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RESUMO

Objetivos: avaliar o comportamento dos niveis plasmaticos e no liquido folicular
(LF) de angiotensina 1-7 [Ang-(1-7)] e angiotensina |l (Ang IlI) na estimulacéo
ovariana controlada em mulheres submetidas a ciclo de fertilizagéo in vitro (FIV).
Avaliar a expressao do receptor Mas (rMas), enzima conversora da angiotensina
(ECA) e ECAZ2 na células da granulosa humana, correlacionando-as com as
concentragbes de Ang-(1-7) e Ang Il no plasma e no LF. Correlacionar os
componentes do sistema renina-angiotensina (SRA) com os parametros da FIV
no grupo total de pacientes e nos grupos de resposta normal e baixa resposta.
Pacientes e Métodos: estudo prospectivo, observacional, realizado no
Laboratério de Reprodugdo Humana Professor Aroldo Fernando Camargos, do
Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), entre
junho e dezembro de 2012. Foram incluidas 64 pacientes que assinaram o termo
de consentimento livre e esclarecido e foram submetidas a coleta de plasma
antes e apos a hiperestimulagcado ovariana controlada para FIV e coleta de LF para
realizagdo de radioimunoensaio (RIE) para Ang-(1-7) e Ang Il e para dosagem de
estradiol e progesterona. Realizou-se também coleta de células da granulosa-
luteinizadas para analise de reagdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo
real para avaliar a expressdo génica do rMas e das enzimas ECA e ECAZ2.
Resultados: houve aumento dos niveis plasmaticos de Ang-(1-7) e Ang Il apos a
indugdo da ovulagdo com gonadotrofinas (p<0,0001). Nao houve diferenca
estatistica entre o nivel de Ang-(1-7) no plasma pds-indugdo e no LF, entretanto,
o nivel de Ang Il no LF foi trés vezes mais alto que no plasma (p<0,0001).
Observou-se correlagao positiva entre Ang-(1-7) e Ang Il, tanto no plasma pos-
indugao (p<0,0001) quanto no LF (p=0,001). Os niveis plasmaticos de ambos os
peptideos, porém, ndo se correlacionaram com niveis do mesmo peptideo no LF.
As células da granulosa expressaram rMas, ECA e ECAZ2. Existiu correlagdo
positiva entre o numero de odcitos MII coletados e a expressdo do rMas, mas
apenas nas pacientes com mais de trés odcitos coletados. Houve também forte
correlagao positiva entre a expressdo da ECA e ECA2 (p<0,0001) e do rMAs com
a ECA2 (p=0,006). Nas pacientes com baixa resposta, registraram-se niveis mais
baixos de Ang-(1-7) no plasma pés-indugdo (p=0,047), além de correlagdo
negativa do numero de oocitos coletados com a Ang-(1-7) pds-indugdo e com a
expressdo do rMas (p=0,001). O grupo de resposta normal teve correlagéo
negativa entre o numero de oocitos MIl coletados e a expressdo da ECAZ2
(p=0,036). Nao houve correlagéo entre o estadiol plasmatico pds-indugédo e a Ang-
(1-7), o receptor Mas e as enzimas Eca e ECA2. Conclusao: durante o processo
de inducéo da ovulacéo para FIV ocorre ativagao do SRA sistémico e ovariano. A
Ang-(1-7) e Ang Il parecem se comportar de forma semelhante durante a
foliculogénese em humanos. A expressédo de rMas, ECA2 e ECA nas céulas da
granulosa e os altos niveis das angiotensinas no LF sugerem um efeito paracrino
desses peptideos nos foliculos ovarianos humanos.

Palavras-chave: Angiotensina (1-7). Sistema Renina Angiotensina. Ovario.
Inducdo da ovulacdo. Liquido folicular.



ABSTRACT

Objective: To evaluate the RAS (renin-angiotensin system) behaviour during
ovulation induction for IVF. To determine the expression of Mas receptor (rMas),
ACE (angiotensin converting enzime) and ACE2 in human granulosa-lutein (GL)
cells and its correlation with angiotensin 1-7 [ang-(1-7)] and angiotensin |l (ang Il)
levels. To correlate RAS components with IFV parameters in the total group and
between normal responder and low responders. Patients and Methods: This
prospective, observational study performed from june to december 2012, in the
Professor Aroldo Fernando Camargos Human Reproduction Laboratory from
Hospital das Clinicas/UFMG included 64 patients, whose plasma before and after
controlled ovarian hyperstimulation for IVF and follicular fluid (FF) were collected
for radioimunoassay (RIA) for Ang-(1-7) and Ang-ll and for estradiol and
progesterone assay. Reverse-transcription polymerase chain reaction analysis for
rMas and ECA2 in GL cells was performed. Results: There was a significant
increase in Ang-(1-7) and Ang Il levels in plasma, after ovulation induction,
(p<0,0001). There was no diference between plasma and FF in Ang-(1-7) levels,
however the Ang Il FF level was threefold higher than plasma level (<0,0001).
Ang-(1-7) showed a positive correlation between Ang Il, in plasma after ovulation
induction (p<0,0001) and in FF (p=0,001). There was no correlation between
plasma and FF angiotensins levels. Messenger RNA expression for MAS, ACE
and ACE2 was detected in GL cells. There was a positive correlation between MI|
oocytes and rMas expression, but only in women with more than three MIl oocyte
collected. A strong correlation between ECA and ECA2 (p<0,0001) and between
rMas and ECA2 (p=0,006) was noted. The low responder women had lower ang-
(1-7) plasma level, after ovulation, and showed a negative correlation between MI|
oocytes and ang-(1-7) plasma levels and MIl oocytes and rMas expression
(p=0,0001). The normal responder group showed a positive correlation between
MIl oocytes and ECA2 expression (p=0,036). There is no correlation between
estradiol and progesterone levels with Ang-(1-7), rMas, Eca and ECAZ2.
Conclusions: The sistemic and ovarian RAS is activated during ovulation
induction for IVF. Ang-(1-7) and Ang Il levels seem to have similar effects in
human foliculogenesis. rMas, ACE 2 and ACE mRNA expression in GL cells
sugest a paracrine effect of SRA peptides in human ovary after gonadotropin
stimulation.

Key words: Angiotensin (1-7), renin angiotensin system, ovary, ovulation
induction, follicular fluid.
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1 INTRODUGAO

1.1 Sistema renina-angiotensina

O sistema renina-angiotensina (SRA) foi descoberto ha mais de um século,
sendo objeto de inumeros estudos até hoje. No final do século XIX, Tigerstedt e
Bergman isolaram uma substéncia vasopressora a partir do rim de coelho, capaz
de elevar a pressao arterial, e a nomearam renina. Em 1940, um grupo argentino
liderado por Braun-Menéndez isolou substancia vasoconstritora do sangue
venoso renal de cdo, tendo sido denominada por eles de hipertensina.
Simultaneamente, Page e Helmer, nos Estados Unidos, observaram resposta
vasoconstritora ao injetar essa substancia em um animal normal, denominado-a
de angiotonina. Posteriormente, diversos grupos demonstraram tratar-se do
mesmo peptideo e em 1957 ambos os grupos concordaram em agregar os termos
e adotou-se a denominagdo angiotensina. Desde ent&do, varios estudos tém
contribuido para esclarecer os mecanismos de formacao das angiotensinas e sua
importancia na fisiologia cardiovascular e em outros sistemas!".

O conceito atual do SRA inclui uma rede complexa de precursores,
peptideos ativos e inativos, enzimas e receptores que formam um sistema
endocrino circulante e também um sistema local paracrino/autocrino(2, 3).

Além de seu papel fundamental no controle da pressao arterial e da
homeostase, o SRA também atua no processo de regulagdo da remodelagdo
tecidual, particularmente no aspecto proliferagcdo e hipertrofia, angiogénese e
apoptose(4). Atua também regulando ampla variedade de fun¢gdes nos mamiferos,
em diferentes 6rgaos e sistemas, incluindo o reprodutor(5, 6). Novas agdes de
diversos componentes do SRA tém sido identificadas, incluindo aquelas da
angiotensina 1-7 [Ang-(1-7)]".

A Ang-(1-7) é um heptapeptideo descoberto ha mais de 30 anos, que pode
ser gerado por via independente da enzima conversora da angiotensina (ECA),
apresentando agdes semelhantes, iguais ou opostas a angiotensina Il (Ang ),
dependendo do local estudado. A clonagem da enzima conversora da
angiotensina 2, a ECA2, uma das enzimas formadoras da Ang-(1-7), e
posteriormente a identificacdo do receptor Mas, a partir do qual diversas fungdes
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da Ang-(1-7) s&o mediadas, proporcionou novas dire¢des nos estudos sobre o
SRA® 7,

A Ang-(1-7) foi considerada por muitos anos um peptideo inativo, porém
esse conceito comegcou a mudar em 1988. Naquele ano, Schiavone et al.
publicaram o primeiro relato de atividade biolégica desse peptideo in vitro, a
secrecdo de vasopressina em explantes de neuro-hipdfise-hipotalamo de ratos®.
Um ano depois, Chappell et al. identificaram esse peptideo no cérebro de ratos e
Campagnole-Santos et al. descrevaram pela primeira vez uma agéo in vivo da
Ang-(1-7), a diminuicdo da pressao arterial, usando microinjegbes no nucleo do
trato solitario de ratos anestesiados® 9. Apés isso, varios estudos confirmaram a
hipétese de a Ang-(1-7) ser um peptideo biologicamente ativo do SRA.

Ainda em 1988, Santos et al. descreveram a formagao do heptapeptideo
Ang-(1-7) a partir da angiotensina | (Ang |), por uma via independente da ECA"".
Em 2000, foi identificada uma enzima homodloga a ECA, que foi denominada
enzima conversora da angiotensina 2 (ECA2), como via principal de formagéo da
Ang-(1-7)"?. Em 2003, a identificacdo do receptor acoplado & proteina G,
chamado receptor Mas, como receptor especifico da Ang-(1-7), contribuiu ainda
mais para a importancia da Ang-(1-7) no SRA, pois revelou como esse peptideo
atua por meio de receptor distinto dos receptores da Ang Il, 0 AT1 e 0 AT22 1314,

Desde a descoberta da ECA2 e do receptor Mas (rMas), tornou-se
amplamente aceito que o SRA é composto de dois eixos. O primeiro, composto
de ECA, Ang Il e o receptor de Ang Il tipo | (AT1); e o outro, composto de ECAZ2,
Ang-(1-7) e o receptor Mas. O eixo ECA2/Ang-(1-7)/Mas €& reconhecidamente
capaz de contrarregular a maioria dos efeitos do eixo principal ECA/Ang II/AT1 no
sistema cardiovascular. Os mecanismos moleculares exatos responsaveis por
esses efeitos sdo desconhecidos® > & 1518,

Alguns estudos referem acdes indiretas da Ang-(1-7) como responsaveis
pela contrarregulagdo, nos quais a Ang-(1-7) estimula a liberacdo de
prostaglandinas e Oxido nitrico (NO), causando vasodilatacdo e inibigdo da
proliferagdo celular, o que se opde ao efeito da Ang Il responsavel por contragao
e crescimento vascular, em células endoteliais humanas. A Ang-(1-7) induz a
liberagdo de NO inclusive nas células endoteliais ovarianas® '").

