage. After treatment, the animals were euthanized in estrus

by guillotine, after sedation with isoflurane. Ovaries, uterus, anterior pituitary gland,

whole blood and serum were collected for histology, ELISA, PCR and Western blot

analyses. The experimental protocol was approved by the Animal Use Ethics

Committee (CEUA) of UFMG according to CONCEA guidelines, protocol number

134/2022

The PCOS group developed estrous cycle irregularity and ovarian cysts. Oral

treatment with Ang (1-7) reduced the number of ovarian cysts induced by EV and

reversed the reduction of cycles observed in the PCOS group. There was a reduction

in the corpora lutea in animals in the PCOS group, but the effect was not altered by

treatment with Ang (1-7). No differences between the groups were observed in

healthy follicles or between the ovary and uterus weights.

The reduced ovarian expression of Hsd3b observed after PCOS induction was

reversed by Ang (1-7) treatment. The expression of the Star gene was higher in the

ovaries of the PCOS + Ang (1-7) group compared to the PCOS + cyclodextrin group.



No statistical differences were observed for Cyp19a1 and Mas genes. Ovarian

expression of Ace2, increased after PCOS induction, was reversed by Ang (1-7).

In the anterior pituitary gland, no differences were observed between groups

for the transcripts of the Lhb and Fshb genes. LH beta subunit (LHB), determined by

WB, was reduced in PCOS group and the effect not reversed by Ang (1-7). No

differences were observed in blood concentrations of LH or serum levels of

testosterone, estradiol and progesterone.

In conclusion, Ang (1-7) treatment reversed some important ovarian features

observed in the PCOS animal model induced by EV. Ang (1-7) proved to be a

substance of pharmacological interest for the treatment of PCOS, but further studies

are needed to better clarify the mechanisms of action.

Keywords: Polycystic ovary syndrome; PCOS; Angiotensin (1-7); Ang (1-7); Ovarian

Renin-Angiotensin System.
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1.INTRODUÇÃO

A Síndrome dos Ovários Policísticos (SOP, ou PCOS do inglês polycystic

ovary syndrome) é uma condição endócrina comum em mulheres na menacme e

uma causa importante de infertilidade, de etiologia multifatorial (Al Wattar et al,

2021), com prevalência entre 6-10% (Bozdag et al, 2016). Também está relacionada

a distúrbios metabólicos e neoplasias (Azziz et al, 2016). Para seu diagnóstico, de

acordo com os critérios de Rotterdam (Revised consensus, Rotterdam, 2003), são

necessários pelo menos dois dos três critérios: 1. Hiperandrogenismo clínico ou

laboratorial; 2. Anovulação crônica; 3. Ovários com aspecto micropolicístico ao

ultrassom transvaginal. A diferença entre os possíveis fenótipos da síndrome limita a

padronização de tratamentos (ACOG Practice Bulletin, 2018).

O sistema renina-angiotensina (SRA) clássico é um sistema regulador da

homeostase dos fluidos corporais e da pressão arterial, composto por diversos

peptídeos como regulador. A Angiotensina II (Ang II) é o componente biologicamente

ativo da cascata do SRA mais bem estudado, apresentando efeito vasoconstritor,

além de inúmeros outros. A Angiotensina (1-7) (Ang (1-7)) é outro importante

peptídeo biologicamente ativo do SRA, com inúmeras funções endócrinas e

parácrinas. A principal enzima envolvida em sua formação é a enzima conversora de

angiotensina (ACE) 2. Os efeitos da Ang (1-7) são mediados pelo receptor Mas

acoplado a proteína G (ou Mas1) (Santos et al, 2003b), codificado pelo

protooncogene MAS.

A presença de Ang (1-7) já foi caracterizada em diversos tecidos do sistema

reprodutor feminino, em diferentes espécies e diferentes estágios de maturação

reprodutiva, conforme revisado por Reis & Reis (2020), como ovário, endométrio,

miométrio, decídua, trofoblasto e placenta, cório, âmnio e cordão umbilical. A ACE2,

importante enzima para a produção de Ang (1-7), foi descrita inicialmente em ovários

de ratas (Pereira et al, 2013) e também está presente em outros tecidos do sistema

reprodutivo (revisado por Reis & Reis, 2020). Além disso, a presença de Ang (1-7)

foi observada em tecidos que não expressam ACE2, como fluido folicular ovariano

(Cavallo et al, 2017). As concentrações de Ang (1-7) no ovário variam de acordo

com a fase do ciclo ovariano, sugerindo atuação em eventos pré-ovulatórios e pós

ovulatórios imediatos, provavelmente através dos seus receptores no tecido

https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles/polycystic-ovary-syndrome
https://dictionary.cambridge.org/pt/dicionario/ingles/polycystic-ovary-syndrome
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ovariano (Costa et al, 2003). A Ang (1-7) também induziu ovulação e produção de

estradiol na ausência de gonadotrofinas em ovários de coelhas perfundidos (Viana et

al, 2011), indicando sua participação nos eventos do ciclo reprodutivo.

Em ovários de ratas, foi demonstrado que a Ang (1-7) estimula a

esteroidogênese (Costa et al, 2003). Já em ovários de ratas com SOP, foram

encontrados níveis reduzidos de Ang (1-7) e do receptor Mas, além de reduzida

expressão de mRNA de ACE2 em comparação com ovários de ratas normais,

sugerindo uma inibição do eixo ACE2/Ang (1-7)/Mas em ovários na SOP (Pereira et

al, 2021).

Há diferentes modelos animais para a SOP, embora nenhum deles englobe

todas as alterações da síndrome (Revisões: Corrie et al, 2021; Divyashree et al,

2019). Dentre os modelos in vivo previamente estabelecidos, a indução de SOP em

ratas através da administração de valerato de estradiol (VE) permite o estudo de

alterações morfológicas nos ovários e da anovulação decorrente da SOP, assim

como, dos possíveis tratamentos para tais alterações (Cruz et al, 2012; Brawer et al,

1986).

Considerando as alterações observadas no eixo ACE2-Ang (1-7)-Mas em

ratas com SOP, este projeto visa caracterizar o potencial terapêutico de Ang (1-7) no

eixo reprodutor feminino em condições de SOP. Para isso, foram avaliados os

possíveis efeitos da Ang (1-7) na morfologia ovariana e na regulação do eixo

hipotálamo-hipófise-gonadal (HHG) de ratas submetidas ao tratamento de VE para

indução da SOP.

2.REVISÃO BIBLIOGRÁFICA

2.1.Ciclo reprodutivo feminino em mamíferos
Os ovários são compostos por duas regiões de limites indistintos: a medula,

interna, contendo tecido conjuntivo frouxo, vasos sanguíneos, vasos linfáticos e

nervos, e o córtex, externo, composto por folículos ovarianos, inseridos em tecido

conjuntivo. A superfície do órgão é recoberta pela túnica albugínea (Ross et al,

2016).

Os folículos ovarianos são encontrados em diferentes fases de

desenvolvimento, concomitantemente, dispersos pelo córtex, com características

histológicas descritas posteriormente. Os folículos primordiais surgem durante o
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desenvolvimento fetal e permanecem nesse estágio até seu recrutamento e início da

maturação do oócito, evoluindo para folículo primário, que apresenta duas camadas

de células distintas: as células da granulosa, que tem origem das células foliculares

do folículo primordial, e a teca, com origem a partir de células do estroma que

circunda o folículo. Seguindo o processo de maturação, surge o antro no folículo

secundário (ou folículo antral), cavidade com um líquido rico em ácido hialurônico,

denominado líquido folicular. Por fim, o folículo terciário, maduro, apresenta

camadas da teca e granulosa formadas e oócito maduro. Tem grande volume e se

projeta na superfície do córtex, provocando seu abaulamento. Após a ovulação, as

paredes remanescentes do folículo formam pregas profundas e o folículo se colapsa,

formando o corpo lúteo, que depois se degenera, formando uma cicatriz denominada

corpo albicans. Os folículos que não seguem todos estágios da maturação sofrem

atresia, processo de degeneração por apoptose de células da granulosa, que pode

ocorrer em qualquer fase da maturação folicular. Em condições de desequilíbrio do

processo de maturação, ovulação e atresia, podem surgir cistos, estruturas repletas

de líquido folicular, com afinamento da camada granulosa e espessamento da teca

(Ross et al, 2016).

Na puberdade, as alterações no padrão pulsátil de secreção do Hormônio

Liberador de Gonadotrofinas (GnRH), produzido e secretado por neurônios dos

núcleos arqueado, ventromedial, dorsal e paraventricular do hipotálamo, resultam

em aumento na amplitude e na frequência dos pulsos dos Hormônios Luteinizante

(LH) e Folículo Estimulante (FSH) produzidos pela adenohipófise que, por sua vez,

induzem a maturação dos folículos e a esteroidogênese, dando início ao

desenvolvimento de caracteres sexuais secundários e culminando na primeira

ovulação (Apter et al, 1993).

O ciclo ovariano é dividido em fase folicular e fase lútea. No início da fase

folicular, o padrão pulsátil de GnRH promove a síntese e secreção preferencialmente

de FSH e também de LH pelos gonadotrofos da adenohipófise. Além disso, como a

meia vida do FSH é equivalente a 3-4 horas, sendo assim maior que o intervalo

entre os pulsos de GnRH, a concentração sérica de FSH aumenta em comparação a

concentração de LH, cuja meia vida é de apenas 20 minutos. Assim, nessa fase do

ciclo o FSH é o hormônio mais prevalente e suas ações promovem a maturação

folicular, com consequente aumento de estradiol (E2) sérico secretado pelos

folículos ovarianos. O aumento do E2 promove inibição da liberação de FSH por
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retroalimentação negativa, enquanto a frequência dos pulsos de GnRH aumenta,

reduzindo a secreção de FSH. O aumento progressivo de E2 sérico, em decorrência

do crescimento e desenvolvimento do folículo predominante, promove o aumento da

responsividade do gonadotrofo ao GnRH, levando a um pico de secreção de LH e,

em menores concentrações de FSH. O LH estimula uma série de ações proteolíticas

e produção de substâncias pró-inflamatórias, que culminam na ovulação, ou seja, a

expulsão do ovócito e uma camada de células ao redor dele, denominada de

cumulus oophorus. Após a ovulação, as células da granulosa e teca remanescentes,

sob estímulo do LH, se diferenciam em corpo lúteo que então secreta

predominantemente progesterona. Inicia-se então a fase lútea do ciclo ovariano, que

apresenta menor frequência e amplitude dos pulsos de GnRH, LH e FSH por conta

da retroalimentação negativa exercida pela progesterona produzida pelo corpo lúteo.

Caso não haja fecundação, ocorre a cicatrização do corpo lúteo em corpo albicans e

a frequência dos pulsos de GnRH volta a aumentar, iniciando uma nova fase folicular

(Yen & Jaffe, 2004; Marshall et al, 1991).

2.1.1. Ciclo estral de ratas
Em ratas, os ciclos são descritos como: proestro, 12-14,2 horas; estro, 27-38

horas; metaestro 6-7,8 horas e diestro 48-53 horas (Long & Evans, 1922, revisado

por Ajayi et al, 2020). A puberdade se inicia em torno das quatro semanas de vida,

com o início da pulsatilidade de LH, que leva à maturação ovariana e culmina no

primeiro proestro (Andrews & Ojeda, 1981). A duração média do ciclo estral é de 4-5

dias em 60-70% das ratas, mas algumas podem apresentar ciclos mais longos,

regulares ou irregulares (Marcondes et al, 2002), sendo considerados ciclos

irregulares aqueles que se mantêm na mesma fase por 4-5 dias e aqueles que não

seguem a sequência - metaestro/diestro - proestro - estro (Marcondes et al, 2002).