Componentes dos SRA local sao expressos em varios tecidos, inclusive no

trato reprodutor em humanos, em condigdes fisioldgicas e patoldgicas. Ambos os
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peptideos, Ang Il e Ang-(1-7), podem ser originados do SRA local. Os requisitos
para formacgdo local desses peptideos incluem o angiotensinogénio, as enzimas
ECA, ECA2 e a renina. Parte desses pré-requisitos esta presente localmente e
parte pode vir através da corrente sanguinea, como, por exemplo, a renina. Além
disso, para a acgao local paracrina, € necessaria a expressao local dos receptores
AT1, AT2, e Mas!™?.

A Ang-(1-7) pode exercer efeitos opostos em animais em diferentes
situagdes fisiologicas, como exemplo, efeito natriurético em ratas gravidas e efeito
antidiurético em ratas virgens®”. Entretanto, o papel da Ang-(1-7) ndo esta
limitado ao sistema cardiovascular. Estudos mostram que a delegdo genética do
receptor Mas leva a um fendtipo que incluiu disfuncdo cardiaca, aumento na
pressao arterial, disfuncdo endotelial, microalbuminuria, hiperfiltracdo, fibrose
renal, espermatogénese diminuida, estado semelhante a sindrome metabdlica e

aumento na trombogénese .

1.1.1 Farmacocinética da angiotensina 1-7

O SRA consiste em uma cascata de precursores que sao transformados
por diferentes enzimas em produtos bioativos. O ponto inicial de formacao dos
peptideos € o angiotensinogénio, um pro-horménio de 225 aminoacidos produzido
no figado, que sofre a agdo da renina, produzida nos rins, e forma o
decapeptideo, angiotensina | (Ang |). A Ang |, por sua vez, pode ser transformada

em diferentes produtos biologicamente ativos, como a Ang Il ou a Ang-(1-7)%

21).

Em 1991 e 1992, Ferrario et al. demonstraram que trés endopeptidases
tecido-especificas transformavam a Ang | em Ang-(1-7), pela clivagem de trés
aminoacidos. Eram elas as prolilendopeptidases (PEPs) em cérebro canino e
endotélio vascular, as endopeptidases neutras (NEPs) na circulagdo sanguinea e
as thimet oligopeptidases na musculatura lisa vascular. Apenas 10 anos depois foi
descoberta a ECA2, que forneceu melhor entendimento sobre a formacédo das
angiotensinas®® 222

A ECA2 é uma monocarboxipeptidase insensivel ao captopril, que remove

o aminoacido C-terminal leucina da Ang | para formar o peptideo biologicamente
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ativo, a Ang-(1-9), que em seguida é clivada por meio da ECA e das NEPs,
gerando a Ang-(1-7)?). Entretanto, a formagdo da Ang-(1-7) diretamente a partir
da Ang Il (1-8 aminoacidos), mediada pela ECA2, por intermédio da clivagem do
aminoacido C-terminal fenilalanina (cliva a ligagdo Pro’-Phe®), é fisioldgica e
bioquimicamente mais relevante. De fato, a eficiéncia catalitica da ECA2 contra a
Ang Il é 400 vezes maior que na Ang I®¥. Assim, a ECA2 exerce papel crucial de
regulador endogeno do SRA, pois pode degradar a Ang Il, um peptideo
vasoconstritor/proliferativo, e produzir a Ang-(1-7), um peptideo vasodilatador/
antiproliferativo®?.

Portanto, a Ang-(1-7) pode ser gerada por trés vias: primeiramente, a partir
da Ang ll, por uma via independente mediada pela ECA2 ou pelas PEPs ou por
carboxipeptidases (CBP); diretamente, a partir de Ang | com base na agédo das
NEPs ou PEPs e, por ultimo, indiretamente a partir da Ang | em dois momentos
distintos, inicialmente mediado pela ECA2 que gera a Ang-(1-9), que entdo é
convertida em Ang-(1-7) pela ECA e pelas NEPs("" '8 2> 20) (F|G. 1).

ApoOs sua sintese, a Ang-(1-7) € metabolizada pela ECA no pentapeptideo
inativo, a Ang-(1-5), a partir da hidrélise de dois aminoacidos da molécula (His®-
Pro’)® 27 Assim, a ECA é capaz de gerar a Ang |l e inativar a Ang-(1-7), podendo
contribuir para o equilibrio dos eixos que compéem o SRA. A Ang-(1-7) também
pode ser hidrolisada por aminopeptidases, gerando angiotensina (2-7) e (3-7)!'% %
29).

Sabe-se que a Ang-(1-7) é clivada pela ECA com a mesma eficiéncia por
ambos os dominios, N-dominio e C-dominio®. Portanto, o uso de inibidores da
ECA diminui a produgdo de Ang Il e aumenta a produgcdo de Ang-(1-7), pois
aumenta a producgéo de Ang-(1-7) a partir do aumento da Ang | e inibe a clivagem
da Ang-(1-7) pela ECA®.
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FIGURA 1 - Vias de formagao e catabolismo da angiotensina-(1-7)
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Fonte: a autora

1.1.2 Farmacodinamica das vias da Ang-(1-7)

Os efeitos da Ang-(1-7) podem ser mediados por varios receptores, como
os receptores da angiotensina Il (AT1 e AT2) e seu receptor especifico,
denominado Mas'”.

Evidéncias para a existéncia de um receptor especifico para a Ang-(1-7)
foram inicialmente fornecidas com a sintese de um antagonista especifico para
esse peptideo, o A-779 [d-Ala-Ang-(1-7)]. Em 2003, foi demonstrado que o
receptor Mas, membro da superfamilia de receptores acoplados a proteina-G que
possui sete dominios transmembrana, é o ligante endégeno para Ang-(1-7)® . O
Mas é um receptor proteico de membrana, codificado pelo proto-oncogene mas, a
partir do qual muitas funcdes desse peptideo sdo mediadas® .
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1.1.3 Acgoes biolégicas

Desde a primeira demonstracédo de atividade biolégica da Ang-(1-7), feita
por Schiavone et al. em 1988, demonstrando agdo semelhante & da Ang 11,
varios estudos tém demonstrado outros efeitos bioldgicos desse peptideo. Este é
o mais pluripotente dos derivados da Ang Il, produzindo efeitos similares, distintos
ou opostos aos da Ang 11,

A Ang-(1-7) tem sido intensamente estudada no sistema cardiovascular, no
qual tem a fungdo de ativar mecanismos vasodilatadores periféricos e mediar
efeitos antiproliferativos com base na inibicdo de sintese proteica. Além disso, é
capaz de amplificar as ag¢des vasodilatadoras das bradicininas. Alguns
experimentos sugerem interagdo entre a Ang-(1-7) e o sistema prostaglandinas-
bradicininas-6xido nitrico, sendo que esta relagcdo parece ser responsavel por
variada gama de fungdes fisiolégicas®.

Em condi¢des fisiologicas, a Ang-(1-7) é um modulador endoégeno da
reposta a Ang Il mediada pelo AT1 e em altas concentragdes exerce efeito
antagonista nesse receptor. Além disso, alguns estudos também descrevem um
efeito antagonista direto entre os receptores Mas e AT1% 3 Por outro lado, a
Ang-(1-7) tem afinidade muito baixa pelo receptor ATZ2, entretanto, em alguns
tecidos, em determinadas circunstancias, os receptores AT2 parecem estar
envolvidos nas agdes da Ang-(1-7)%,

A complexidade do SRA esta muito além do que se poderia imaginar
alguns anos atras. Antes, um sistema que era orquestrado basicamente pela Ang
Il, atualmente é composto de dois eixos que se contrarregulam ou se
complementam, o da ECA/Ang II/AT1 e o da ECA2/Ang-(1-7)/Mas. Possivelmente
também com uma grande capacidade de gerar mecanismos alternativos de
formacéo de seus peptideos para driblar as obstrugdes de vias primarias, como,
por exemplo, a via da Ang-(1-12), presente em roedores, como substrato

alternativo, independentemente da renina, para sintese dos peptideos do SRA®
20, 31)
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1.2 Sistema renina angiotensina e a funcao ovariana

O SRA é um sistema enddcrino que sofreu mudancas conceituais
importantes nos ultimos anos. Peptideos do SRA e seus receptores foram
identificados em diversos orgaos, inclusive os reprodutivos, como ovario, utero e

4, 6, 32, 33
g4 6. 32,

testiculo ). J& foi demonstrado que o ovario de ratas, coelhas, vacas e

mulheres possui um SRA local, completo e funcionante, que sofre influéncia das
gonadotrofinas®3").

Sabe-se que muitos peptideos estdo envolvidos na modulagéo da funcao e
crescimento ovariano, podendo atuar de forma independente ou como
amplificadores, atenuadores ou mediadores das agdes das gonadotrofinas, de
forma paracrina ou autdcrina®. Comunicacéo paracrina envolve a difuséo local
de reguladores entre células distintas, ou seja, de uma célula produtora para uma
célula-alvo distinta, dentro do mesmo 6rgéo. Ja a regulagdo autécrina envolve a
acao de atuar na superficie de receptores da sua prépria célula de origem, a partir
de um mecanismo de autorregulagdo. Para ser um possivel peptideo
autécrino/paracrino no ovario, ele deve preencher critérios minimos: ser produzido
localmente, ter receptor local e acéo local®®.

Muitos trabalhos sugerem a participagdo paracrina e autocrina de
componentes do SRA no controle das fungdes ovarianas, tais como
foliculogénese, esteroidogénese, maturagao oocitaria, ovulagdo, angiogénese e
atresia folicular®®' 3439,

Varios componentes desse sistema ja foram identificados em ovarios de
diferentes espécies: ratas, porcas, coelhas e mulheres, como, por exemplo, a
renina, angiotensinogénio, ECA, Ang Il e seus receptores (AT1 e AT2), Ang-(1-7),
ECA2 e rMas, indicando que o SRA tem importante participacdo na fisiologia
ovariana®®¥":3%4)_ Também é sugerido que alteracdes nesse sistema possam ser
causa ou consequéncia de disturbios reprodutivos, tais como sindrome dos
ovarios policistico (SOP) e sindrome da hiperestimulacdo ovariana (SHHO)“® ),

A identificagdo de alta concentragao folicular de pro-renina (forma inativa
da renina, derivada dos rins e outros tecidos), renina e Ang Il nos ovarios
humanos e a presenca de receptores para Ang Il em ovarios de ratas e em

humanos sugeriram inicialmente uma fungdo autécrina/paracrina do SRA
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ovariano@" 3% 47 48) " A primeira evidéncia da producdo ovariana de renina foi a
descoberta de atividade semelhante a renina em homogeneizados de ovario de

coelhas®?" 49

. Em humanos, a secrecao de prorrenina na circulacido durante o
pico de hormodnio luteinizante (LH) em ciclo menstrual normal foi descrita em
1985®%). O nivel plasmatico de pro-renina permaneceu estavel durante a fase
folicular, aumentou cerca de duas vezes no meio do ciclo, proximo do pico do LH,
sendo que a origem da pro-renina parecia ser o foliculo ovariano maduro®® °".