2.2. Esteroidogênese ovariana
Os esteróides e os secoesteróides são hormônios derivados do colesterol e

que apresentam o anel esteróide B intacto ou não, respectivamente. A síntese dos

esteróides depende do padrão de expressão e atividade de enzimas chave, sendo

então produzidos nas gônadas e no córtex adrenal. A esteroidogênese ovariana

envolve diferentes células e várias etapas, que se sincronizam ao longo do ciclo
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reprodutivo num modelo denominado duas células/duas gonadotrofinas (Falck,

1959), descrito de forma simplificada a seguir e na figura 1.

Nas células da teca, sob estímulo do LH e após a captação de lipoproteínas

de baixa densidade (LDL) e de alta densidade (HDL) por receptores de membrana

específicos e liberação de colesterol livre no citoplasma, a proteína reguladora

aguda da esteroidogênese (StAR, codificada pelo gene Star) presente na membrana

mitocondrial externa faz o transporte do colesterol para membrana mitocondrial

interna, onde é convertido em pregnenolona pela enzima de clivagem da cadeia

lateral do colesterol, catalisada pelo citocromo P450 (P450scc, codificada pelo gene

Cyp11a1). A pregnenolona pode ser convertida em progesterona pela enzima

3𝛽-hidroxiesteroide desidrogenase (3𝛽HSD, codificada pelo gene Hsd3b) no retículo

endoplasmático, ou em esteroides como dehidropiandrosterona, pela enzima

17𝛼-hidroxilase catalisada por citocromo P450 (P450c17, codificada pelo gene

Cyp17). A progesterona é, então, convertida em vários outros esteróides, entre eles

a androstenediona, também pela enzima P450c17. A androstenediona é convertida

em testosterona pela 17𝛽-hidroxiesteroide desidrogenase (17𝛽HSD, codificada pelo

gene Hsd17b). Tanto a androstenediona quanto a testosterona atravessam da teca

para a granulosa, onde, sob estímulo do FSH, são convertidos, respectivamente, em

estrona e estradiol pela aromatase (P450arom, codificada pelo gene Cyp19). A

estrona também é convertida em estradiol pela 17𝛽HSD. (Yen & Jaffe, 2004).
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Figura 1: Esteroidogênese ovariana simplificada, em modelo duas células - duas gonadotrofinas.

StAR: proteína reguladora aguda da esteroidogênese; P450scc: enzima de clivagem da cadeia lateral

do colesterol; 3𝛽HSD: 3𝛽-hidroxiesteroide desidrogenase; P450c17: 17𝛼-hidroxilase; 17𝛽HSD:

17𝛽-hidroxiesteroide desidrogenase; P450arom: aromatase (Baseado em Yen & Jaffe, 2004; Falck,

1959)

2.3. Síndrome dos ovários policísticos
A SOP é uma condição endócrina comum em mulheres na menacme, com

prevalência entre 6-10%, dependendo dos critérios utilizados para diagnóstico

(revisado por Bozdag et al, 2016). Está relacionada ao aumento do risco em longo

prazo da síndrome metabólica, do diabetes mellitus tipo 2, de doenças

cardiovasculares, do câncer de endométrio e de infertilidade, além de intercorrências

obstétricas como perdas gestacionais, diabetes gestacional, hipertensão gestacional

e pré-eclâmpsia (revisões: Azziz et al, 2016; Boomsma et al, 2006). Sua etiologia é

multifatorial e ainda não foi completamente elucidada, mas, evidências sugerem que
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a sua patogênese e apresentação clínica são influenciadas tanto por fatores

ambientais quanto por susceptibilidade genética (revisado por Azziz et al, 2016).

Em mulheres portadoras de SOP, o aumento da pulsatilidade de GnRH e LH

são fatores importantes de hiperandrogenismo e anovulação (Kalro et al, 2001).

Cerca de 55-75% das mulheres portadoras da síndrome apresentam uma razão

LH/FSH elevada (De Leo et al, 2016). O aumento frequência ou amplitude do pulso

de GnRH observados em mulheres com SOP resulta em aumento da produção de

LH durante a fase folicular (Kalro et al, 2001) que, por sua vez, estão associados a

maturação precoce e ineficaz de oócitos, além da redução de taxas de fertilização e

prejuízo na qualidade de embriões, resultando em infertilidade (Howles et al, 1986;

Stanger & Yovich, 1985).

Com a redução de níveis séricos de FSH e a hipersecreção de LH, ocorre

uma luteinização prematura de células da granulosa, parada prematura do

desenvolvimento e atresia de folículos antrais, além de falha no desenvolvimento de

folículo dominante, resultando em acúmulo de folículos antrais (que já expressam

receptor para LH) de diâmetro entre 2 - 8mm, resultando no aspecto polimicrocistico

do estroma ovariano (Franks et al, 2000; Franks et al, 2008).

As alterações morfológicas dos ovários na SOP incluem também uma

hiperplasia do estroma e camada da teca, com consequente aumento do volume

ovariano (Kalro et al, 2001). Células da teca isoladas de mulheres portadoras de

SOP são mais sensíveis à ação da insulina e LH, aumentando a secreção de

andrógenos (Nestler et al, 1998). Apesar do desbalanço entre a secreção de LH e

FSH serem parte importante no desenvolvimento e manutenção da síndrome, não é

necessariamente a causa primária da SOP (Kalro et al, 2001).

Existe uma importante associação entre SOP e síndrome metabólica, sendo a

resistência à insulina e a hiperinsulinemia fatores chave na caracterização

metabólica da SOP, contribuindo para o hiperandrogenismo (Kalro et al, 2001). A

insulina estimula a síntese de testosterona pelas células da teca (Nestler et al,

1998), e a hiperinsulinemia reduz a síntese hepática da globulina ligadora de

hormônios sexuais (SHBG) (Nestler et al, 1991), levando ao aumento de frações de

testosterona livre no plasma.

O hiperandrogenismo é uma alteração endócrina importante da SOP, sendo

incluído como critério diagnóstico em alguns dos fenótipos da síndrome (Revised

consensus, Rotterdam, 2003) e é resultante das alterações na síntese e distribuição
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de hormônios andrógenos. Além da hiperplasia da camada da teca, mulheres

portadoras de SOP apresentam desregulação na síntese esteroidogênica, com

aumento da expressão de enzimas como P450scc, 3𝛽HSD e P450c17, além do

receptor do hormônio luteinizante (LHr) em folículos imaturos (Takayama et al, 1996;

Gharani et al, 1997). Já na camada granulosa, a enzima aromatase tem sua função

alterada na SOP, o que resulta em redução da conversão de andrógenos

provenientes da teca em estradiol (Chen et al, 2015).

A primeira descrição da síndrome ocorreu em 1935, por Stein e Leventhal,

mas há relatos de alterações ovarianas semelhantes às encontradas na SOP em

mulher infértil, por Vallisneri, em 1721 (Szydlarska et al, 2017).

Seu diagnóstico se dá após a exclusão de outras causas para os sintomas e,

de acordo com os critérios revisados em Rotterdam, são necessários pelo menos

dois dos três critérios: 1. Hiperandrogenismo clínico ou laboratorial; 2. Anovulação

crônica; 3. Ovários com aspecto micropolicístico ao ultrassom transvaginal (Revised

consensus, Rotterdam, 2003). Ao considerar os critérios descritos, aumenta a

prevalência da SOP na população geral, por incluir diferentes fenótipos na mesma

síndrome (ACOG Practice Bulletin, 2018), o que também torna difícil a padronização

de tratamentos. São estes fenótipos: A) Todos critérios presentes

(hiperandrogenismo, anovulação crônica, ovários com aspecto polimicrocistico); B)

Apenas hiperandrogenismo clínico ou laboratorial e anovulação crônica; C) Apenas

Hiperandrogenismo clínico ou laboratorial e ovários de aspecto polimicrocistico; D)

Apenas anovulação crônica e ovários de aspecto polimicrocistico (Azziz et al, 2016).

Dentre os diferentes tratamentos propostos para a SOP, ressalta-se a

importância da mudança de estilo de vida, como realização de atividades físicas,

ciclo sono-vigília regulares e alimentação adequada e balanceada. Tais mudanças

são fundamentais na proteção de eventos cardiovasculares, além do potencial efeito

adjuvante no controle do hiperandrogenismo e infertilidade (Moran et al, 2003). No

tratamento farmacológico, os fármacos de escolha visam o tratamento de sinais e

sintomas e seu uso depende do fenótipo apresentado pela paciente, podendo ser

utilizados: anticoncepcionais combinados, indutores de ovulação, metformina ou

antiandrogênicos (ACOG Practice Bulletin, 2018).
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2.4.Modelos animais de ovários policísticos
Diferentes espécies de mamíferos possuem diferentes estratégias

reprodutivas, com diferenças particulares no ciclo ovariano. Por exemplo, há animais

com ovulação espontânea regular, como ratos, camundongos, animais com

ovulação espontânea sazonal, como cabras e macacos rhesus, e animais com

ovulação induzida por coito, como coelhos e gatos (Austin & Short, 1984). Ainda, há

animais poli ovulatórios (como ratos e camundongos) e mono ovulatórios (como

bovinos) (Austin & Short, 1984). Tais diferenças entre os diferentes animais e os

humanos (com padrão de ovulação espontânea regular, mono ovulatória) traz um

desafio no estudo translacional da fisiologia reprodutiva e das diferentes patologias

associadas ao eixo reprodutor feminino.

Há diferentes modelos animais descritos para a indução de ovários

policísticos, embora nenhum deles englobe todas as alterações da SOP (revisado

por Corrie et al, 2021).

O modelo utilizado no presente trabalho foi descrito por Brawer et al (1978), e

consiste na administração intramuscular de VE em ratas adultas (175-200g),

induzindo ciclos anovulatórios, cornificação vaginal persistente e alterações

morfológicas ovarianas, como ovários pequenos, sem novos corpos lúteos e com

menos folículos secundários, mas apresentando grandes cistos foliculares com

camada da teca espessa e granulosa fina (Brawer et al, 1978; Hemmings et al,

1983). Os cistos se desenvolvem após 28 dias do tratamento, sendo resultado de

um processo específico de atresia parcial de folículos secundários (Brawer et al,

1986). O modelo em questão é reversível após ovariectomia unilateral (Farookhi et

al, 1985; Convery et al, 1990), e administração de GnRH (no trabalho em questão,

chamado de hormônio liberador do hormônio luteinizante, LHRH) (Hemmings et al,

1983) indicando que o ovário mantém a capacidade de retomar sua função normal,

permitindo avaliação de potenciais tratamentos para a condição no modelo.

Apesar do modelo utilizado não resultar na indução da síndrome completa, o

termo SOP foi utilizado durante este trabalho pela familiaridade prévia com o termo e

pela ausência de tradução em português do termo em inglês PCO (polycystic

ovarian condition).
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2.5.O sistema renina-angiotensina
O SRA clássico é um sistema regulador parácrino e endócrino presente em

diversos tecidos, responsável pela homeostase da pressão arterial e equilíbrio

hidroeletrolítico. O Angiotensinogênio, sintetizado no fígado, é convertido em

Angiotensina I (Ang I) pela Renina. Após, a Ang I pode ser convertida pela enzima

conversora de angiotensina 1 (ACE1) em Angiotensina II (Ang II) ou pela ACE2 em

Angiotensina (1-9) (Ang (1-9)). Já a Ang (1-9) pode ser convertida pela ACE1 ou

pela endopeptidase neutra (NEP) em Ang (1-7). A Ang (1-7) também pode ser obtida

pela ação direta da prolil–endopeptidase (PEP) ou da NEP sobre a Ang I, ou pela

ação direta da prolil-carboxipeptidase (PCP) ou da PEP sobre a Ang II (revisado por

Santos et al, 2000) (fig. 2). A Ang (1-7) é um peptídeo com efeitos que podem ser

similares, opostos ou distintos da Ang II, dependendo do órgão ou tecido (revisado

por Santos et al, 2000). Os peptídeos Ang II e Ang (1-7) atuam se ligando a

diferentes receptores: receptor de angiotensina tipo 1 (AT1R), receptor de

angiotensina tipo 2 (AT2R) ou Mas (Santos et al, 2003b). A proteína Mas, codificada

pelo proto oncogene MAS, é uma proteína G acoplada a receptor, com sete

domínios hidrofóbicos transmembrana, que se liga à Ang (1-7) (Santos et al, 2003b).

Figura 2: Cascata do sistema renina angiotensina simplificada. Ang I: Angiotensina I; Ang II:

Angiotensina II; Ang (1-9): Angiotensina (1-9); Ang (1-7): Angiotensina (1-7); ACE1: Enzima

conversora de angiotensina 1; ACE2: Enzima conversora de angiotensina 2; PEP:

Prolil-endopeptidase, NEP: Endopeptidase neutra; PCP: Prolilcaboxipeptidade (Adaptado de Santos,

2003a)
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O potencial terapêutico dos peptídeos do SRA tem sido estudado em

diferentes tecidos, órgãos e sistemas além do sistema vascular e cardíaco. Por

exemplo, em modelo experimental de diabetes mellitus em ratos, a Ang (1-7)

administrada via oral na dose 30 μg/kg impediu a elevação acentuada de glicemia e

na dose 100 μg/kg reverteu a hiperglicemia estabelecida. Também aumentou a

sensibilidade à insulina, reduziu as concentrações de insulina plasmática e reduziu

nefropatia diabética, em ambas doses (Santos et al, 2013). Em outro estudo, o

tratamento oral com Ang (1-7) reduziu a massa corporal e a gordura retroperitoneal,

além de melhorar interações insulina-glicose em jejum, normalizar níveis de insulina

e funcionamento de células 𝛽 pancreáticas em modelo de síndrome metabólica em

ratos Fischer (Barbosa et al, 2019).

No sistema reprodutor feminino, o SRA está presente em diferentes tecidos e

exerce funções desde a regulação do fluxo vascular e angiogênese até participações

em funções específicas de cada órgão (revisado por Herr et al, 2013), além de sofrer

influência dos hormônios sexuais. A ovariectomia reduz a atividade da ACE2 nos

rins de ratas fêmeas, e a administração de 17𝛽-estradiol em ratas ovariectomizadas

previne este efeito (Ji et al, 2007). Em ratas, no proestro e estro os níveis

plasmáticos de Ang II e Ang (1-7) são maiores que no metaestro e diestro, e maiores

que em ratos machos (Costa et al, 2003), além dos níveis ovarianos de Ang II serem

maiores que nos rins, coração e adrenais (Husain et al, 1987). Por outro lado, a

ovariectomia não tem efeito na expressão do receptor Mas (Saberi et al, 2015).

Na placenta, diferentes componentes do SRA são expressos tanto em

linhagens celulares de placentas humanas (Pan et al, 2013), quanto no tecido

placentário in vivo, com níveis variáveis ao longo da gestação (Neves et al, 2008).

No endométrio, a expressão dos elementos do SRA varia de acordo com a fase do

ciclo: a Ang II está aumentada durante a fase proliferativa e reduzida na fase

secretora, enquanto a Ang (1-7) e o receptor Mas aumenta no endométrio glandular

no meio e final da fase secretora (Vaz-Silva et al, 2009).

Nos ovários, as evidências que corroboram a existência de um SRA local

incluem: a concentração de Ang II no fluido folicular (FF) maior que no plasma após

estimulação com gonadotropina coriônica humana (hCG) e se mantém alta após

nefrectomia bilateral (Husain et al, 1987) e em ovários de coelhas perfundidos in

vitro produziram Ang II após exposição ao hCG (Yoshimura et al, 1994).
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Tanto a Ang (1-7) quanto a Ang II estimula significativamente a produção de

estradiol e progesterona em ratas, sendo a ação da Ang (1-7) bloqueada pelo

antagonista específico da Ang (1-7), A-779 (Costa et al, 2003).

Em humanos, a Ang (1–7) está presente na camada granulosa (Reis et al,

2011) e os ovários secretam prorenina por cerca de 1-2 dias durante o aumento do

LH no ciclo menstrual normal, sob regulação de gonadotrofinas, sendo que o pico de

LH ocorre oito horas antes do pico de prorenina e a prorenina retorna aos níveis

basais após 16 horas, sugerindo uma relação com esta gonadotrofina (Sealey et al,

1985; Sealey et al, 1987). Em ovários de ovelhas, foi observada presença de Ang II,

Ang (1-7) e ACE 2 na camada da teca em folículos antrais e em células lúteas

maduras, além de Ang II e Ang (1-7) encontradas no FF (Pereira et al, 2015).

Em ovários de coelhas perfundidos in vitro, a Ang (1-7) induziu a ovulação na

ausência de gonadotrofinas e estimulou a produção de estradiol, efeito bloqueado

pela A-779, que também inibiu a ovulação estimulada pelo hCG (Viana et al, 2011).

Já na produção de progesterona, não houve diferença comparado com o grupo

controle. A localização da Ang (1-7) é principalmente no interstício e células da teca

de folículos antrais, mas também inclui oócitos, o que pode estar relacionado com o

aumento da produção de estradiol pela perfusão de Ang (1-7) (Viana et al, 2011). O

interstício e a camada da teca fornecem os androgênios precursores de estrógenos,

sendo aromatizados na camada granulosa.

Em bovinos, foi identificada a presença de ACE2 e do eixo Ang (1-7)/Mas em

folículos pré ovulatórios (Tonellotto et al, 2011) e durante a diferenciação folicular

para seleção de folículo dominante (Barreta et al, 2015), sendo que a expressão de

ACE2 e PEP foram observadas na granulosa, mas não na teca. Já o receptor Mas

foi detectado por imunofluorescência em células da granulosa e teca do folículo

dominante e no maior folículo subordinado, e a expressão do RNA mensageiro

(mRNA) para este receptor está aumentada na granulosa de folículos dominantes

induzidos à atresia (Barreta et al, 2015), mas não está alterada em células

foliculares periovulatórias (Tonellotto et al, 2011). A diferença de expressão de

mRNA dessas enzimas e receptor em resposta ao LH, associado ao aumento de

Ang (1-7) no fluido folicular, sugere atuação deste peptídeo na ovulação (Tonellotto

et al, 2011).

Em camundongos deficientes da enzima Mas, há redução das taxas de

ovulações espontâneas e menor pool folicular (Honorato-Sampaio et al, 2018).
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Quando foram submetidos a protocolo de superovulação, esses animais atingiram

taxas de ovulação comparáveis às dos animais controle, o que pode indicar que

gonadotropinas exógenas ativam fatores importantes na ovulação e mostrando que

os resultados não são por defeitos ovarianos (Honorato-Sampaio et al, 2018).

Nos ovários de ratas, a ACE está localizada em vasos sanguíneos, epitélio

germinativo circundante ao corpo lúteo e células da granulosa em alguns folículos

(Speth et al, 1988). Células endoteliais da microvasculatura de corpos lúteos

expressam ACE e são capazes de converter Ang I em Ang II (Hayashi et al, 2000) e

a Ang (1-7) é observada em células da teca e estroma (Pereira et al, 2009). Há

presença de Ang (1-7), Ang II e ACE 2 em oócitos, mas não do receptor Mas, o que

sugere produção local de Ang (1-7), mas atuação em células circundantes (Pereira

et al, 2009). Contudo, em modelo de SOP induzido por VE em ratas, a expressão do

eixo ACE 2/Ang (1-7)/Mas se mostrou reduzida (Pereira et al, 2020).

A Ang (1-7) estimulou a retomada da meiose do oócito, participando da sua

maturação (Honorato-Sampaio et al, 2012), e a A-779 reduziu o efeito do LH,

diminuindo o número de oócitos com quebra da vesícula germinativa, sugerindo que

a ação do LH na maturação do oócito pode envolver a geração da Ang (1-7)

(Honorato-Sampaio et al, 2012). A Ang II também participa da maturação oocitária

em ovários de porcos (Li et al, 2004) e gado (Giometti et al, 2004). Por

imunohistoquímica, observou-se que o LH aumentou significativamente a

intensidade de coloração de Ang-(1–7) e ACE2 nas células da teca e da granulosa

em ratas, sugerindo que ambas as camadas foliculares são importantes na síntese

de Ang-(1–7) estimulada pelo LH (Honorato-Sampaio et al, 2012)

O SRA pode estar associado à SOP e hiperandrogenismo em humanos:

concentração aumentada de renina sérica foi identificada em pacientes portadoras

de SOP comparada com a de pacientes do grupo controle (Jaatinen et al, 1995). As

células da granulosa de cistos em ovários de pacientes portadora de SOP se

assemelham às dos folículos atrésicos de ovários de pacientes controle, ambos

apresentando marcação positiva em imunohistoquímica para renina e angiotensina,

mas não para folículos normais em desenvolvimento. Nos ovários avaliados, aqueles

com SOP apresentaram perda das flutuações da expressão de renina e

angiotensina ao longo do ciclo ovariano, com imunomarcação intensa e constante

para essas enzimas (Palumbo et al, 1997). Em pacientes portadoras de SOP, a

renina intrafolicular altera a maturação e qualidade de oócitos. Folículos com
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maiores níveis de renina, indicando maior atividade local do SRA, estavam

associados a melhor qualidade de oócitos e maior concentração de fator de

crescimento do endotélio vascular (VEGF) após administração de hCG durante

procedimentos de fertilização in vitro (Bokal et al, 2005).

Para o uso farmacológico da Ang (1-7) por via oral, faz-se necessária sua

inclusão em oligossacarídeos. Peptídeos sofrem degradação por enzimas digestivas

no estômago e intestino, antes de chegarem ao cólon, onde seriam absorvidos

(Sinha & Kumria, 2001). As ciclodextrinas são oligossacarídeos cíclicos, com

superfície externa polar e interna apolar. Seu caráter anfifílico permite que a

molécula seja solúvel e permite a formação de complexos de inclusão com

diferentes moléculas hóspedes. Esses complexos não são hidrolisados nem

absorvidos no estômago ou no intestino delgado, mas a microbiota do cólon os

quebra em pequenos sacarídeos, que são absorvidos no intestino grosso, liberando

o princípio ativo (Uekama et al, 1998).

Considerando o acima descrito, a hipótese a ser testada neste trabalho é de

que, uma vez que a Ang (1-7) apresenta participação no ciclo ovariano e a

expressão do eixo ACE 2/Ang (1-7)/Mas está reduzida em ovários de ratas em

modelo de SOP induzido por VE, a administração de Ang (1-7) exógena, via oral,

pode restabelecer a ovulação em ratas neste modelo.