Atividade semelhante a renina esta presente no liquido folicular (LF)
humano, sendo 15 vezes maior que no plasma®. Também & proposto que o
foliculo ovariano maduro seja fonte de secregao de pro-renina nao renal, sendo
sua liberacdo mediada por gonadotrofinas, pois foi observada variagdo nos niveis
plasmaticos de pro-renina durante o ciclo menstrual em mulheres e aumento apés
tratamento com gonadotrofina coriénica humana (hCG)®®. Mulheres submetidas &
estimulagdo ovariana tiveram aumento da pro-renina plasmatica no momento da
ovulagéo, o nivel de renina no LF também se elevou ao longo da fase folicular,
com pico no periodo pré-ovulatorio, apos o surgimento do pico de LH. E isso
parece estar diretamente relacionado ao numero de foliculos ovarianos maduros e
a concentragao plasmatica de estradiol e progesterona, sugerindo que o SRA esta
sob o controle das gonadotrofinas®® >*).

Angiotensinogénio ja foi também demonstrado no LF humano, mas em
niveis semelhantes ao do plasma na fase folicular de mulheres em ciclos

naturais®

. Por outro lado, os niveis de Ang Il em homogeneizado de tecido
ovariano de ratas foram muito mais altos que os niveis plasmaticos*®). Alta
concentracdo de Ang Il e aumento da atividade da renina no LF de mulheres
submetidas a fertilizag&o in vitro (FIV) também foram obtidos apds a exposi¢ao ao
LH ou hCG®" %2 Portanto, o pico pré-ovulatério de gonadotrofinas, tanto do LH
no ciclo natural, quanto do hCG no ciclo estimulado, ativa a produgao ovariana de
Ang Il e outros componentes do SRA ovariano®" %),

A Ang Il ja foi detectada por imuno-histoquimica no corpo luteo e nas
células da teca e estromais de foliculos antrais grandes, em ovarios de ratas
imaturas estimuladas com gonadotrofinas®’. Os receptores da Ang I,
principalmente o AT2, estdo presentes em células da granulosa e teca interna em

539 57

ovarios de rata ). Ja os receptores AT1 foram identificados em células

luteinizadas®®. Em ovarios de ratas, a ECA estd presente nas células da
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granulosa, na periferia do corpo luteo, no epitélio germinativo, nos vasos e no
estroma®.

Ang-(1-7) em ovarios de ratas e sua distribuigdo de acordo com as fases
do ciclo estral também ja foi demonstrada, sendo detectadas maiores
concentragbes nas fases pré e pods-ovulatorias (proestro e estro) que em
metaestro e diestro®®. Demonstrou-se também a presenca do receptor Mas e
ECA2 em ovarios de ratas, ocorrendo aumento na expressdo desses
componentes apds estimulo com gonadotrofina coridnica equina (eCG)®?.

Em tecido ovariano, a Ang Il parece interferir na esteroidogénese, mas o

mecanismo parece variar entre as espécies®”

. Experimentos com ovarios de
coelhas perfundidas in vitro demonstraram importante efeito estimulatorio da Ang
Il na produgao de estrogénio, mas ndo na produgéo de progesterona. Além disso,
a saralasina (antagonista da Ang Il) bloqueou a produc&o ovariana de estradiol
estimulada pelo hCG“?, demonstrando o papel da Ang Il na esteroidogénese
ovariana, mediado pelas gonadotrofinas®".

Por outro lado, estudo com ovarios de coelhas isolados in vivo demonstrou
que a producdo de estradiol também foi significativamente estimulada pela
perfusdo de Ang-(1-7), efeito completamente bloqueado pelo seu antagonista, o
A-799. Entretanto, a produgéo de estradiol e progesterona mediada por hCG nao
sofreu alteragdo com o uso do A-799C%),

A Ang-(1-7) e a Ang Il parecem ter efeitos semelhantes na producdo de
estradiol em ratas, pois estudo demonstrou que a Ang-(1-7) aumentou a secregéo
de estradiol e progesterona em ovarios de ratas imaturas tratadas com eCG,
seguido de perfusdo in vitro, efeito este bloqueado pelo seu antagonista
especifico, o A-779. A Ang Il também aumentou independentemente a produgéo
de estradiol, ja que seu efeito ndo foi bloqueado pelo A-799, porém o aumento da
progesterona pela Ang Il foi bloqueado pelo A-799%% %) A Ang-(1-7) também foi
capaz de estimular a ovulagdo em ovarios de coelhas perfundidas in vitro e o A-
779 inibiu a resposta ovulatoria apos estimulo com hCG®®),

Estudos ainda sado contraditérios, o captopril ndo teve efeito na secrecao
de progesterona e estradiol em ratas, embora autores tenham descrito a
influéncia do SRA na sintese da progesterona, sugerindo o envolvimento de outro
peptideo do SRA®Y. Kasum et al. relataram ativagdo do SRA apds tratamento

com hCG no corpo liteo de gestacéo inicial durante o tratamento de FIV®?. Em
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contraste, Herr et al., em 2010, evidenciaram in vitro significativa diminuigdo da
expressao da Ang Il apés estimulo com hCG nas células da granulosa‘®?.

A foliculogénese é um processo continuo que envolve o crescimento,
desenvolvimento e diferenciagado dos foliculos ovarianos até que eles ovulem ou
entrem em atresia. O papel das gonadotrofinas e dos esteroides ovarianos ja esta
bem estabelecido, mas também ja foi descrita a regulagdo intraovariana da
foliculogénese, na qual varios peptideos e fatores de crescimento atuam na
regulagdo das fungdes ovarianas®®®.

N&o ha duvidas de que um SRA local esteja presente nos ovarios. A Ang |l
e seus receptores AT1/AT2 parecem ter efeitos regulatorios importantes na
maturagdo oocitaria e na ovulagdo®". Ja foi comprovado que a Ang Il promove a
apoptose de células da granulosa luteinizadas obtidas no dia da coleta ovular de
pacientes submetidas a indugdo com gonadotrofinas e que o seu bloqueio inibe a
ovulagédo, levantando a possibilidade de que o SRA esteja envolvido no
desenvolvimento folicular®®®.

Em 2003 registrou-se, pela primeira vez, que a Ang-(1-7) estava presente
em ovarios de ratas e que seu nivel variava de acordo com a fase do ciclo®. Em
2009, encontrou-se que o eixo ECA2/Ang-(1-7)/Mas & completamente expresso
nos ovarios de ratas e é regulado por gonadotrofinas, pois o tratamento com eCG
aumentou a expressao de Ang-(1-7), ECA2 e Mas nas células teca-intersticiais®®.
Em 2011, comprovou-se a expressao de Ang-(1-7), Mas e ECA2 em ovarios
humanos®?.

Os receptores de Ang Il parecem estar implicados em uma série de efeitos
nos ovarios humanos adultos, como, por exemplo, crescimento e maturagéo
folicular, ovulagéo, esteroidogénese, angiogénese e apoptose.

Estudo em mulheres submetidas a FIV comparou a expressdo dos
receptores de Ang Il em mulheres sem fator ovariano de infertilidade com
mulheres com fator ovariano (baixa reserva ovariana, endometriose e SOP). Os
autores concluiram que as células das granulosas luteinizadas expressam mais o
receptor AT1 que o AT2 e que essa expressao varia com a idade e a causa da
infertilidade. Baixa expressao desses receptores foi associada a alta dose de
gonadotrofina para estimulagdo ovariana em mulheres mal respondedoras. Além

disso, houve correlagdo entre AT1/AT2 e o numero de foliculos maduros
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coletados, ressaltando a importancia do correto balanco AT1/AT2 para a funcéo
folicular normal (regulacéo da proliferacdo/apoptose)®*.

Em 2011, nosso grupo demonstrou a presenga da Ang-(1-7) no LF de
pacientes submetidas a FIV, porém em concentragbes menores que no sangue,
enquanto que a concentragado de Ang Il foi inversa, maior no LF que no sangue. O
mesmo estudo também realgcou aumento da concentragdo plasmatica de Ang-(1-
7) em mulheres submetidas a estimulagdo ovariana quando comparadas com

|(33

mulheres n&o estimuladas, o que nao foi observado com a Ang 11®®). Este também

demonstrou que o receptor Mas e a enzima ECA2 sdo expressos em tecido
ovariano de mulheres em idade reprodutiva e na pés-menopausa®?.

A angiogénese € uma caracteristica do foliculo ovariano e corpo luteo em
desenvolvimento. O ovario e o LF contém fatores que estimulam a neoformacéao
vascular. Ja foi salientada correlagéo direta entre a pro-renina no LF e o estagio
de desenvolvimento folicular e maturacdo oocitaria, niveis baixos estavam
associados a od6citos imaturos e niveis muito elevados pareciam estar
relacionados & atresia®").

A angiogénese fisiologica mais intensa em adultos ocorre mensalmente no
trato reprodutivo feminino, para formacdo do corpo luteo, processo que é
dependente de gonadotrofinas e mediado principalmente pelo vascular endothelial
growth factor (VEGF)®. A Ang Il é um potencial regulador paracrino da
expressdo célular de VEGF durante a fase lutea. Células da granulosa
luteinizadas (CGL) tém a capacidade de sintetizar e responder a Ang Il, pois
expressam angiotensinogénio, ECA, AT1 e AT2. Além disso, a administragdo de
Ang Il in vitro aumentou a producdo de VEGF pelas CGLs, no entanto, néo
potencializou a produgdo de VEGF mediada por LH. O LH na verdade inibiu a
expressdo de Ang Il em células da granulosa humana luteinizadas, podendo
demonstrar possivel efeito luteolitico da Ang Il em mulheres, assim como ja foi
reportado em vacas®®.

A saralasina, um inibidor competitivo da Ang IlI, inibe a ovulacédo e a
maturacdo oocitaria em vacas. Ja esta bem estabelecido que a Ang Il € essencial
para 0 mecanismo inicial da ovulagdo em bovinos®.

Em 2012, estudo destacou in vivo a presenga completa do eixo
ECA2/Mas/Ang-(1-7) em foliculos pré-ovulatérios de vacas. Foi descrito pela
primeira vez que a expressao de Ang-(1-7), ECA2, NEP e PEP é regulada apos o
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estimulo com hormoénio liberador de gonadotrofinas (GnRH) para indugdo de
ovulagdo em bovinos, indicando o papel da Ang-(1-7) no processo de
ovulacio/luteinizagao®. Além disso, a Ang-(1-7) estimula a producdo de &cido
araquidonico, prostaglandinas (PG) e NO em varios tecidos® e estes sao
essenciais para a ovulagdo. Parece que alguns efeitos atribuidos anteriormente a
Ang Il durante a ovulagdo e a maturagdo oocitaria possam ser mediados, pelo
menos parcialmente, pela Ang-(1-7)®°). Resultados revelam que a Ang Il é
necessaria para iniciar a ovulagéo e entao é convertida em Ang-(1-7) no final do
periodo ovulatorio®®.

Em bovinos a expressdao de Mas nao se alterou durante o periodo

ovulatorio®®

, mas em ratas houve aumento na sua expressao apos uso do
eCG®, o que corrobora a hipdtese de uma regulagcédo espécie-especifica do eixo
ECA2/Ang-(1-7)/Mas durante a ovulagéo.