3.OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Avaliar o potencial terapêutico da Ang (1-7) para o tratamento da síndrome

dos ovários policísticos em modelo de ratas tratadas com valerato de estradiol.

2.2. Objetivos Específicos
A. Avaliar o potencial indutor de ovulação da Ang (1-7) no modelo

experimental de SOP em ratas.

B. Caracterizar as possíveis interações da Ang (1-7) na ovulação com a

regulação dos componentes do eixo HHG em modelo experimental de SOP em

ratas.

C. Avaliar o padrão de expressão gênica de marcadores moleculares da

função ovariana com ou sem o tratamento com Ang (1-7) em ratas submetidas ou
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não à indução de SOP.

4.MATERIAIS E MÉTODOS

4.1.Aspectos éticos
Os protocolos experimentais do presente projeto foram aprovados pela

Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) sob o número de protocolo 134/2022,

conforme os preceitos da Lei nº 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto nº

6.899 de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de

Controle da Experimentação Animal (CONCEA).

4.2.Animais
Para os experimentos descritos foram usadas 55 ratas adultas da linhagem

Wistar (Rattus novergicus), inicialmente com 8 semanas de idade, provenientes do

Centro de Bioterismo (CEBIO), do Instituto de Ciências Biológicas (ICB) da UFMG.

Os animais foram acondicionados no biotério de experimentação do Departamento

de Fisiologia e Biofísica do ICB, em caixas com até 5 animais, com acesso ad libitum

a água e ração e em condições ambientais controladas em 23 °C e ciclo claro /

escuro de 12 horas (luzes acendiam às 7 horas).

4.3.Monitoramento de ciclo estral
Foram realizados lavados vaginais diários, sempre no horário entre 11-12

horas, utilizando-se solução salina de cloreto de sódio (NaCl) 0,9% e conta gotas

adaptado para esta finalidade. Uma gota do lavado vaginal foi colocada em lâmina

de microscopia e avaliada em microscópio óptico Olympus BX 50 (Olympus, Tóquio,

Japão) no aumento de 10X.

A técnica utilizada, descrita por Long & Evans (1922), consiste na avaliação

das alterações da citologia vaginal ao longo do ciclo estral para a determinação das

fases do ciclo. Brevemente, no diestro, há predominância de leucócitos e poucas

células queratinizadas, devido à baixa concentração sérica de estradiol. No proestro,

fase ovulatória, há uma predominância de células epiteliais nucleadas, arredondadas

e por vezes aos cachos, devido à proliferação do epitélio vaginal resultante do

aumento de estradiol circulante. Já no estro, período pós-ovulatório, são observadas

células epiteliais escamosas queratinizadas, podendo ter ou não núcleo, geralmente
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grandes e poligonais, devido à redução da proliferação celular do epitélio vaginal.

Ainda, há uma fase de transição entre o estro e o diestro, chamada metaestro,

quando pode-se observar células características de ambas fases

concomitantemente. Foram considerados ciclos completos aqueles com duração de

4 a 5 dias, que seguissem a ordem diestro-proestro-estro, com as durações de cada

fase de 48-53 horas, 12-14,2 horas e 27-38 horas, respectivamente. O metaestro foi

contabilizado com diestro (Long & Evans, 1922).

4.4.Indução de ovários policísticos com VE
Às 8 semanas de vida, após a verificação de 2-3 ciclos estrais consecutivos,

os animais foram divididos em quatro grupos, de acordo com os tratamentos

administrados, a serem descritos posteriormente:

A. Controle + ciclodextrina ---- 11 animais

B. Controle + Ang (1-7) -------- 11 animais

C. SOP + ciclodextrina -------- 15 animais

D. SOP + Ang (1-7) ------------ 18 animais

No dia 1 (D1), 33 animais foram tratados com 2 mg de VE via intramuscular

diluído em 0,2 mL de óleo de milho (veículo), em dose única, para indução de

ovários policísticos (grupos SOP - S), enquanto 22 animais receberam 0,2 mL de

veículo via intramuscular (grupos controles - C), segundo procedimento utilizado por

Brawer et al (1986).

Após 60 dias (D60), os animais foram divididos em subgrupos para o

tratamento.

4.5.Tratamento com angiotensina 1-7

Procedeu-se a subdivisão dos animais para tratamento via gavagem: 29

animais (11 do grupo C e 18 do grupo S) foram tratados com 30 μg/kg de Ang (1-7)

incluída em ciclodextrina, diluída em 0,5 ml de água corrente filtrada, via gavagem

diária por 15 dias, constituindo os grupos Controle + Ang (1-7) e SOP + Ang (1-7),

respectivamente. Os demais animais (26 no total, sendo 11 do grupo C e 15 do

grupo S) foram tratados com 30 μg/kg de ciclodextrina, diluída em 0,5 ml de água
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corrente filtrada, via gavagem diária, constituindo os grupos Controle + ciclodextrina

e SOP + ciclodextrina, respectivamente. Assim, formaram-se os subgrupos definidos

no item 4.4. Tanto a ciclodextrina quanto a Ang (1-7) incluída em ciclodextrina foram

gentilmente cedidas pelo professor Dr. Robson Augusto dos Santos, do Laboratório

de Hipertensão do Departamento de Fisiologia e Biofísica do ICB - UFMG.

Durante um período de 30 dias (15 dias antes do início do tratamento e

durante os 15 dias de tratamento) foi avaliado o ciclo estral dos animais. Após o

tratamento, os animais foram eutanasiados em estro. Amostras de sangue e soro, os

ovários, a adenohipófise e o útero foram coletados para realização dos diferentes

protocolos experimentais.

4.6.Coleta de amostras

Os animais foram eutanasiados em guilhotina, após sedação com isoflurano.

Foi coletado sangue total, posteriormente centrifugado a -4°C, 9,5 g por 20 minutos

(Centrífuge 5804R, Eppendorf, Hamburg) para retirada de soro, sendo a seguir

conservado em freezer -20°C. A adenohipófise e um dos ovários coletados foram

imediatamente congelados em gelo seco, e posteriormente conservados em freezer

-80°C. O ovário contralateral foi pesado e fixado em solução de paraformaldeído

(PFA) 4% por 24 horas, e posteriormente conservado em solução tampão PBS

(fosfato de sódio 0,05 mol/L, pH 7,2-7,4). O útero foi pesado e posteriormente

descartado.

4.7.Histologia
Um ovário de cada animal foi pesado e fixado em PFA 4% por 24 horas. Após,

foi acondicionado em tampão fosfato de sódio 0,05 mol/L, pH 7,2-7,4 a 4°C, até seu

processamento.

Para o processamento, cada amostra foi acondicionada em cassete

identificado, desidratada, impregnada e incluída em parafina, cortada para

montagem das lâminas, corada com Hematoxilina-Eosina e avaliada em microscópio

óptico para quantificação de estruturas. O processamento das amostras até a

microscopia foi feito da seguinte forma:

A. Desidratação
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Os cassetes, devidamente identificados, foram acondicionados em banhos

sucessivos com concentrações progressivas de álcool por 25 minutos cada

(respectivamente: 70%, 80%, 90% e dois banhos de álcool absoluto). Após, os

cassetes foram acondicionados em dois banhos com xilol, de 17 minutos cada.

B. Impregnação em resina parafina

A impregnação em parafina foi feita em três banhos de parafina (Paraplast,

Merck, Germany) de 30 minutos cada, o primeiro a 61°C, o segundo a 60°C e o

terceiro a 59°C.

C. Inclusão

Formas de molde foram acondicionadas sobre chapa aquecida a 55°C e foi

adicionada parafina nova, na temperatura entre 59-62°C. Cada tecido foi alocado e

os moldes completados com parafina. Por fim, a base do cassete identificado

previamente foi colocada por cima do respectivo molde. Então desligou-se a chapa e

o material foi deixado em temperatura ambiente até o dia seguinte. Com a parafina

sólida, os blocos foram acondicionados em freezer -20°C para retirada da forma e

mantidos resfriados até a microtomia.

D. Microtomia

Foram realizados cortes de 5 µm em micrótomo rotativo manual (Leica RM

2125RT, Germany) e montados em lâminas histológicas, sendo saltados 20 µm

(quatro cortes) entre os cortes de interesse. As lâminas foram deixadas secando em

temperatura ambiente por pelo menos 24 horas antes da coloração.

E. Coloração

As lâminas foram acondicionadas em grades próprias para coloração e

passaram por dois banhos sucessivos de xilol por 10 minutos cada. Após, passaram

por banhos de álcool em concentrações decrescentes (100% em dois banhos, e

após 90%, 80%, 70%, respectivamente) por 5 minutos cada. Então foram hidratadas

em água destilada por 10 minutos e coradas com hematoxilina por 2 minutos e

eosina por 1 minutos, com lavagens em água corrente após cada corante. Por fim,
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foram novamente desidratadas em banhos sucessivos de álcool em concentrações

progressivas (70%, 80%, 90% e dois banhos de álcool absoluto) e dois banhos de

xilol, com 2 minutos cada.

Após a coloração, as lâminas foram montadas com lamínulas e verniz vitral

(Acrilex) e, após retiradas as bolhas, foram deixadas secando em superfície plana

por pelo menos 24 horas, e então acondicionadas em caixas próprias até a

realização da microscopia.

F. Microscopia

Para a análise morfométrica folicular, as estruturas foram categorizadas de

acordo com suas características morfológicas segundo Ross et al (2016) (figura 3):

● Primordial: folículos com oócitos intactos circundados por uma camada

única de células pavimentosas;

● Primário imaturo: folículos com oócitos intactos, envoltos por uma

camada de células cúbicas;

● Primário maduro (pré-antral): folículos com oócitos intactos

circundados por múltiplas camadas de células cúbicas (camada

granulosa) e formação de camadas de células do estroma (camada

teca), sem antro;

● Secundário: folículos com oócitos intactos, camadas granulosa e teca

formadas, com antro (acúmulo de líquido folicular) em evolução;

● Terciário: folículo maduro, com camadas granulosa e teca formadas,

antro completo, oócito periférico circundado pela coroa radiada, com a

presença de cumulus oophorus;

● Cistos: afinamento e descamação da camada granulosa e hipertrofia

da teca. Ausência de oócito ou de infiltrado inflamatório.

● Corpo lúteo: células luteínicas granulosas (grandes e centrais) e

células luteínicas da teca (menores, periféricas) em arranjo circular e

com grande quantidade de vasos sanguíneos de permeio;

● Corpo albicans: presença de material hialino entre as células em

degeneração do corpo lúteo;

● Atrésico: folículos com infiltração e descamação de células da

granulosa, podendo ter deposição de fibras colágenas quando em

estágios tardios.
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Figura 3: Estruturas histológicas do ovário. Coloração Hematoxilina e eosina. A) Folículo primordial

(seta), 80x; B) Folículo primário imaturo (seta) e folículo primário maduro (no detalhe), 80x; C)

Folículo secundário (seta), 20x; D) Folículo terciário (seta), 20x; E) Corpo lúteo (CL), 20x; F) Cisto

(asterisco), 20x.

Para contagem de folículos saudáveis, procedeu-se como descrito por

Cardoso et al (2021): selecionou-se os cortes centrais de cada ovário e foram

contados apenas folículos com oócitos íntegros, obtendo-se uma correlação de

folículo de cada categoria por área de tecido, cálculo também realizado para

folículos atrésicos. Já estruturas maiores, como cisto e corpo lúteo foram

quantificados em todos os cortes, com cuidado para que cada estrutura individual

não seja contada mais de uma vez por ovário. Os corpos albicans não foram

quantificados.