A ovulagdo € um processo fisioldgico que culmina na ruptura do foliculo
ovariano, extrusdo do odécito maduro, ocorrendo como consequéncia do pico de

gonadotrofinas hipofisarias, mais especificamente do LH?"

. Este se liga a seus
receptores nas células foliculares, provocando aumento de monofosfato ciclico de
adenosina (cAMP) intracelular, que ativa uma proteina quinase dependente de
cAMP e leva ao estimulo da esteroidogénese, aumento da sintese de PG e
ativacdo de enzimas proteoliticas, como colagenases, que degradam a parede
folicular, resultando finalmente na ruptura e |liberacdo do odcito.
Concomitantemente a extrusdo, acontece também o reinicio da meiose. Os
oocitos, que permanecem em profase | meidtica durante todo seu
desenvolvimento, retomam a meiose até metafase I, evento denominado
maturacdo oocitaria, permanecendo nessa fase da segunda divisdo meidtica até a
fertilizagcdo do oocito. O mecanismo pelo qual as gonadotrofinas induzem o
reinicio da meiose no foliculo pré-ovulatério envolve a participagao de multiplos
fatores paracrinos e autdcrinos, como peptideos e fatores de crescimento®”. Os
fatores intrafoliculares que iniciam e controlam o processo de ovulagdo nao sao
totalmente compreendidos®* ©°).

Evidéncias tém indicado que o SRA pode exercer significativo papel no
processo da ovulagcdo, porém, apesar do expressivo numero de estudos sobre
esse sistema no ovario, a compreenséo do papel fisioldgico das angiotensinas em

alguns eventos tem sido prejudicada por resultados discrepantes®’).
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A Ang Il esta envolvida na maturagdo oocitaria, como demonstrado em
ovarios de coelhas perfundidos in vitro com Ang Il. Observou-se significativo

42) " Outros

estimulo da maturagdo oocitaria na auséncia de gonadotrofinas
estudos também documentam que Ang Il funciona como mediadora das agdes do
LH no periodo pré-ovulatério, estimulando a maturagdo oocitaria em diferentes
espécies, como porcas, vacas e coelhas! 8 69,

A saralasina (antagonista dos receptores AT1 e AT2) bloqueou em 50% a
ovulagédo in vivo em ratas imaturas estimuladas com eCG, seguido de hCG,
processo que foi revertido com a administragdo simultanea de Ang 1"%. Esse
processo também foi percebido na ovulacdo induzida por hCG em ovarios de
coelhas e de ratas perfundidos in vitro, sugerindo um papel da Ang Il na ovulagéo
e maturagdo oocitaria, como uma intermediario da acdo do hCG®** % P,
Entretanto, estudo autorradiografico observou a presencga de elevado numero de
receptores de Ang Il em foliculos atrésicos, o que ndo foi demonstrado em
foliculos pré-ovulatério que tinham receptores para hCG“".

Além disso, a inibigdo da produgédo de Ang Il por captopril, um inibidor da
ECA, ndo afetou a ovulagdo em ratas imaturas induzidas por eCG“® ou em
ovarios de coelhas e ratas perfundidos in vitro, mas inibiu significativamente a
maturacgdo oocitaria induzida pelo hCG, sugerindo que a Ang Il ndo era essencial

2. 73 Mecanismos

a ovulagdo, mas poderia ser no processo de maturagao'
potenciais para explicar a auséncia do efeito do captopril sobre a ovulagao
incluem a existéncia de outra via de produgédo da Ang Il, sem a participagdo da
ECA, ou a geragédo de outros fragmentos de peptideos, como a Ang-(1-7) que
pode ser formada por via independente da ECA, e que poderiam participar do
processo ovulatorio® 7.

Os receptores para Ang Il ja foram demonstrados em odcitos e estéo
relacionados a mobilizagao intracelular de calcio, o que parece ser necessario
para a maturacéo oocitaria’* ’®. Estudo mostrou que foliculos contendo odcitos
imaturos na FIV tinham niveis de prorrenina intrafolicular mais baixos que os
foliculos contendo oécitos maduros®”.

Sabe-se que as células foliculares participam diretamente do processo de
maturacdo oocitaria. Ha varios indicios de que a Ang-(1-7) também participe do
processo ovulatorio, como, por exemplo, a expressao do receptor Mas em células

foliculares de foliculos antrais de ratas e em células da granulosa e teca de
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foliculos pré-ovulatorios de coelhas, indicando a possivel participagdo da Ang-(1-
7) através dessas estruturas®® °9.

Estudo em coelhas salientou o papel da Ang-(1-7) na maturagao oocitaria
induzida pelas gonadotrofinas, semelhante ao da Ang Il. A Ang-(1-7) induziu a
ovulacdo na auséncia de gonadotrofinas. Seu antagonista, o A-799, inibiu
parcialmente a ovulagdo induzida pelo hCG, indicando que a Ang-(1-7) pode
exercer importante papel no processo ovulatério induzido pelas gonadotrofinas®®).
Além disso, em ratas, a Ang-(1-7) estimulou o recome¢o da meiose em 30% dos
oocitos em estagio de vesicula germinativa, sendo que esse efeito foi receptor
especifico, pois foi bloqueado pelo A-799. Os ovarios estimulados com hCG
exibiram também aumento relativo na expressao de ECA2 em relagdo a ovarios
estimulados com solugao salina, o que nao foi observado em relagéo ao receptor
Mas®?,

O mecanismo pelo qual a Ang-(1-7) interfere na ovulagdo é desconhecido,
mas ja foi demonstrado o seu efeito na liberagdo de mediadores como as cininas,
PG e NO“Y. Outro possivel mecanismo envolve as bradicininas, pois ja foi
demonstrado que estas induzem a ovulagéo e que a Ang-(1-7) aumenta o efeito
da bradicinina®. O mecanismo potencializador da ovulacdo da Ang-(1-7) é
complexo e parece envolver a liberagcdo de NO/PG. O mecanismo a partir do qual
a Ang-(1-7) interfere no reinicio da meiose também ndo foi estabelecido ainda,
entretanto, este peptideo ativa a cascata da phosphoinositide 3-quinase/proteina
quinase B (PI3K-AKy) através do receptor Mas, podendo ter papel através desta
via, ja que estudos evidenciam a importéncia da via PI3K-AKy no reinicio da

meiose®”).
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1.3 Justificativa

N&o se conhece ao certo o papel da angiotensina 1-7 na foliculogénese e
maturacdo oocitaria em humanos. O SRA parece exercer importante papel na
regulacdo do crescimento e maturagao folicular. Ja foi demonstrado que ovarios
de ratas, coelhas, vacas e humanos expressam varios peptideos do SRA, que
sofrem influéncia das gonadotrofinas. A renina, angiotensinogénio e a Ang Il ja
foram muito estudadas em pacientes submetidas a indug&o da ovulagéo para FIV.
Ha aumento da renina e da Ang Il no LF apos o pico de LH nessas pacientes, o
que parece estar relacionado ao numero de foliculos ovarianos maduros,
sugerindo que o SRA esta sob controle das gonadotrofinas. A presenca de Ang-
(1-7)/Mas/ECA2 em ovarios de varias espécies também ja foi descrita, inclusive
em humanos. Entretanto, o comportamento desse eixo apos a estimulagio
ovariana pode variar entre as espécies. Em bovinos, a expressao do Mas
permaneceu estavel apés uso de eCG, mas em ratas houve aumento da
expressdo. Nao se sabe ainda qual o comportamento da Ang-(1-7), seu receptor
Mas e da enzima ECA2 em humanos apos estimulagcdo com gonadotrofinas. Em
coelhas e ratas, a Ang-(1-7) parece ser importante para ovulagéo e principalmente
para a maturacio oocitaria.

A importancia deste estudo sera elucidar se o SRA, especificamente o eixo
ECA2/Ang-(1-7)/Mas, é ativado durante a foliculogénese ovariana em humanos e
na resposta das pacientes a inducdo da ovulagao, além de esclarecer possiveis

relagdes entre 0 SRA e os parametros da fertilizagao in vitro.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o comportamento de alguns componentes do SRA durante o
processo de induc¢ao da ovulagdo em mulheres submetidas a fertilizacao in vitro.

2.2 Objetivos especificos

a) Avaliar o efeito da indugdo da ovulagdgo com gonadotrofinas sobre as
concentragbes de Ang-(1-7) e Ang Il no plasma de mulheres submetidas a
FIV.

b) Avaliar a expressdo do receptor Mas, ECA e ECA2 nas células da
granulosa humanas e a concentracédo de angiotensina (1-7) e angiotensina
Il no liquido folicular.

c) Correlacionar a expressao do receptor Mas, ECA2 e ECA nas células da
granulosa humana com as concentragbes de Ang-(1-7) e Ang Il no liquido
folicular e no plasma.

d) Correlacionar os componentes estudados do SRA com os parametros da
FIV e o numero de odécitos maduros coletados em todas as pacientes e em

dois grupos distintos de pacientes: resposta normal vs baixa resposta.
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3 PACIENTES E METODOS

3.1 Selegao de pacientes

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Minas Gerais (UFMG) (Projeto: CAAE-0198.0.203.000-11) (ANEXO A)
e todas as pacientes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(APENDICE A) antes da inclus&o no estudo.

Foram incluidas todas as pacientes admitidas no Programa de Fertilizagcao
Assistida do Laboratorio de Reprodu¢do Humana Professor Aroldo Fernando
Camargos do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(LRH/HC-UFMG) para a realizagao de fertilizagdo in vitro convencional ou por
injecdo intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) que concordaram em
assinar o termo de consentimento livre e esclarecido para participar do estudo.
Nao havia critérios de exclusdo das pacientes.

Para ser admitida no programa de fertilizagao in vitro, a paciente deve ter
diagnostico de infertilidade primaria ou secundaria com indicagado de tratamento
por FIV ou apresentar algum fator que a impeca de engravidar espontaneamente
ou por outros tratamentos de menor complexidade. A paciente deve também
apresentar idade inferior a 40 anos no momento de inclusdo no programa e indice
de massa corporal (IMC) inferior a 30 no momento de inicio do tratamento.

Foram incluidas incialmente 73 pacientes no periodo de junho de 2012 a
novembro de 2012. Todas foram incluidas no dia da prescri¢cao inicial para o ciclo
de FIV, sendo que, destas, nove foram excluidas da analise, pois ndo chegaram a
realizar a coleta ovular por diversos motivos. Trés pacientes tiveram o ciclo
cancelado por auséncia de pelo menos um foliculo para puncéo; uma teve o ciclo
cancelado por gravidez ectépica durante uso de analogo do GnRH para bloqueio
hipofisario; uma teve seu ciclo cancelado por alteragdes na citologia oncaética
compativeis com adenocarcinoma in situ do colo uterino; uma teve febre antes de
iniciar as gonadotrofinas; uma apresentou cisto ovariano ao realizar o ultrassom
para iniciar as gonadotrofinas; uma ovulou antes da coleta; e apenas uma foi

excluida por perda de seguimento no dia da coleta.
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O grupo estudado incluiu o total de 64 pacientes, que iniciaram e
concluiram o tratamento adequadamente. Esse total foi distribuido em dois
grupos, de acordo com o numero de odcitos maduros coletados, sendo um grupo
chamado de baixa resposta quando tinham quatro ou menos odcitos maduros
coletados e o outro grupo chamado de resposta normal quando tinham cinco ou

mais oocitos maduros coletados.