As áreas corticais ovarianas, obtidas a partir de 20 secções histológicas,

foram mensuradas utilizando o Software Image Pro Plus, assim como a contagem
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de folículos de cada categoria na mesma área. Por fim, foi calculada a densidade

folicular a partir da fórmula descrita em Cardoso et al (2021):

DF = NF ÷ ΣA, onde:

DF = Densidade folicular (números de folículos / mm2);

NF = Número de folículos em um determinado estágio de desenvolvimento;

ΣA = Somatório da área (mm2) de 20 secções histológicas.

Os diâmetros dos folículos maduros e secundários, foram mensurados

usando uma régua graduada acoplada em uma ocular de microscópio de luz

Olympus BX 41 (Olympus, Tóquio, Japão) calibrado com uma régua micrométrica no

aumento de 4X. O diâmetro folicular foi considerado até o limite da camada

granulosa e foi obtido a partir da média de dois eixos perpendiculares.

Para a mensuração da área da granulosa, a camada granulosa dos folículos

foi determinada pela diferença entre a área do folículo e a área do antro. As áreas

foram calculadas utilizando a fórmula para determinar a área da circunferência:

A = Πr2

4.8.Ensaio de Transcrição Reversa (RT) seguido pela Reação em Cadeia de
Polimerase (PCR) em tempo real (RT-PCR)
A avaliação da expressão gênica dos genes de interesse na adenohipófise e

no ovário, coletados após a eutanásia e conservados imediatamente a -80°C , foi

realizada por meio de extração de RNA total seguido pelos ensaios de Transcrição

Reversa (reverse transcription, RT) e Reação em Cadeia da Polimerase

(Polymerase Chain Reaction, PCR)

A. Extração do RNA total, verificação de pureza e integridade do RNA
Os tecidos foram homogeneizados em 120 μL de PBS 1% estéril gelado.

Desse volume, de cada amostra, 30 μL foi recuperado, transferido para um novo

tubo e homogeneizado com 300 μL de Trizol (Invitrogen). Após 5 minutos em

temperatura ambiente, foi adicionado clorofórmio (60 μL / amostra). As amostras

foram homogeneizadas e então centrifugadas (12000 g / 4°C / 15 minutos). O

sobrenadante ou fase aquosa contendo o RNA total foi transferido para outro

eppendorf, ao qual foram adicionados 150 μL de isopropanol, seguido de



35

homogeneização e nova centrifugação (12000 g / 4°C / 10 minutos). O sobrenadante

foi descartado e foi acrescentado 300 μL de etanol 70% a 4°C ao pellet de RNA

formado. Em seguida, o conteúdo foi centrifugado (7500 g / 4°C / 5 minutos) e o

sobrenadante foi novamente descartado. O precipitado permaneceu em temperatura

ambiente por cerca de 10 minutos para secagem, sendo depois ressuspendido em

água ultrapura tratada com dietilpirocarbonato (DEPC), volume de acordo com o

tamanho do pellet. A concentração e pureza do RNA total obtido para cada amostra

foram determinadas por espectrofotometria em NanoDrop One (Thermo Scientific,

USA) através da leitura da absorbância a 260 nm. O RNA foi então estocado a

-80°C. Para o cálculo das concentrações de RNA das amostras foi utilizada a

seguinte fórmula, onde DO = Densidade Óptica e UA= Unidades Arbitrárias:

[RNA] = DO (260nm) x Fator de Diluição x 40 UA em mg/mL

1000

Para verificação da integridade do RNA total obtido, 1 μg de RNA foi aplicado

em gel de agarose 1 % com tampão de eletroforese (TAE). A eletroforese foi

realizada a 60-80 V durante cerca de 40 minutos. A imagem do gel foi visualizada

em transiluminador Blue-Light Transilluminator (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,

Waltham, Massachusetts, USA).

B. Ensaio de Transcrição Reversa (RT)
Realizou-se o ensaio de RT para a obtenção do cDNA. Para tanto, foram

pipetados 640 ng de RNA total de cada amostra e adicionados 2 μL de RNA buffer,

0,8 μL de desoxirribonucleotídeos fosfatados (dNTP), 2 μL de RT random primers, 1

μL de enzima MultiScribe Reverse Transcriptase, todos provenientes do kit

High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied BioSystems) e água DEPC

(q.s.p. 20 μL). Os tubos foram submetidos a ciclos de aquecimento e resfriamento no

termociclador QuantStudio 3 (Applied Biosystems), sendo eles: incubação por 10

minutos a 25°C, aquecimento a 37°C por 120 minutos, novo aquecimento a 85°C por

5 minutos e finalizando com resfriamento a 4°C. O cDNA foi então mantido a -20°C.

C. Reação em Cadeia de Polimerase (PCR) em tempo real após RT
(RT-qPCR)



36

As sequências de primers específicas para os genes constitutivos (Rpl19 e

Rps26) e de interesse utilizadas para o ensaio de PCR estão descritas nas tabelas 1

e 2.

Tabela 1: Sequências de primers utilizados para a análise da expressão gênica da adenohipófise

Gene Primer (5’→3’) Tamanho (pb) Número de acesso

Rpl19
Forward CCAATGAAACCAACGAAATCG

21 NM_031103.1
Reverse TCAGGCCATCTTTGATCAGCT

Lhb
Forward ATGAGTTCTGCCCAGTCTGC

20 NM_001033975.1
Reverse GTGGGTGGGCATCAGAAG

Fshb
Forward AAGTCGATCCAGCTTTGCAT

20 NM_001007597.2
Reverse GTCCCAGGCCTCTTACAGTG

Tabela 2: Sequências de primers utilizados para a análise da expressão gênica de ovário

Gene Primer (5’→3’) Tamanho
(pb) Número de acesso

Rps26
Forward TGTGCTTCCCAAGCTGTATGTGAAG

25 NM_013224.1
Reverse CGATTCCTGACTACTTTGCTGTGAA

Mas1
Forward TTGTGGGCAGCAGTAAGAAG

20 NM_012757.2
Reverse GATACAGTGTTGCCATTGCC

Ace2
Forward TTAAGCCACCTTACGAGCCT

20 NM_001012006.2
Reverse TCCCAGTGACGATCAGGATA

Star
Forward CTGCTAGACCAGCCCATGGAC

21 NM_031558.3
Reverse TGATTTCCTTGACATTTGGGTTCC

Hsd3b
Forward AGCAAAAAGATGGCCGAGAA

20 NM_001042619.1
Reverse GGCACAAGTATGCAGTGTGCC

Cyp19a1
(Aromatase)

Forward ACGTGGAGACCTGACAAAGGAGAA
24 NM_017085.3

Reverse ACATGACGTACAGAGTGACGGACA

Para determinação da eficiência do ensaio de PCR foi realizado um ensaio

com uma curva de diluições seriadas do cDNA de amostras controle de ovários

(diluições utilizadas, em ng/μL: 32; 0,32; 0,032; 0,0032).

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NM_012757.2?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=82&RID=D1NKS0S5013
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Para realização do ensaio de PCR, foram pipetados em duplicata 12 μL de

cada diluição do cDNA de um animal do grupo controle em cada poço e adicionados

1 μL de primers (Forward + Reverse), 6 μL de SYBR (PowerUp SYBR Green Master

Mix for PCR, ThermoFisher) e 4 μL de água DEPC. A placa foi submetida a ciclos de

aquecimento e resfriamento em termociclador termociclador QuantStudio 3 (Applied

Biosystems), com incubação por 2 minutos a 50°C, aquecimento a 95°C por 10

minutos, seguida de 40 ciclos de aquecimento a 95°C por 15 segundos e

resfriamento a 60°C por 1 minuto, finalizando com um ciclo de aquecimento a 95°C

por 15 segundos, resfriamento a 60°C por 1 minuto e aquecimento a 95°C por 1

segundo.

Para avaliação da eficiência de amplificação de cada primer, os valores de Ct

resultantes foram utilizados, usando os valores de “slope” (inclinação da curva) para

regressão linear de acordo com a fórmula:

E = [10(1/slope)] -1

Tabela 3: Valores de eficiência de amplificação, inclinação da curva e R2 para genes
avaliados em ovário

Gene Eficiência Slope R2 Diluição
selecionada

Primer (𝜇M)

Rps26 1,13 -3,05 1,00 0,1 0,83

Mas 1,06 -3,17 0,96 0,1 0,83

Ace2 0,81 -3,87 1,00 0,1 0,83

Star 1,11 -3,08 1,00 0,1 0,83

Hsd3b 0,98 -3,37 0,99 0,1 0,83

Cyp19a1 0,86 -3,70 1,00 0,1 0,83
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Figura 4: Curvas de eficiência e melting dos produtos de PCR gerados com os pares de primers A)

Rps26; B) Mas; C) Ace2; D) Star; E) Hsd3b; F) Cyp19a1.

.

Para a avaliação da expressão gênica, as amostras foram diluídas a 1:10 em

água DEPC, considerando o intervalo com a melhor eficiência de amplificação para

cada gene e, procedeu-se como descrito anteriormente para a realização da curva

de eficiência. Para as amostras de adenohipófise, seguiu-se com a curva de

eficiência conforme descrito por Romano et al (2018). O conteúdo relativo de

transcrito foi quantificado de acordo com a fórmula 2−ΔΔCT, conforme descrito por

Livak et al (2001).

4.9.Dosagens hormonais
A dosagem da concentração hormonal foi realizada pelo método

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). Foram dosados os hormônios: LH,

estradiol, progesterona e testosterona, conforme descrito a seguir:

A. LH
A dosagem de LH foi realizada em sangue total diluído em PBS Tween (1:10).

No primeiro dia, a placa (Corning® 96 Well) foi revestida com 50 μL por poço

de anticorpo monoclonal bovino LHβ 518B7 (gentilmente doado por Lillian E Sibley

@UC Davis) diluído a 1:2500 em PBS 1X, e incubada por 16-18 horas a 4°C.

No segundo dia, o sobrenadante foi descartado com inversão da placa e

então foram adicionados 200 μL de Tampão de Bloqueio (solução de leite desnatado

5% em PBS Tween) por poço, e incubada por 2 horas em temperatura ambiente em

câmara úmida e misturador orbital em velocidade mínima. A placa foi então lavada

três vezes com 200 μL de PBS-Tween 0,05%, incubada sob agitação por 3 minutos.

Por fim, foram adicionados 50 μL dos padrões (5, 2,5, 1,25, 0,63, 0,32, 0,16, 0,08,

0,04, 0,02, 0,01 ng/ml) e amostras (1:20) aos respectivos poços (determinados em

mapa prévio), seguido de incubação durante a noite (16 horas) a 22°C em uma

incubadora de microplacas com misturador orbital (velocidade mínima).
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No terceiro dia, o sobrenadante foi desprezado e realizou-se lavagem por três

vezes com PBS-Tween conforme descrito acima. Então foram adicionados 50 μL de

anticorpo policlonal de coelho anti-LH por poço (do kit AF Parlow RIA;

AFP240580Rb; 1:100.000 em 0.2% BSA-PBS Tween, diluído 1:2500 em PBS 1x),

com incubação por 6 horas a 22°C em misturador orbital (velocidade mínima). O

sobrenadante foi novamente desprezado e a placa novamente lavada conforme

descrito, e foi adicionado 50 μL de anticorpo policlonal de cabra anti-coelho IgG/HRP

por poço (diluição 1:2000 em Tampão de Bloqueio + PBS 1x na razão 1:1). Após

incubação por 90 minutos a 2°C em incubadora de microplacas com misturador

orbital (velocidade mínima), os poços foram lavados conforme descrito e

adicionados 100 μL de o-fenilenodiamina (OPD) (Sigma-Aldrich) diluído a 2 mg/mL

(22 mg de OPD em pó em 11 mL de tampão citrato + 5,5 μL de peróxido de

hidrogênio (H2O2) 30%) por poço. A placa foi coberta com papel alumínio para

fotoproteção e incubada por 45 minutos a 22°C em misturador orbital (velocidade

mínima). Para interromper a reação, foram adicionados 50 μL de ácido clorídrico

(HCl) 3M por poço e a placa foi lida a 490 nm e 650 nm em leitor Epoch (BioTek,

USA).

B. Testosterona
A dosagem de testosterona foi realizada em amostras de soro, com kit

Testosterona ELISA EIA-1559 (DRG Instruments GmbH, Germany).

Foram separadas microcavidades, revestidas com anticorpo monoclonal

anti-testosterona pelo fabricante, em número suficiente para todos padrões de

calibração e amostras. Foram pipetados 25 μL por microcavidade dos padrões (nas

diluições 0, 0,2, 0,5, 1, 2, 6 e 16 ng/mL) e amostras conforme determinados em

mapa prévio, e então foram adicionados 200 μL do reagente Enzima Conjugada

(testosterona conjugada com peroxidase de rábano) em todas microcavidades. A

placa foi levemente agitada por 10 segundos, coberta e incubada por 60 minutos em

temperatura ambiente.

O conteúdo das microcavidades foi então descartado por inversão e

decantação. Foram adicionados então 300 μL de Solução de Lavagem em todas

microcavidades e o conteúdo descartado por inversão e decantação. Esse passo foi

repetido três vezes.
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A cada microcavidade foram adicionados 200 μL de Substrato

(Tetrametilbenzidina, TMB). A placa foi incubada por 15 minutos e por fim foram

adicionados 100 μL de Solução de Parada (ácido sulfúrico (H2SO4) ) em todas

microcavidades. A placa foi lida a 450 nm, usando-se o comprimento de onda de

referência 620-630 nm em leitor Epoch (BioTek, USA).

C. Estradiol
A dosagem de estradiol foi realizada em amostras de soro, com kit Estradiol

(E2) Test System da Monobind Inc., EUA, importado e distribuído pela USA

Diagnóstica Ltda.

Foram separadas microcavidades, revestidas com streptavidina pelo

fabricante, em número suficiente para todos padrões de calibração e amostras.

Foram pipetados 25 μL por microcavidade dos padrões (nas diluições 0, 20, 100,

250, 500, 1500 e 3000 pg/mL) e amostras conforme determinados em mapa prévio,

e então foram adicionados 50 μL do reagente Biotina de Estradiol (anti-estradiol

biotinilado IgG em solução tamponada) em todas microcavidades. A placa foi

levemente agitada por 20 a 30 segundos, coberta e incubada por 30 minutos em

temperatura ambiente.

Após incubação, foram adicionados 50 μL de Reagente Enzimático (estradiol

conjugado à enzima de solução protéica estabilizada). A placa foi novamente

agitada por 20 a 30 segundos, coberta e incubada por 90 minutos em temperatura

ambiente. O conteúdo das microcavidades foi então descartado por inversão e

decantação. Foram adicionados então 300 μL de Solução de Lavagem (surfactante

em solução salina) em todas microcavidades e o conteúdo descartado por inversão

e decantação. Esse passo foi repetido cinco vezes.

A cada microcavidade foram adicionados 100 μL de Substrato (TMB e H2O2

em solução tamponada). A placa foi incubada por 20 minutos e por fim foram

adicionados 50 μL de Solução de Parada (H2SO4) em todas microcavidades. A placa

foi levemente agitada por 15 - 20 segundos e a leitura foi realizada a 450 nm,

usando-se o comprimento de onda de referência 620-630 nm em leitor Epoch

(BioTek, USA).

D. Progesterona
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A dosagem de progesterona foi realizada em amostras de soro, com kit

Progesterone Test System da Monobind Inc., EUA, importado e distribuído pela USA

Diagnóstica Ltda.

Foram separadas microcavidades, revestidas com streptavidina pelo

fabricante, em número suficiente para todos padrões de calibração e amostras.

Foram pipetados 25 μL por microcavidade dos padrões (nas diluições 0, 0,3, 2,0, 5,

15, 30 e 60 ng/mL) e amostras conforme determinados em mapa prévio, e então

foram adicionados 50 μL do Reagente Enzimático (progesterona conjugada à

enzima em solução proteica estabilizada). A placa foi levemente agitada por 10 a 20

segundos, foram adicionados 50 μL do Reagente Biotina de Progesterona

(anti-progesterona biotinilado IgG em solução tamponada) em todas microcavidades.

A placa foi novamente agitada por 10 a 20 segundos, coberta e incubada por 60

minutos em temperatura ambiente.

Após incubação, o conteúdo das microcavidades foi descartado por inversão

e decantação. Foram adicionados então 300 μL de Solução de Lavagem

(surfactante em solução salina) em todas microcavidades e o conteúdo descartado

por inversão e decantação. Esse passo foi repetido cinco vezes.

A cada microcavidade foram adicionados 100 μL de Substrato (TMB e H2O2

em solução tamponada). A placa foi incubada por 20 minutos e por fim foram

adicionados 50 μL de Solução de Parada (H2SO4) em todas microcavidades. A placa

foi levemente agitada por 15 a 20 segundos e a leitura foi realizada a 450 nm,

usando-se o comprimento de onda de referência 620-630 nm em leitor Epoch

(BioTek, USA).

4.10. Western Blot
As hipófises congeladas a -80°C após a eutanásia foram homogeneizadas em

120 𝛍L de PBS. Desses, 30 𝛍L foram utilizados extração de RNA seguido de

RT-qPCR, conforme descrito anteriormente, e 90 𝛍L foram adicionados a 100 𝛍L de

tampão de lise RIPA e armazenados a -20°C para posterior realização de Western

blot.

No primeiro dia, realizou-se a quantificação de proteínas totais pelo método

Bradford (Bradford, 1976). As amostras foram descongeladas em gelo,

homogeneizadas em vórtex e centrifugadas a -4°C, 800 g por 10 minutos
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(Centrífuge 5804R, Eppendorf, Hamburg). O sobrenadante foi transferido para outro

microtubo de 1,0 mL e o pellet foi desprezado. Então as amostras foram diluídas na

proporção 1:10 em água miliQ e mantido em gelo. Em uma microplaca de 96 poços

foram pipetados em cada poço as seguintes duplicatas: 6 𝛍L de água miliQ (Branco

1), RIPA diluído em água miliQ (1:10) (Branco 2), amostras controles que

correspondem a curva de albumina (Invitrogen) nas concentrações 0,1, 0,2, 0,4, 0,6,

0,8 e 1,0 mg/mL, e 6 𝛍L de cada amostra diluída a 1:10 em água miliQ. Em seguida,

foram adicionados 300 𝛍L de reagente Bradford (BioRad) por poço. A placa foi

incubada por 10 minutos em temperatura ambiente ao abrigo da luz e realizou-se

leitura em Epoch (Biotech, EUA) no comprimento de onda de 595 nm. Por fim, foram

calculadas a curva de calibração de albumina e a concentração de cada amostra

relativa a curva de calibração . A seguir, foram feitas as alíquotas das amostras na

concentração 2 𝛍g/𝛍L, para serem utilizadas nas próximas etapas.

Preparou-se as soluções dos géis empilhamento e de separação e ambos

foram polimerizados em cuba (Mini-PROTEAN Tetra System, BioRad, China) por no

mínimo 25 minutos. Os géis polimerizados foram armazenados em geladeira, em

tampão de corrida, overnight, para seguimento do processo no dia seguinte.

No segundo dia, pipetou-se em microtubo de 500 𝛍L: 20 𝛍L de Laemmli, 200

𝛍g de amostra e água suficiente para 100 𝛍L. Após, foram incubadas em banho

quente a 96°C por 10 minutos, homogeneizadas em vórtex e mantidas em gelo até a

pipetagem em gel. Foram então pipetados nos géis 30 𝛍L de peso molecular, como

controle, e 30 𝛍L de amostra diluída em Laemmli por poço (equivalente a 60 𝛍g de

proteína, em concentração 2 𝛍g/𝛍L). Os géis foram acondicionados em cuba de

eletroforese (Mini-PROTEAN Tetra System, BioRad, China) com tampão de corrida a

120V para o gel de empilhamento por 35 minutos e a 60V para o gel de separação,

por cerca de 2 horas e 45 minutos.

Para realização da transferência, membranas de nitrocelulose foram cortadas

no tamanho dos géis e acondicionadas em tampão de transferência, juntamente com

papéis Watman e esponjas. Após o fim da eletroforese, foram montados em

suportes adequados: duas esponjas, dois papéis Watman, gel invertido, membrana,

dois papéis Watman e duas esponjas. Os suportes foram fechados e acondicionados

no sistema Semi-dry (Trans-Blot SD - Semi-dry Transfer Cell, BioRad, USA), ainda

úmidos em tampão de transferência, a 15V, por uma hora.
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Após a transferência, as membranas foram coradas com Ponceau (Sigma),

lavadas com água destilada e fotografadas. Então realizou-se o bloqueio das

membranas, com incubação por 16-18 horas das membranas em solução de

bloqueio (5% de leite desnatado Molico em PBS Tween) a 4°C, com agitação

contínua.

No terceiro dia, realizou-se a incubação com anticorpo primário (anti-rat LHB,

NHPP reagents AFPC697071P) , diluído a 1:75000 em solução de leite desnatado

5% em PBS Tween (filtrada para retirada de partículas não diluídas), em

temperatura ambiente, por 2 horas, sob agitação contínua. As membranas foram

então lavadas com PBS Tween três vezes, por 10 minutos, sob agitação contínua e

então incubadas com anticorpo secundário (anti-Rabbit IgG + peroxidase, Sigma)

diluído a 1:1000 em solução de leite desnatado 5% em PBS Tween (filtrada para

retirada de partículas não diluídas), em temperatura ambiente, por 1 hora e 30

minutos, em agitação contínua. As membranas foram novamente lavadas três vezes

com PBS Tween por 10 minutos.

Para a revelação, foi preparada solução de ECL (Clarity Western ECL

Substrate, BioRad), misturando-se as soluções A e B (solução de peróxido; B:

solução de luminol + intensificador) na proporção 1:1. As membranas foram

embebidas na solução final por 2 minutos e reveladas em ImageQuant LAS4000

(GE, Sweeden).

5.RESULTADOS

5.1. Peso corporal e dos tecidos
Os animais foram pesados no dia da eutanásia e foi observada diferença

estatística no peso corporal entre os grupos Controle + Ang (1-7) e SOP +

ciclodextrina, sem correlação com tratamento e sem repercussão nos experimentos

propostos (figura 5A). Esta diferença se deu por artefato na separação aleatória dos

animais de pesos diferentes nos grupos estudados.