3.2 Protocolo de indugado, coleta de odécitos, fertilizagdo in vitro e

transferéncia de embrioes

A hiperestimulagdo ovariana controlada (HOC) foi realizada conforme
protocolo do servigo. O bloqueio hipofisario foi feito com analogo do horménio
liberador de gonadotrofinas (GnRHa) ou com o antagonista do GnRH (cetrorrelix),
de acordo com a prescricdo médica para cada paciente. A HOC foi feita com
horménio foliculo estimulante (FSH) recombinante (Gonal F®), via subcuténea
(SC) elou FSH urinario altamente purificado associado a LH altamente purificado
(Menopur®), via subcutanea. Esses medicamentos foram utilizados na dose
indicada para cada paciente, dependendo da idade, causa da infertilidade,
contagem de foliculos antrais e niveis de FSH.

A monitorizagdo da HOC foi feita por ultrassonografia transvaginal (USTV),
com monitorizagdo ultrassonografica seriada a partir do sexto dia de uso de
gonadotrofinas. O hCG recombinante (ovidrel®, 250 microgramas) foi
administrado quando detectado ao USTV pelo menos um foliculo maior que 18
mm de diametro médio.

A aspiragdo dos foliculos foi feita guiada por USTV, utilizando-se uma
pressédo negativa artificial constante de 100 a 200 mmHg, cerca de 34 a 36 horas
apos a injecdo do hCG. O liquido foi coletado em tubos de ensaio estéreis e os
oocitos foram imediatamente identificados com o auxilio de uma lupa, em capela
de fluxo laminar para manter o ambiente estéril. O numero de odcitos coletados
foi registrado.

Os oocitos coletados foram submetidos a FIV convencional ou a ICSI,
conforme indicagdo meédica. Os embrides obtidos foram entéo transferidos entre o
segundo e quinto dias apds a fertilizagdo, segundo protocolo do servigo. As
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transferéncias foram realizadas por especialistas com formagao no préprio
laboratorio e experiéncia similar. Apdés a transferéncia embrionaria, foi
administrada progesterona por via vaginal, na dose de 600 mg/dia, para o suporte
de fase lutea, mantida pelo menos até a confirmagao ou ndo de gravidez. Apés 14

dias da coleta ovular a paciente foi submetida a dosagem de p-hCG.

3.3 Coleta de plasma e liquido folicular

Foram coletadas amostras de plasma para a dosagem de angiotensina-(1-
7) e angiotensina Il em dois momentos distintos: no dia da liberagdo do ciclo e
prescricdo da medicagdo para iniciar o tratamento e no dia da coleta ovular (no
momento da pung&o do acesso venoso para anestesia). Foram coletados 5,0 mL
de sangue em tubo proprio a vacuo e imediatamente apos a coleta acrescentado
coquetel de inibidor de protease (QUADRO 1). Cada tubo continha 700 yL do
coquetel (140 uL para 1,0 mL de sangue) preparado no dia da coleta. O sangue
foi centrifugado por 10 minutos a 2.500 rotagdes por minuto (rpm) a 4°C e o
plasma foi separado e imediatamente armazenado a -80°C para posterior
extragdo das angiotensinas.

A coleta do LF foi realizada durante a captura de 6vulos para FIV. Apds a
retirada do ovulo pela embriologista, o primeiro tubo coletado era imediatamente
acrescentado de 140 yL de coquetel de inibidor de protease (QUADRO 1) para
cada 1,0 mL de LF. Este era imediatamente centrifugado por 10 min a 2.500 rpm
a 4°C. O sobrenadante era entédo separado das células e congelado a -80°C para
posterior extragdo das angiotensinas.
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QUADRO 1 - Coquetel de inibidores de protease

Inibidor enzimatico Volume utilizado por mL de sangue
Para-hidroximercurio-benzoato (POOH) 1 mM 10 pL
Ortofenantrolina 30 mM 50 uL
Fenilmetilsufonil fluoridrico (PMSF) 1 mM 10 pL
Acido etilenodinitrilotetra-acético (EDTA) 7,5% 50 uL
Pepstasin A1 mM 20 pL

As solucbes de POOH e PMSF foram preparadas no dia da coleta e as
demais solugcbes preparadas em dias anteriores, ficando estocadas, sendo
pepstatin A e orto-fenantrolina conservadas em freezer a -20°C e EDTA 7,5%
mantido em geladeira. O coquetel de inibidores foi preparado em periodo

imediatamente anterior a coleta de sangue e/ou LF.
3.4 Coleta e separagao das células da granulosa

Para obtencao das células da granulosa-luteinizadas foi utilizado protocolo
ja descrito na literatura. Depois da retirada do 6vulo pela embriologista, o LF (que

normalmente é desprezado) foi submetido ao seguinte protocolo (FIG. 2):

FIGURA 2 - Separagao das células da granulosa,
gradiente histopaque
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QUADRO 2 — Protocolo de extragao das células da granulosa-luteinizadas (CGL)

1- LF com sangue: verter conteudo para placas de 60 mm.

2- Aguardar sedimentagao das células sanguineas e recuperar rapidamente os
clusters de CGL.

3- Transferir para placa de Petri de 30 mm contendo 2 mL de PBS mantido em
gelo, lavar as CGLs e transferir para outra placa contendo 1-2 mL de PBS e

repetir o procedimento.

4- Transferir o conteudo, apos a ultima lavagem das CGL em placa de Petri,
para tubo Falcon contendo até 5 mL de PBS.

5- Centrifugar a 1.500 rpm a 4° C durante 10 minutos.

6- Retirar o sobrenadante e ressuspender o pellet em 1 mL de meio TCM
(geladeira), homogeneizar para dissociar os clusters de células .

7- Montar o gradiente de histopaque: 1 mL de histopaque + 1 mL de meio
TCM 199 + 1 mL de meio/suspenséo celular (histopaque 1:2).

8- Centrifugar a 2.000 rpm, a 4°C durante 20 minutos.

9- Recuperar as CGLs na interface da coluna de histopaque, aspirando

lenta e cuidadosamente.

10- Transferir a suspensao celular para tubo Falcon contendo 2 mL de PBS.

11- Centrifugar a 1.500 rpm, 4°C durante 15 minutos.

12- Desprezar o sobrenadante e armazenar pellet imediatamente a -80° C.

Obs: o histopaque consiste de uma mistura de polissacarideos neutros hidrofilicos de alta
densidade que se dissolve prontamente em solu¢do aquosa. Os gradientes de histopaque séo
utilizados em laboratérios clinicos para separar os componentes celulares do sangue periférico
(eritrécitos, leucdcitos, etc.).

Fonte: cedido pelo Departamento de Ginecologia e Obstetricia da Faculdade de Medicina Ribeirdo
Preto/Universidade de S&o Paulo (SP).

3.5 Extracao de amostras e dosagens dos peptideos por radioimunoensaio

3.5.1 Extracao de angiotensinas do plasma e liquido folicular em colunas
bond-elut C4s

Para obter as angiotensinas no plasma utilizou-se a extragdo em colunas
bond elut. As colunas foram pré-ativadas com 10 mL de acetonitrila (ACN) 99,9%/
acido heptafluorbutirico (HFBA) 0,1% e 10 mL de HFBA 0,1%. Com uma seringa
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aplicou-se pressdo na coluna para que o liquido passasse por ela. Apos pré-
ativacédo, as colunas foram ativadas utilizando-se: 10 mL de ACN 99,9%/HFBA
0,1%, 10 mL de HFBA 0,1%, 3 mL de albumina sérica bovina (BSA) 0,1%/HFBA,
10 mL de ACN 10%/HFBA 0,1%, 3 mL de HFBA 0,1%. Apds ativacdo das
colunas, as amostras forma aplicadas seguindo-se de lavagem sequencial com 20
mL de HFBA 0,1% e 3,0 mL de ACN 20%/HFBA 0,1%. Os peptideos foram
eluidos com 3,0 mL de ACN 99,9%/HFBA 0,1% em tubos de polietileno lavados
com BSA 0,1%. As amostras de plasma e LF antes de serem aplicadas na coluna
foram centrifugadas por 20 min/2.500 rpm/4°C. As amostras foram secas em
centrifuga evaporadora por 10-12 horas e entdo foram congeladas a -20°C até o
radioimunoensaio (RIE).

3.5.2 Radioimunoensaio

Foram coletadas amostras de sangue pré e poés-indugdo com
gonadotrofinas e de LF em mulheres submetidas a FIV para a realizagdo de RIE
com o intuito de se obterem dosagens de Ang-(1-7) e Ang Il. Os ensaios foram
procedidos de acordo com os protocolos adotados pelo Laboratério de
Hipertensdo do Departamento de Fisiologia e Biofisica do Instituto de Ciéncias
Biolégicas-UFMG®).

3.5.2.1 RIE para angiotensina-(1-7)

Para a obtengao dos valores da angiotensina-(1-7) por RIE foram utilizadas

as seguintes solugdes:

a) Tampé&o do ensaio: Tris acido cloridrico (Tris-HCL) 50 mM, BSA 0,1%,
cloreto de sodio (NaCl) 50 mM, azida sédica 0,02%. Os reagentes foram
dissolvidos em 400 mL de agua deionizada. O pH foi acertado para 7,5
com HCL 3N e o volume completado para 500 mL em baldo volumétrico

com agua deionizada.
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Tampao Il: NaCl 0,9%, BSA 0,1%, acido acético 0,03%. Os reagentes
foram dissolvidos em 500 mL de agua deionizada e o volume acertado em
baldo volumétrico. Essa solugdo foi usada para reconstituicdo das
amostras e diluigdo da curva-padréo.

Anticorpo policlonal de coelho (titulo 1:20.000): preparado a partir de uma
solucdo estoque com titulo de 1:500, pela dissolugcdo em tampao do
ensaio. Anticorpo produzido por Clevelan Clinic Foundation, validado para
reatividade cruzada com outras angiotensinas, apresenta menos de
0,001% de reatividade cruzada com Ang | e Ang Il, 0,001% de reatividade
cruzada com angio-(2-7), angio-(3-7); 0,08% de reatividade cruzada com
angio-(4-7) e 0,005% com a Ang-(1-5).

Ang-(1-7) radioiodada ['*| Ang-(1-7)]: marcada, purificada e diluida em
tampao do ensaio para concentracao final de 6.000 cpm para cada 0,1 mL.
Curva-padrao: as concentra¢gdes dos padrdes utilizados foram de 200, 100,
50, 25, 12,5 e 6,25 pg/0,1 mL diluidos em tampé&o Il, utilizando-se bal&o
volumétrico, preparadas a partir de uma solugao estoque de 2 mg/mL.
Suspensdo de carvao: a separagado do peptideo ligado ao anticorpo do
peptideo livre foi feita pela adicdo de solugdo de carvao ativado-dextran
apos incubagdo de 18-22 horas. O carvao ativado e o dextran foram
dissolvidos em tampao do ensaio. A suspensédo foi mantida sob agitacéo
constante, em banho de gelo, por 1 hora antes do uso.

Cada ensaio seguiu o seguinte protocolo (TAB. 1):
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TABELA 1 - Solugdes e volumes utilizados para radioimunoensaio (RIE) de

angiotensogénio 1-7 [Ang-(1-7)]

Solugodes (pL) Total Branco PO Padrao Amostra
Tampao |l - 100 100 - -
Tampao do ensaio 1300 200 100 100 100
Pontos da curva - - - 100 -
Amostra - - - - 100
125 Ang-(1-7) 100 100 100 100 100
Anticorpo - - 100 100 100
Volume final 1400 400 400 400 400

PO: valor de referéncia. "I Ang-(1-7): Ang-(1-7) radiodada.

Apoés a adigdo das respectivas solugdes nos tubos, estes foram agitados

em vortex e incubados por 18-22 horas. Apos a incubacao foi adicionado 1 mL de

suspensdo de carvao em todos os tubos, exceto no tubo total, e todos foram

centrifugados a 4°C em 2.500 rpm por 20 minutos. Apds a centrifugagédo, o

sobrenadante foi transferido para um novo tubo e contado no contador gama.

3.5.2.2 Radioimunoensaio para angiotensina Il

Para a obtencdo dos valores de Ang Il por RIE foram utilizadas as

seguintes solugdes:

a) Tamp&o do ensaio: Tris-HCL 0,1 M, EDTA 15 mM e lysozima 0,1%. Os
reagentes foram dissolvidos em 400 mL de agua deionizada. O pH foi

acertado par 7,4 com HCL 3N e o volume completado para 500 mL em

baldo volumétrico com agua deionizada.

b) Tampao Il: NaCl 0,9%, BSA 0,1%, acido acético 0,03%. Os reagentes
foram dissolvidos em 400 mL de agua deionizada e o volume acertado em

baldo volumétrico. Essa solugdo foi usada para reconstituicdo das

amostras e diluigdo da curva-padréo.

c) Anticorpo policlonal de coelho (1:250.000): preparado a partir de uma

solucao estoque com titulo de 1:50.000 em tampdo do ensaio. Este
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anticorpo foi diluido em tampao do ensaio para obter solugcdo final na
diluicdo de 1:250.000. Anticorpo produzido por Clevelan Clinic Foundation,
validado para reatividade cruzada com outras angiotensinas, apresenta
menos de 0,001% de reatividade cruzada com Ang | e Ang-(1-7), 0,002%
de reatividade cruzada com Ang-(1-9) e 100% de reatividade cruzada com
angio-(2-8), angio-(3-8) e angio-(4-8).

d) Ang Il radioiodada (**I Ang Il): marcada, purificada e diluida em tampao do
ensaio para concentracio final de 6.000 cpm para cada 0,1 mL.

e) Curva-padrao: as concentragdes dos padrdes utilizados foram de 80, 40,
20, 10, 5 e 2,5 pg/0,2mL diluidos em tampéo Il, utilizando-se baldo
volumétrico, preparadas a partir de uma solugao estoque de 2 mg/mL.

f) Suspensdo de carvao: a separagao do peptideo ligado ao anticorpo do
peptideo livre foi feita pela adigdo de solugcédo de carvao ativado-dextran ao
final da incubagdo de 18-22 horas. O carvao ativado e o dextran foram
dissolvidos em tampao Tris, pH 7,4. A suspensao foi mantida sob agitacéo
constante, em banho de gelo por 1 hora antes do uso.

Cada ensaio realizado seguiu o seguinte protocolo:

TABELA 2 - Solugdes e volumes utilizados para radioimunoensaio (RIE) de
angiotensogénio Il (Ang Il)

Solugdes (pL) Total Branco PO Padrao Amostra
Tampao do ensaio 1.100 100 - - -
Tampéo Il 200 200 200 - 100
Pontos da curva - - - 200 -
Amostra - - - - 100
251 Ang Il 100 100 100 100 100
Anticorpo - - 100 100 100
Volume final 1400 400 400 400 400

125

PO: valor de referéncia. "I Ang Il: Ang Il radiodada.

ApOs a adigao das respectivas solugdes nos tubos, eles foram agitados em
vortex e incubados por 18-22 horas. Apds a incubagao foi adicionado 1 mL de

suspensao de carvdo em todos os tubos, exceto no tubo total, centrifugados a 4°C
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em 2.500 rpm por 20 min. Apds a centrifugacédo, o sobrenadante foi transferido

para um novo tubo e contado no contador gama.

3.6 Extracao de acido ribonucleico (RNA) e reagao em cadeia da polimerase
(PCR) em tempo real

3.6.1 Extracao de RNA total

A expressao do receptor Mas, ECA2 e ECA foi avaliada por PCR em tempo
real apds a extracdo de RNA-mensageiro (mMRNA).

Para a extracdo do RNA total o pellet das células da granulosa coletadas
foi ressuspenso em 1 mL de Trizol® (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA), utilizando-se o protocolo para o reagente Trizol®, sem modificagbes. Ao
término do protocolo, o RNA total era ressuspenso em 50 pL de agua
diethylpyrocarbonate (H,O DEPC), livre de ribonuclease (RNase) e
desoxirribonuclease (DNase) (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA)
para biologia molecular e quantificado no NanoDrop (Thermo Fisher Scientific,
Wilmington, Delaware, USA), utilizando aliquota de 2 pL. Com o objetivo de
eliminar uma possivel contaminagdo por acido desoxirribonucleico (DNA)
gendmico, as amostras de RNA foram tratadas com DNase | Amplification grade
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) e em seguida requantificadas

no NanoDrop.

3.6.2 Sintese do DNA complementar (cDNA) pela transcri¢do reversa (RT)

A sintese do cDNA foi feita a partir de 1 yg de RNA total em 50 pL de
volume da reacdo final (20 ng RNA/uL), utilizando oligonucleotideos
complementares reversos (antissenso) ao mRNA dos genes alvos (QUADRO 3).
O RNA foi inicialmente incubado a 70°C por 10 minutos juntamente com os
iniciadores reversos (25 pmols de cada), para o anelamento inicial dos primers
(QUADRO 3). Em seguida, foi incubado com a transcriptase reversa na presenca
do tampao RT (Cloreto de potassio (KCL) 50 mM, Tris-HCI 20 mM, pH 8,4), 4 uL
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de deoxyribonucleotide triphosphates (ANTP) mix (250 mM de cada), 40 U de
inibidor de RNase e agua livre de RNase para completar o volume final. A reacao
foi incubada (50 pyL) a 43°C por 1 hora, finalizada a 4°C e armazenada a -80°C
até o uso. Todos os reagentes foram provenientes da Invitrogen® (SuperScript®
lll First-Strand Synthesis System for RT-PCR).

3.6.3 Oligonucleotideos especificos

Os primers (oligonucleotideos) iniciadores designados para a transcricdo
reversa e PCR em tempo real foram estudados e selecionados com base na
andlise da sequéncia descrita no GeneBank, obtida no Blast’. As sequéncias
foram posteriormente analisadas no sife da empresa Integrated DNA
Technologies (IDT)°, que permitiu a elaboragéo dos primers para as regides-alvo
de cada gene, de acordo com as nossas especificagdes para as condi¢gdes de
cada primers.

Como gene de referéncia para corregdo da expressdo dos genes-alvo na
PCR em tempo real, foi utilizado o gene que codifica a proteina ribossomal S26.

Os primers foram sintetizados pela Invitrogen, recebidos liofilizados e, em
seguida, ressuspensos em H,O DEPC, livre de RNase e DNase (/nvitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA), para concentracdo final de 100 pmol/uL
(concentragao para estoque). Foram preparadas aliquotas de 1 pmol/yL
(concentragao de uso para a PCR em tempo real), no dia da PCR em tempo real.
Para o aliquotamento dos primers, foram empregadas ponteiras com barreira e
todo o manuseio foi realizado utilizando-se luvas e mascara. A localizacdo e

sequéncia dos oligonucleotideos sintetizados estdo apresentadas no QUADRO 3.

® http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/blast.cgi.
¢ http://www.idtdna.com.
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QUADRO 3 - Primers para reagao de reagao em cadeia da polimerase (PCR) em

tempo real

Fragmento GenBank

Primers Sequéncia de nucleotideos (nt) Tamanho| amplificado Acession
number

S26Hs 5-TGTGCTTCCCAAGCTGTATGTGAAG-3' | 24 nt NM_001029.3
(Senso) 75 pb
S26Hs 5-CGATTCCTGACTACTTTGCTGTGAA-3’ | 24 nt NM_001029.3
(antissenso)
rMASHs 5-TTCCGGATGAGAAGAAATCC-3’ 20 nt NM_002377.2
(senso) 129 pb
rMASHs 5-ATGGCCAGAAGAAAGCTCAT- 3 20 nt NM_002377.2
(antissenso)
ECA2Hs 5-CTGCTCATTTGCTTGGTGAT-3’ 20 nt NM_021804.2
(senso) 111 pb
ECA2Hs 5-GGTCCACCATTGCATCAGTA-3 20 nt NM_021804.2
(antissenso)
ECAHs 5- CACCACAGAGGCTATGCTA-3’ 19 nt NM_000789.3
(senso) 122 pb
ECAHSs 5- GCATCGACTTGTTCCAGAACTC-3 22 nt NM_000789.3
(antissenso)

3.6.4 Realizagao da PCR em tempo real

As amostras de cDNA resultantes da RT foram submetidas a PCR em
tempo real realizada no equipamento de sistema de PCR em tempo real ABI
PRISM® 7500 Sequence Detection System (Laboratorio de Reprodu¢do Humana
HC/UFMG), utilizando-se o Power SYBR Green® PCR Master Mix Kit (Invitrogen
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). As amostras foram aplicadas em placas
de 96 pocos (ABlI PRISM® 96-Well Optical Reaction Plate with Barcode,
Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), em duplicata, no volume final
de reacgdo de 20 yL. Em cada pogo foram pipetados 2 pyL (75 ng de cDNA total) de
amostra e adicionados posteriormente 18 uL do mix contendo 10 yL do Power
SYBR Green® PCR Master Mix Kit, 0,5 yL de cada primer (senso e antissenso)
(0,5 pmol/cada) e o volume final completado com H;O livre de Rnase e Dnase



44

(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). A placa foi selada com
adesivo optico (ABI PRISM® Optical Adhesive Covers, Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) e recebia um spin para trazer todo o volume
para o fundo do pog¢o. Em seguida, a placa era encaixada no equipamento de
PCR em tempo real para dar-se inicio a leitura. Durante todo o processo, luvas,
mascara e ponteiras com barreira foram utilizadas. As reagdes de PCR em tempo
real ocorreram no seguinte ciclo termal: [estagio 1] um ciclo de 52°C/2 min.;
[estagio 2] um ciclo a 95°C/10 min.; [estagio 3] 40 ciclos de 95°C/0,15 min. e
50°C/1 min. Ao término da ciclagem, foi realizada a curva de melting a 60°C por
um minuto, para a constru¢do da curva de dissociagdo, que tem por objetivo

determinar a especificidade dos fragmentos amplificados.