O peso dos ovários (unilateral) e úteros foi mensurado logo após a eutanásia,

não sendo encontradas diferenças estatísticamente significativas entre os grupos,

nem na medida de peso bruto dos órgãos, nem na relação entre o peso do órgão e

peso corporal (mg/100g de peso corporal) (figuras 5B e 5C).
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Figura 5: Peso corporal, do útero e de ovário (unilateral). A) Peso corporal (g); B) Peso do útero

(mg/100g de peso corporal); C) Peso do ovário (unilateral) (mg/100g de peso corporal). Análise pelo

teste Anova de duas vias, seguido do pós teste de comparações múltiplas de Tukey. Dados

apresentados como média ± erro padrão. *P<0,05. Número amostral de cada grupo mostrado na

figura.
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5.2. Ciclos
O ciclo estral das ratas foi avaliado durante o protocolo experimental (figuras

6-9). O hiato de dois dias sem realização da avaliação de ciclo estral por esfregaço

vaginal impossibilitou a contagem de ciclos completos em alguns animais, não

sendo, portanto, considerados nesta análise.

Figura 6: Evolução do ciclo estral dos animais no grupo Controle + ciclodextrina ao longo do

tratamento. Dia 1: primeiro dia do tratamento. Dia 16: fim do tratamento, início da eutanásia. Os

asteriscos marcam os ciclos completos contabilizados no grupo.



47

Figura 7: Evolução do ciclo estral dos animais no grupo Controle + Ang (1-7) ao longo do tratamento.

Dia 1: primeiro dia do tratamento. Dia 16: fim do tratamento, início da eutanásia. Os asteriscos

marcam os ciclos completos contabilizados no grupo.

Figura 8: Evolução do ciclo estral dos animais no grupo SOP + ciclodextrina ao longo do tratamento.

Dia 1: primeiro dia do tratamento. Dia 16: fim do tratamento, início da eutanásia. Os asteriscos

marcam os ciclos completos contabilizados no grupo.
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Figura 9: Evolução do ciclo estral dos animais no grupo SOP + Ang (1-7) ao longo do tratamento. Dia

1: primeiro dia do tratamento. Dia 16: fim do tratamento, início da eutanásia. Os asteriscos marcam

os ciclos completos contabilizados no grupo.

Conforme mostrado na Figura 10, o tratamento com VE causou redução do o

número de ciclos completos (grupos SOP + ciclodextrina) em relação aos grupos

Controle + ciclodextrina ou Controle + Ang (1-7). Esta redução foi revertida pelo

tratamento com Ang-(1-7): as ratas do grupo SOP + Ang (1-7) apresentaram um

aumento na quantidade de ciclos completos após o tratamento quando comparadas

ao grupo SOP + ciclodextrina (figura 10). Também não apresentam diferença em

relação aos grupos Controle.

Figura 10: Quantificação de ciclos completos pelo período de 15 dias, durante o tratamento via oral

com Ang (1-7) ou ciclodextrina e comparação entre grupos. A descrição dos ciclos considerados

completos se encontra no corpo do texto. Análise pelo teste Anova de duas vias, seguido do pós teste

de comparações múltiplas de Tukey. Dados apresentados como média ± erro padrão. *P<0,05;

**P<0,005; ***P<0,0005. Número amostral demonstrado na figura para cada grupo.

5.3. Histologia
A contagem de folículos saudáveis não apresentou diferença estatística entre

os grupos. Contudo aqueles animais dos grupos SOP apresentaram maior
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densidade de folículos atrésicos comparado aos animais dos grupos controle,

quando não diferenciados em animais tratados ou não tratados (tabela 5).

Tabela 4: Quantificação de estruturas ovarianas por histologia. Folículos em diferentes
estágios de maturação expressos em densidade folicular (folículos/cm²) e cistos e corpos
lúteos expressos em quantidade de estrutura total por ovário.

Controle SOP

Ciclodextrina Ang (1-7) Ciclodextrina Ang (1-7)

Folículo primordial
quiescente (folículo/cm²)

19,61 ± 3,15a
(4)

20,48 ± 7,00a
(4)

18,07 ± 7,62a
(4)

42,74 ± 12,45a
(4)

Folículo primordial ativado
(folículo/cm²)

16,50 ± 4,57a
(4)

15,16 ± 5,98a
(4)

25,22 ± 2,72a
(4)

27,06 ± 5,75a
(4)

Folículo primário unicelular
(folículo/cm²)

5,68 ± 1,32a
(4)

7,56 ± 2,49a
(4)

5,27 ± 1,23a
(4)

8,71 ± 1,15a
(4)

Folículo primário
multicelular (folículo/cm²)

1,90 ± 0,79a
(4)

1,24 ± 0,80a
(4)

0,71 ± 0,16a
(4)

1,56 ± 0,34a
(4)

Folículo secundário
(folículo/cm²)

1,47 ± 0,18a
(4)

1,62 ± 0,63a
(4)

4,53 ± 1,51a
(4)

2,39 ± 0,86a
(4)

Folículo terciário
(folículo/cm²)

0,18 ± 0,11a
(4)

0,38 ± 0,14a
(4)

0,63 ± 0,21a
(4)

0,44 ± 0,31a
(4)

Folículo atrésico
(folículo/cm²)

2,62 ± 0,57a
(4)

3,93 ± 0,55a
(4)

7,26 ± 1,83b
(4)

6,05 ± 1,14b
(4)

Cisto
(total por ovário)

0 ± 0a
(4)

0 ± 0a
(6)

11,43 ± 1,82b
(14)

6,81 ± 1,32c
(16)

Corpo lúteo
(total por ovário)

14,25 ± 0,75a
(4)

11,80 ± 2,15a
(5)

4,44 ± 1,20b
(9)

7,09 ± 1,39b
(11)

Dados apresentados como média ± erro padrão. Entre parênteses, número amostral. Análise

pelo teste Anova de duas vias, seguido do pós teste de comparações múltiplas de Tukey.

Análise para cistos entre os grupos SOP pelo teste T de Student não pareado. As diferenças

estatísticas estão demarcadas na tabela, por linha. Letras diferentes indicam diferença
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A administração de VE induziu um aumento significativo do número total de

cistos e redução do número total de corpos lúteos nos animais de ambos grupos

SOP (tabela 5). Contudo, após o tratamento com Ang (1-7), houve redução

estatisticamente significativa da quantidade total de cistos no grupo SOP + Ang (1-7)

em relação ao grupo SOP + ciclodextrina (figuras 11 e 12).

significativa (P<0,05) entre os grupos.
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Figura 11: Representação de cortes histológicos de ovários de ratas dos diferentes grupos

experimentais, para quantificação de estruturas histológicas de interesse após eutanásia. A) Controle

+ ciclodextrina; B) Controle + Ang (1-7); C) SOP + ciclodextrina; D) SOP + Ang (1-7). Asterisco: corpo

lúteo. Seta única: cisto. Setas duplas: folículos saudáveis em diferentes estágios de maturação.

Coloração: hematoxilina e eosina. Aumento de 4X.
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Figura 12: Comparação da quantificação de cistos (número total por ovário) nos grupos SOP tratados

com ciclodextrina e com Ang (1-7). Análise pelo teste t de Student não pareado. Dados apresentados

como média ± erro padrão. *P<0,05. Número amostral demonstrado na figura para cada grupo.

Para a avaliação dos parâmetros descritos a seguir, somente foram utilizados

os tecidos e amostras das ratas que foram eutanasiadas em estro, para se evitar a

influência da fase do ciclo.

5.4. Avaliação da expressão gênica no ovário e na adenohipófise

5.4.1. Ovário: expressão dos transcritos Mas1, Ace2, Star, Hsd3b e
Cyp19a1

A expressão gênica do transcrito que codifica o gene Rps26 não apresentou

diferença estatística entre os grupos, indicando que este gene pode ser considerado

um bom constitutivo e sua expressão pode ser utilizada para a normalização dos

resultados obtidos com os genes de interesse (Figura 13A). Portanto, a expressão

dos transcritos Mas1, Ace2, Star, Hsd3b e Cyp19a1 foi corrigida pelos resultados

obtidos para Rps26 e normalizada pelos valores do grupo Controle + ciclodextrina

(figuras 13B-F, respectivamente).

Observou-se aumento da expressão do gene Ace2 no ovário de ratas do

grupo SOP + Ciclodextrina, sendo este efeito revertido pela administração de Ang

(1-7) (grupo SOP + Ang (1-7)) (figura 13C). A administração de Ang (1-7) em
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animais controle (grupo controle + Ang (1-7)) não alterou a expressão do mRNA de

Ace2 comparado ao controle (grupo controle + ciclodextrina) (figura 13C). Não foram

observadas diferenças estatísticas entre os quatro grupos com relação ao conteúdo

dos transcritos Mas1 (Figura 13B).

Não foi observada diferença estatística entre os animais dos grupos SOP e os

dos grupos controle na expressão de Star, mas sua expressão foi maior em ovários

do grupo SOP + Ang (1-7) em comparação ao grupo SOP + ciclodextrina (figura

13D).

A expressão do Hsd3b, gene que codifica a 3𝛽HSD, a enzima responsável

pela conversão de pregnenolona em progesterona, foi reduzida nos animais SOP +

ciclodextrina comparada ao grupo controle + ciclodextrina. Este efeito foi revertido

pela administração de Ang (1-7) (grupo SOP + Ang (1-7)) (figura 13E).

Não foram observadas diferenças estatísticas entre os quatro grupos com

relação ao conteúdo ovariano dos transcritos de Cyp19a1, gene que codifica a P450

Aromatase (figura 13F).

Figura 13: Avaliação do conteúdo dos transcritos nos ovários de ratas por RT-qPCR. A) Rps26; B)
Mas1; C) Ace2; D) Star; E) Hsd3b; F) Cyp19a1. Análise pelo teste Anova de duas vias, seguido do
pós teste de comparações múltiplas de Tukey. Dados apresentados como média ± erro padrão.
*P<0,05; **P<0,005. Número amostral demonstrado na figura para cada grupo.
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5.4.2. Adenohipófise: expressão dos transcritos de Lhb e Fshb
O conteúdo do mRNA de Rpl19 foi utilizado para correção dos resultados

uma vez que não foram observadas diferenças estatísticas entre os grupos (figura

14A). Portanto, a expressão dos transcritos Lhb e Fshb está expressa em relação ao

Rpl19 e normalizados pelos valores do grupo Controle + ciclodextrina. Não foi

observada diferença estatística entre os grupos para ambos transcritos (figuras 14B

e 14C).

Figura 14: Avaliação do conteúdo dos transcritos na adenohipófise de ratas por RT-qPCR. A) Rpl19;

B) Lhb; C) Fshb. Análise pelo teste Anova de duas vias, seguido do pós teste de comparações

múltiplas de Tukey. Dados apresentados como média ± erro padrão. Número amostral demonstrado

na figura para cada grupo.

5.5. Hormônios em soro e sangue total
Não foram observadas diferenças estatisticamente significativas na

concentração de LH no sangue total (figura 15A), ou nas concentrações séricas de

testosterona, estradiol e progesterona (figuras 15 B-D, respectivamente).
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Figura 15: Concentração em sangue total de LH e concentração sérica de hormônios gonadais: A)

LH; B) Testosterona; C) Estradiol; D) Progesterona. Análise pelo teste Anova de duas vias, seguido

do pós teste de comparações múltiplas de Tukey. Dados apresentados como média ± erro padrão.

Número amostral demonstrado na figura para cada grupo.