3.7 Dosagem de estradiol e progesterona no plasma

As dosagens de estradiol e progesterona foram realizadas nas amostras de
plasma pré-indugdo e pos-indugdo de todas as pacientes. O plasma congelado a
-80°C foi encaminhado ao laboratério de patologia Sdo Paulo, onde as amostras
foram identificadas, descongeladas, processadas e dosadas.

O método utilizado para dosagem de ambos os horménio foi a
quimioluminescéncia e o equipamento utilizado foi o COBAS 600/MODULO E-
601. Essa metodologia ja foi validada para estradiol e progesterona.

O método emprega um principio de teste competitivo usando um anticorpo
direcionado especificamente contra o 17p-estradiol ou progesterona. O
estradiol/progesterona  enddégenos compete com o derivado de
estradiol/progesterona adicionados, marcados com um complexo de ruténio, para
os locais de fixagdo no anticorpo biotinilado.

Principio do teste para dosagem de 17p-estradiol:

a) 12 incubagdo: 35 uL da amostra incubada com ainticorpo biotinilado
policlonal de coelho especifico antiestradiol, forma-se um imunocomplexo,

cuja quantidade depende da concentragao de analito na amostra.
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b) 2% incubagdo: incorporagdo das microparticulas revestidas de
estreptavidina e de um derivado do estradiol marcado com um complexo
de ruténio, formando-se complexo anticorpo-hapteno.

c) A mistura ent&do é aspirada para a célula de leitura onde as microparticulas
sédo fixadas magneticamente a superficie do eletrodo. Os elementos n&o
ligados sé&o removidos. A aplicagao de corrente elétrica no eletrodo induz a

emissdo quimioluminescente, que € medida por um fotomultiplicador.

Principio do teste para dosagem progesterona:

a) 1% incubagdo: 30 ulL da amostra, anticorpo biotinilado monoclonal
especifico antiprogesterona e um derivado da progesterona marcado com
complexo de ruténio, sdo incubados com danazol para liberacdo de
progesterona.

b) 2% incubagdo: incorporagdo das microparticulas revestidas de
estreptavidina, formando-se complexo anticorpo-hapteno.

c) A mistura entédo é aspirada para a célula de leitura onde as microparticulas
sédo fixadas magneticamente a superficie do eletrodo. Os elementos n&o
ligados sé&o removidos. A aplicagao de corrente elétrica no eletrodo induz a
emissdo quimioluminescente, que € medida por um fotomultiplicador.

d) Os resultados sdo determinados com base numa curva de calibragao
gerada especificamente pelo analisador, a partir da calibragdo de dois
pontos e de uma curva principal incluida no cédigo de barras do reagente.

3.8 Analise estatistica

3.8.1 Analise estatistica geral

A analise estatistica foi realizada no programa Prisma 6 para Mac OS,
versao 6.0 (2013). Foi realizado teste de normalidade de D'Agostino-Pearson
para todas as variaveis continuas analisadas. As de distribuicdo normal foram
descritas como média + desvio-padrdo e as de distribuigdo n&do normal foram

descritas em mediana e intervalo interquartil. Foram aplicados o teste t de
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Student e o teste U de Mann-Whitney para comparagédo de variaveis normais e
nao normais, respectivamente, entre dois grupos independentes. A comparagao
entre as dosagens de angiotensinas pré e pos-indugéo e no liquido folicular foi
feita pelo teste ndo paramétrico para trés amostras pareadas (analise de
variancia - ANOVA - de Friedman e teste de Dunn). As possiveis correlagdes
entre as diversas variaveis foram analisadas pelo coeficiente de Spearman para
variaveis ndo normais e pelo teste de Pearson para as variaveis de distribuicao
normal. As variaveis categodricas foram comparadas utilizando-se o qui-quadrado
ou o teste exato de Fisher, conforme indicado. Em todos os testes a significancia
estatistica foi estabelecida em 95% (p<0,05).

A amostra foi calculada com base na comparagdo entre dois grupos
independentes de mulheres: resposta normal vs baixa resposta. Calculou-se que,
para identificar uma diferenga de pelo menos 1,0 desvio-padrdo entre os
parametros quantitativos avaliados nos dois grupos, com poder estatistico de 80%
e nivel de confianga de 95%, seriam necessarios no minimo 16 pacientes por
grupo. Considerando que esses grupos ocorrem na proporgao aproximada de 4:1
na literatura em geral, para assegurar o numero minimo de individuos em todos

os grupos o estudo incluiu o total de 64 pacientes.

3.8.2 Analise estatistica para PCR

Para ajustar o controle interno, os resultados foram expressos como ACt,
que é o resultado da subtragdo do Ct dos genes-alvo (Mas, ECA2 e ECA) com o
Ct do gene de referéncia (S26-proteina ribossomal). A expressao génica relativa
foi calculada como fold change, definido pela formula 2°22°!, sendo AACt = ACt
médio do grupo de pacientes com baixa resposta — ACt médio do grupo de
pacientes com resposta normal. As analises foram realizadas tendo por base o
ACt, que é a fonte primaria da variagao'’”.

Para mais clareza, os graficos foram expressos como —ACT, o qual é

diretamente proporcional a expressao dos genes-alvo.



47

4 RESULTADOS

4.1 Analise do grupo total de pacientes

4.1.1 Andlise descritiva das caracteristicas demograficas, clinicas e dos
parametros da fertilizagao in vitro (FIV)

Foram analisados os dados de 64 pacientes. Estas tiveram média de idade
de 35 anos, sendo que 84,4% delas tinham diagndstico de infertilidade primaria e
15,6% secundaria, com tempo médio de infertilidade de sete anos. Na TAB. 3
pode-se ver a analise descritiva inicial das caracteristicas demograficas, clinicas e
parametros da FIV de todas as mulheres incluidas no estudo.

Quanto as caracteristicas do ciclo de FIV, foram puncionados, em média,
sete foliculos por paciente, sendo que o numero médio de odcitos maduros
coletados foi de 4,5 por paciente, com média de 1,7 embrido transferidos/
paciente. As pacientes tinham mediana da dosagem de FSH basal de terceiro dia
de 7,4 Ul/mL e contagem de foliculos antrais de 12 foliculos/paciente. A mediana
da dose de gonadotrofina utilizada por paciente para a hiperestimulagado ovariana
controlada foi de 2.063 Ul, com estradiol plasmatico pos-indugéo de 1.476 pg/mL,
sendo que a mediana do tempo de inducéao foi de 11 dias, variando de sete a 18
dias (TAB. 3).
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TABELA 3 - Caracteristicas demograficas, clinicas e parametros da fertilizagao in

vitro (FIV) do grupo total de pacientes (variaveis continuas)

Variaveis Média Mediana Min Max Distribuigao®
Idade 35anos 35 anos 25 anos 42 anos Normal
Tempo de infertilidade 8 anos 7 anos 2 anos 16 anos N&o normal
Numero de tentativas 1,5 1,0 1,0 4,0 N&o normal
IMC 24,8 24,3 18,0 30,4 Normal
FSH 3°dia 76 Ul/mL 74Ul/mL 3,5Ul/mL 17,5Ul/mL N&o normal
CFA 13 12 2 35 N&o normal
Dose FSH 2263 Ul 2063 Ul 1200 Ul 4500 Ul Nao normal
Tempo de indugao 11 dias 11 dias 7 dias 18 dias N&o normal
Estradiol plasma 1476,0 1344,0 715,0 2820,0

L ~ Normal
pos-indugéo pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
Progesterona plasma 12,5 12,8 4,3 21,7 Normal
pos-inducio ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL
N" de foliculos 7 7 2 20 Normal
puncionados
N° odcitos coletados 7,0 6,0 0,0 23,0 N&o normal
N° odcitos maduros 6,0 4,5 0,0 20,0 N&o normal
Tx Fertilizacao 70,2% 76,5% 0,0% 100,0% Nao normal
N°embrides 4,0 3,5 0,0 16,0 N&o normal
N"embrices 1,7 2,0 0,0 3,0 Normal
transferidos/pct
N"embrices 0,6 0,0 0,0 6,0 N&o normal

congelados/pct

Min: minimo; Max: maximo; IMC: indice de massa corporal; FSH: horménio foliculo estimulante;
CFA: contagem de foliculos antrais; N° numero; Tx: taxa; pct: paciente; Ul: unidades
internacionais. # Realizado teste de normalidade D’Agostino Pearson.

Entre as causas de infertilidade, o fator masculino isolado foi responsavel
por 40,6%, sendo que nas causas femininas o fator tubario foi o mais prevalente
(29,7%), seguido da endometriose (18,8%) (GRAF. 1).
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GRAFICO 1 - Distribuicéo das frequéncias das causas de infertilidade
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ESCA: esterilidade sem causa aparente; SOP: sindrome de ovarios policisticos.

A maioria da pacientes ndo apresentou qualquer comorbidade antes de
iniciar o tratamento, apenas 12 das 64 pacientes possuiam alguma comorbidade,
sendo que, entre estas, a disfungao tireoideana foi a mais prevalente (7,8%)
(GRAF. 2).

GRAFICO 2 - Distribuicdo das frequéncias dos tipos de
comorbidades apresentadas pelas

pacientes antes de iniciarem o tratamento

o,
3.1% 4 79,

®HAS

1,6% = Mioma
1,6%
® Disfungao
tireoideana
= DRGE
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HAS: hipertenséo arterial sistémica; DRGE: doenca do refluxo gastroesofagico.
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As pacientes foram submetidas a diferentes tipos de protocolo de indugéo
de acordo a indicag&o individual de cada caso, 62,5% utilizaram o protocolo longo
durante a indugado, 28,1% o protocolo curto tipo flare up e apenas 9,4% das
pacientes utilizaram o protocolo com antagonista do GnRH. O tipo de
gonadotrofina utilizado para indugdo também seguiu o protocolo do servigo, no
qual cada caso € individualizado. A maioria das pacientes (39,1%) utilizou
esquema misto de gonadotrofinas que associa o FSH recombinante (FSHr) com o
FSH/LH urinario altamente purificado (FSH/LHu). O FSHr foi utilizado em 37,5%
das pacientes e 23,4% delas utilizaram apenas FSH/LHu (TAB. 4).

A taxa global de gravidez por paciente foi de 23,4% (n=15) e a taxa de
gravidez por transferéncia de embrido fresco foi de 25%, ja que oito pacientes n&o
tiveram transferéncia de embrido fresco, sete por auséncia de embrides viaveis e
uma por risco de SHHO (TAB. 4).

TABELA 4 - Caracteristicas demograficas, clinicas e parametros da fertilizagao in
vitro (FIV) do grupo total de pacientes (variaveis categoricas)

Variaveis o,
Tipo infertilidade Primaria 84,4
Secundaria 15,6
Tabagismo Sim 0,0
N3o 100,0
Comorbidades Sim 18,7
N&o 81,3
Tipo de protocolo Longo 62,5
Flare up 28,1
Antagonista 9,4
Tipo de gonadotrofina FSHr 37,5
FSH/LHu 23,4
Misto 39,1
Taxa de gravidez por paciente 23,4
por TE 25,0
Qualidade embrionaria A 61,0
B 29,0
C 8,0
D 2,0

FSHr: FSH recombinante; FSH/Lhu: horménio luteinizante urinario; TE: transferéncia embrionaria.
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Foi realizada analise de correlacdo entre o numero de odcitos maduros
coletados e as demais variaveis continuas (clinicas, demograficas e parametros
da FIV) e foi encontrada correlagdo positiva com o numero de foliculos
puncionados (r=0,71; p<0,0001), com o numero de embrides transferidos (r=0,42;
p=0,0006), com a contagem de foliculos antrais (r=0,34; p=0,0063), com o
estradiol no plasma pos-indugéo (r=0,52; p<0,0001) e com a progesterona
plasmatica pés-indugéo (r=0,51; p<0,0001) (GRAF. 3 e 4).