5.6. Western Blot
A semiquantificação do conteúdo proteico da subunidade beta do LH (LHB)

por Western blot na adenohipófise mostrou redução de LHB em ambos grupos SOP

(SOP + ciclodextrina e SOP + Ang (1-7)) (figura 16A). Contudo, tal efeito não foi

revertido com administração de Ang (1-7) (grupo SOP + Ang (1-7)) (figura 16A).
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Figura 16: Semiquantificação do conteúdo de LHB adenohipofisário por Western blot. A) Análise do

conteúdo proteico de LHB na adenohipófise, por grupo, por Western blot; B) Imagem representativas

das bandas referente à subunidade LHB obtidas após incubação com anticorpo específico. As

amostras foram plotadas na mesma sequência das barras do gráfico, sendo Controle + ciclodextrina,

controle + Ang (1-7), SOP + ciclodextrina e SOP + Ang (1-7) (da esquerda para a direita). C)

Membrana corada por Ponceau para normalização dos resultados. Análise pelo teste Anova de duas

vias, seguido do pós teste de comparações múltiplas de Tukey. Dados apresentados como média ±

erro padrão. *P<0,05; **P<0,005. Número amostral demonstrado na figura para cada grupo.

6.DISCUSSÃO
No presente estudo, a administração oral durante 15 dias de Ang (1-7)

incluída em ciclodextrina reduziu a quantidade de cistos ovarianos induzidos por VE.

O tratamento com Ang (1-7) também reverteu a redução do número de ciclos estrais

observada no modelo de SOP. O tratamento com Ang-(1-7) aumentou a expressão

gênica de dois componentes importantes da esteroidogênese ovariana, ambos

presentes nas células da teca: o gene Star, que codifica a proteína reguladora aguda

da esteroidogênese (StAR), e o gene Hsd3b, que codifica a enzima 3βHSD,

catalisadora da conversão de pregnenolona em progesterona, etapa intermediária

para a síntese de hormônios gonadais.
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Os animais tratados com VE não permaneceram em estro contínuo como

descrito por Brawer et al (1978), contudo apresentaram irregularidade do ciclo estral

com redução do número de ciclos completos no período analisado, achado

semelhante aos de Rosa-e-Silva et al, 2003. Foram considerados ciclos completos

aqueles com duração média de 4-5 dias, incluindo as fases sequenciais

metaestro/diestro, proestro e estro. Após tratamento com Ang (1-7), o número de

ciclos completos foi semelhante ao dos grupos Controle.

Apesar dos achados de Viana et al (2011) em ovários de coelhas indicarem a

indução da ovulação pela Ang (1-7) na ausência de gonadotrofinas, a redução de

corpos lúteos após a indução da SOP não foi estatisticamente revertida pela

administração de 30 𝜇g/kg de Ang (1-7) via oral. A presença de corpos lúteos é um

marcador de ovulação, e o achado neste estudo pode ser devido ao tempo de

administração não ter sido suficiente para observar reversão significativa deste

parâmetro, uma vez que um ciclo completo dura entre 4-5 dias e o corpo lúteo só

surge após o proestro em ciclos ovulatórios.

Não foram observadas diferenças nas concentrações séricas de testosterona,

estradiol e progesterona entre os grupos. Resultados semelhantes foram descritos

por Hemmings et al (1983), que também não observou alterações das

concentrações de androgênicos ou estradiol após 8 semanas da administração de

VE. Pereira et al (2020) encontrou aumento de estradiol e testosterona nos ovários

de ratas após tratamento com VE para indução de SOP, mas não alteração da

concentração circulante destes hormônios.

A localização imuno-histoquímica para o receptor Mas e para Ang (1-7) em

ovários de ratas preferencialmente em células da teca e células intersticiais (Pereira

et al, 2009) indica que a Ang (1-7) deva atuar nestes locais. Ratas tratadas com VE

apresentaram menor imunorreatividade para os componentes do eixo Ace2/Ang

(1-7)/Mas (Pereira et al, 2020), sugerindo inibição desse eixo na SOP. No presente

estudo foi analisada a expressão dos transcritos que codificam as enzimas/proteínas

envolvidas na esteroidogênese ovariana, como a StAR e a 3βHSD, envolvidas em

etapas que ocorrem na teca, e a P450-Aromatase, que catalisa a conversão de

androgênios em estrogênios, etapa que ocorre nas células da granulosa.

Camundongos deficientes para o gene Mas testicular tiveram expressão da

proteína StAR diminuída nos testículos (Xu et al, 2007), evidência da participação do

eixo Ang(1-7)/Mas nesta etapa da esteroidogênese. Pereira et al (2020) mostraram
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aumento da expressão do gene Star, 60 dias após a indução de SOP. No presente

estudo, não foi observada diferença na expressão do gene Star no grupo tratado

com VE comparado com os grupos controle. Tal discrepância pode ser devida ao

diferente tempo de sacrifício dos animais, que agora ocorreu cerca de 75 dias após

a indução da SOP. Deve ser ressaltado que o tratamento com Ang (1-7) aumentou a

expressão do gene Star em comparação com o grupo SOP-Ciclodextrina, mostrando

que a Ang-(1-7) deve atuar nesta etapa inicial da esteroidogênese.

O aumento na expressão do gene Star observado em animais do grupo SOP

após a administração de Ang (1-7), em comparação ao grupo SOP que recebeu

ciclodextrina, pode sugerir sinergismo entre o aumento da expressão desse gene

após a indução de SOP pela administração de VE (dado consistente com os

achados de Pereira et al, 2020 e Owens et al, 2019, apesar de não ter sido

observado aumento da expressão de Star no grupo SOP neste trabalho) e da

administração de Ang (1-7), sugerindo que a participação da Ang (1-7) na

esteroidogênese se dá em etapas iniciais como o transporte de colesterol da

membrana mitocondrial externa para a membrana mitocondrial interna pela proteína

StAR. Não foram encontrados trabalhos que descreveram a atuação da Ang (1-7) ou

demais componentes do SRA na expressão do gene Star ou de sua proteína

correspondente para esteroidogênese ovariana, mas Clark & Coombs (1999)

evidenciaram que a atuação da Ang II no aumento expressão da proteína StAR em

células da adrenocortical depende do influxo externo de Ca2+ e da sinalização da

tirosina quinase, sendo potencializada pela ativação da proteína quinase C e da

proteína quinase ativada por mitógeno, o que pode dar um caminho para mais

pesquisas a respeito da atuação dos diferentes componentes do SRA na

esteroidogênese ovariana.

Após a indução da SOP, observamos redução da expressão do gene Hsd3b,

que codifica a 3βHSD, enzima responsável pela conversão de pregnenolona em

progesterona. Camundongos deficientes para o gene Mas nos testículos (Xu et al,

2007) apresentaram aumento da expressão testicular de 3βHSD1 (isomerase 1 da

proteína 3β-HSD) e redução de 3β-HSD6 (isomerase 6 da proteína 3β-HSD),

indicando que a ação do Mas na esteroidogênese ocorre por vias específicas.

Células da granulosa provenientes de ovários policísticos humanos também

apresentaram menor expressão de 3βHSD, especialmente em folículos menores ou

iguais a 10 mm e maiores ou iguais a 16 mm (Doldi et al, 2000), o que pode resultar
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na redução da capacidade de produzir progesterona, etapa essencial para a

produção de androgênios e estrogênios. O tratamento com Ang-(1-7) reverteu a

redução da expressão do gene Hsd3b, induzida pela SOP.

Neste estudo, a expressão do gene que codifica a P450-Aromatase não foi

alterada em nenhum dos grupos analisados, de forma semelhante à observada por

Pereira et al (2020). Deve ser lembrado que imunolocalização para o receptor Mas e

para Ang (1-7) em ovários de ratas foi preferencialmente em células da teca (Pereira

et al, 2009) e quase ausente nas células da granulosa, local onde a conversão de

androgênios em estrogênios pela P450-Aromatase é esperada ocorrer.

A Ang (1-7) não interferiu na concentração de estradiol, progesterona,

testosterona ou LH circulantes, tanto nos grupos controle quanto nos grupos SOP.

Tampouco houve alteração significativa entre os grupos controle e SOP que

receberam ciclodextrina, indicando que a administração de VE também não interferiu

nestes parâmetros. Este achado pode se dar pela dificuldade técnica para detectar

variações muito pequenas de hormônios circulantes e grande variabilidade dentro

dos grupos, o que pode refletir na ausência de alterações estatisticamente

significativas entre os grupos independente da administração de Ang (1-7), mesmo

com outros parâmetros evidenciando alterações no ciclo estral. Outra possibilidade é

que a regulação da concentração circulante desses hormônios seja mantida mesmo

com a alteração em alguns dos parâmetros estudados, uma vez que a concentração

sérica depende do equilíbrio entre síntese, liberação, ligação a órgãos alvo e

degradação do hormônio. O aumento da expressão de fatores envolvidos em duas

etapas da esteroidogênese não permite descartar alterações na sua concentração

de esteroides gonadais no ovário, não avaliadas neste estudo, mas mostrado

ocorrer em trabalho anterior do laboratório (Pereira et al, 2020).

No presente trabalho, observou-se aumento da expressão do gene Ace2 no

ovário com a indução de SOP, efeito revertido pela administração de Ang (1-7). A

administração de Ang (1-7) em animais controle não apresentou alterações. Foram

descritas a presença de Ang (1-7) e ACE2 em ovócitos (Pereira et al, 2009) e a

inibição do eixo ACE2/Ang (1-7)/Mas em ratas tratadas com VE para indução de

SOP (Pereira et al, 2020). Com isso, pode-se inferir que com a redução dos níveis

de Ang (1-7) nos ovários causada pela indução de SOP pela administração de VE

houve um aumento da expressão do gene Ace2 de forma compensatória a fim de

aumentar a ACE2 ovariana e consequentemente a síntese de Ang (1-7), e após
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administração via oral da Ang (1-7), e provável restabelecimento de sua

concentração no ovário, houve feedback negativo para a produção de ACE2, com

redução da expressão de seu gene correspondente.

O tratamento com Ang-(1-7) não teve qualquer efeito sobre as gonadotrofinas

hipofisárias. Não foram observadas diferenças estatisticamente significativas na

concentração de LH no sangue total, compatível com os achados de por Brawer et al

(1978) e nem nos transcritos dos genes Lhb e Fshb hipofisários nos grupos

SOP-Ciclodextrina ou SOP-Ang (1-7) em relação aos grupos controle. Foi observada

uma redução do conteúdo proteico da subunidade beta do LH (LHB) decorrente do

tratamento com VE na adenohipófise, mas tal efeito não foi revertido com a

administração de Ang (1-7). Em modelo semelhante de SOP, Brawer et al (1986)

também mostraram que 56 dias após a injeção de VE já não existem diferenças nas

concentrações séricas de LH e FSH em comparação aos controles.

Considerando-se a ausência de alterações nas concentrações de gonadotrofinas, a

ação da Ang (1-7) parece ter sido diretamente nos ovários.

7.CONCLUSÃO
A administração oral de Ang (1-7) incluída em ciclodextrina durante 15 dias

reduziu a quantidade de cistos ovarianos induzidos por VE e reverteu a redução do

número de ciclos estrais observada no modelo de SOP. O tratamento com Ang-(1-7)

aumentou a expressão gênica de dois componentes importantes da esteroidogênese

ovariana, ambos presentes nas células da teca: o gene Star, que codifica a proteína

reguladora aguda da esteroidogênese (StAR), e o gene Hsd3b, que codifica a

enzima 3βHSD, catalisadora da conversão de pregnenolona em progesterona, etapa

intermediária para a síntese de androgênios e estrogênios.

Em resumo, a Ang (1-7) se mostrou uma substância de interesse

farmacológico para o tratamento da SOP. Mais estudos com diferentes doses e

tempos de administração são necessários para o melhor esclarecimento dos

mecanismos envolvidos em sua ação.
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