GRAFICO 3 - Correlacdo entre o nimero de odcitos maduros coletados e nimero
de foliculos puncionados contagem de foliculos antrais e numero de

embrides transferidos
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GRAFICO 4 - Correlagdo entre o nimero de odcitos maduros coletados e o

estradiol e a progesterona no plasma pos-indugéo
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4.1.2 Analise das angiotensinas no plasma e liquido folicular

Considerando-se que o SRA sofre influéncia das gonadotrofinas em
diferentes espécies, avaliamos os valores de Ang-(1-7) e Ang Il no plasma das
pacientes colhidos antes da indugdo com gonadotrofina, apos a indugéo e no LF

obtido no dia da coleta ovular (TAB. 5).

TABELA 5 - Resultados do radioimunoensaio (RIE) para angiotensina 1-7 e
angiotensina Il nas 64 pacientes

- s Distibuicao
Variaveis Mediana Perggntll Per;gntll norma|a

Ang-(1-7) plasma 39,3 20,0 90,3 N&o
pré-inducao (pg/mL)

Ang-(1-7) plasma 160.9 1024 215.,0 N&o
pos-indugao (pg/mL)

Ang-(1-7) LF 169,9 129.3 214.0 N&o
(pg/mL)

Ang Il plasma 32,3 26,7 414 N&o
pré-indugao (pg/mL)

Ang Il plasma 103.2 94,7 132.2 N&o
pos-indugao (pg/mL)

Ang Il LF 205.7 199 4 403,7 N&o
(pg/mL)

Ang-(1-7): angiotensina (1-7); Ang II: angiotensina Il, LF:liquido folicular; a: realizado teste de
normalidade D'Agostino & Pearson.

Apoés estimulagdo com gonadotrofinas, houve aumento estatisticamente
significativo nos niveis plasmaticos de Ang-(1-7) e Ang Il, em relagdo ao nivel
plasmatico da mesma paciente antes da indugéo da ovulagdo (p<0,0001) (GRAF.
5).

Tendo-se que as gonadotrofinas, especialmente o FSH, agem nas células
da granulosa ovariana, também foram comparados os niveis de ambos os
peptideos no plasma e no LF para avaliar uma possivel origem ovariana dos
peptideos plasmaticos. N&o foi observada diferenga estatisticamente significativa
entre a dosagem de Ang-(1-7) no plasma pdés-indugdo em relagdo a dosagem no

LF (p=0,32). Entretanto, o valor da Ang Il no LF foi, em média, trés vezes maior
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qgue o valor encontrado no plasma pds-indugdo da mesma paciente, sendo essa
diferenca estatisticamente significativa (p<0,0001) (GRAF. 5). Além disso, ndo
houve correlacido entre os niveis plasmaticos de cada peptideo com os niveis no
LF, ou seja, a Ang-(1-7) no plasma pds-indugdo ndo se associou a Ang-(1-7) no

LF (r= -0,05; p=0,66), o mesmo ocorrendo com a Ang Il (r= 0,07; p=0,59) (GRAF.
6).

GRAFICO 5 - Comparagdo entre as dosagens de angiotensina (1-7) e
angiotensina Il no plasma pré-indugdo x pos-indugédo x
liquido folicular (LF)
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Realizado teste de ANOVA Friedman e teste de Dunn. *plasma pré x pés-inducgao , p< 0,05; #
plasma pds-indugéo x LF, p<0,05. Ang-(1-7): angiotensina 1-7; Ang ll: angiotensina II.

GRAFICO 6 - Correlacéo entre a dosagem no plasma pés-indugao e no liquido

folicular (LF) de angiotensina 1-7 (A) e de angiotensina Il
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A: (p=0,66); B: (p=0,59). Ang-(1-7): angiotensina 1-7; Ang Il: angiotensina II.
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Ja que a principal via de fomagado da Ang-(1-7) parece ser a partir da
clivagem da Ang Il pela ECA2, avaliou-se a correlagdo entre esses dois peptideos
nos diferentes compartimentos avaliados, plasma e LF, e encontrou-se correlagéo
positiva entre a Ang-(1-7) e Ang Il no plasma poés-indugéo (r= 0,37, p<0,0001) e
no LF (r= 0,40; p=0,001) (GRAF. 7).

GRAFICO 7 - Correlag&o entre os niveis de angiotensina 1-7 e angiotensina Il no

plasma pos-inducéo (A) e no liquido folicular (B)
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A:(r=0,37; p<0,0001); B: (r=0,40; p=0,001). LF: liquido folicular, Ang-(1-7): angiotensina 1-7,
Ang II: angiotensina Il.

Considerando-se que o SRA pode desempenhar papel complementar as
gonadotrofinas no processo de foliculogénese e maturagdo oocitaria, foram
avaliadas as possiveis correlacdes entre os peptideos do SRA no plasma e no LF
com os parametros da FIV. Constatou-se correlagéo positiva entre a Ang-(1-7) no
LF e o numero de foliculos puncionados (r=0,25, p=0,049) e o percentual de
odcitos maduros coletados (r= 0,38, p=0,002) (GRAF. 8). Também se detectou
correlagao positiva entre a Ang Il no LF e a dosagem de estradiol no plasma pos-
indugado (r=0,31; p=0,014), o que nao foi observado com a Ang-(1-7) (r=0,03,
p=0,81) (GRAF. 9). As demais analises de correlagdes entre as caracteristicas

gerais analisadas e as angiotensinas nao foram estatisticamente significativas.
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GRAFICO 8 - Correlagdo entre a angiotensina 1-7 no liquido folicular (LF) com
o numero de foliculos puncionados (A) e o percentual de odcitos

maduros (B)
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A:(r=0,25; p=0,049); B: (r=0,38 p=0,002).

GRAFICO 9 - Correlagado entre a angiotensina Il no liquido
folicular (LF) com o nivel plasmatico de

estradiol pés-inducéao
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(r=0,31; p=0,014). Ang ll: angiotensina Il; LF: liquido folicular.

4.1.3 Analise de PCR em tempo real para receptor Mas, ECA e ECA2

Com o intuito de verificar se o receptor Mas e as enzimas ECA e ECAZ2,
importantes para o equilibrio dos eixos Ang II/ECA/AT1 e Ang-(1-7)/ECA2/Mas,
sdo expressos em células da granulosa ovariana em humanos, realizou-se PCR

em tempo real das amostras de células da granulosa de 62 pacientes. Foram
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perdidas duas pacientes por problemas técnicos no processamento das amostras.
Durante a realizacédo da PCR em tempo real para o rMas, duas amostras foram
excluidas por ndo terem apresentado amplificagdo adequada do gene de
referéncia S26. Para analise do rMas, foram entdo utilizadas amostras de 60
pacientes. Ja para ECA e ECA2, apenas 57 pacientes foram incluidas, pois cinco
haviam sido excuidas durante a realizacdo do PCR por problemas técnicos.

Os resultados de PCR em tempo real demonstraram-se homogéneos para

amplificacéo do gene de referéncia S26 (GRAF. 10).

GRAFICO 10 - Amplification plot, demonstrando homogeneidade na amplificaco

do S26 (gene de referéncia)
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As duplicatas das amostras foram concordantes e a curva de Melting
apresentou pico unico para cada gene-alvo, demonstrando a confiabilidade dos
resultados (GRAF. 11).
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GRAFICO 11 — Curvas de Melting com picos unicos, comprovando a

especificidade dos fragmentos amplificados

Melt Curve Neit Curve Melk Curve

- 1o We W | l ECA

As células da granulosa analisada apresentaram expressdo génica para
ECA, ECAZ2 e receptor Mas. A mediana do ACT (S26-gene-alvo) foi de 4,5 para o
rMas, 0,63 para ECA2 e 1,1 para ECA.

Baseado na hipétese de que o SRA atua de forma complementar as
gonadotrofinas durante a foliculogénese ovariana, realizou-se analise de
correlagao entre o numero de odcitos maduros e a expressédo génica para o rMas,
ECA2 e ECA. Apurou-se correlagao positiva apenas entre a expressao do rMas e
o numero de odcitos maduros coletados, porém essa correlacdo sO foi
estatisticamente significativa nas pacientes que tiveram mais de trés odcitos
maduros coletados. Os dados foram expressos como -ACT (CT Mas - CT S26)
(r=0,35; p= 0,02) (GRAF. 12).
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GRAFICO 12 - Correlagdo entre o nimero de odcitos

maduros e a expressao do receptor Mas
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Os dados foram expressos como —ACT (CT:S26-CT Receptor
Mas). (r=0,35, p=0,02)

Supondo que as enzimas ECA2 e ECA sao importantes para a formagao
das angiotensinas e que varias agdes da Ang-(1-7) sdo mediadas pelo receptor
Mas e com o intuito de avaliar o comportamento desses componentes durante o
processo de inducdo da ovulacdo, fizeram-se analises de correlagdo entre os
niveis plasmaticos e no LF da Ang-(1-7) e Ang Il, com os resultados de PCR.
Observou-se correlagéo positiva entre a expressdo da ECA2 (r=0,46; p=0,001) e
da ECA (r= 0,35; p=0,008) nas células da granulosa-luteinizadas com a
concentragdo plasmatica de Ang-(1-7) pds-indugdo (GRAF. 13). Além disso,
houve forte correlagdo entre as expressdes génicas de ECA e ECA2 nas CGLs
(GRAF. 14). A express&o do receptor Mas correlacionou-se positivamente com a
expresséo da ECA2 (r=0,38 e p=0,006) e ndao demonstrou associagdo com a ECA
(r=0,06, p=0,68) (GRAF. 15).



GRAFICO 13 - Correlacido entre expressao das enzimas ECA2 e ECA com a

concentragéo plasmatica de Ang-(1-7) pos-indugéo
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Dados expressos como —ACT (CT: S26 - CT gene alvo). A: (r= 0,46; p=0,001); B: (r=0,35,
p=0,008).

GRAFICO 14 - Correlacio entre expressdo das enzimas
ECA2 e ECA nas células da granulosa

humana luteinizadas
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(r=0,77, p<0,0001).
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GRAFICO 15 - Correlagéo entre a expresséo do receptor
Mas e a enzima ECA2 nas células da

granulosa humana luteinizadas
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(r= 0,38; p= 0,008).

4.2 Comparagao dos resultados entre os grupos de resposta normal e baixa
resposta

421 Comparagao das caracteristicas demograficas, clinicas e dos
parametros da FIV

Com o intuito de verificar se mulheres com diferentes respostas a indugao
se comportariam de forma diferente em relacdo as variaveis analisadas,
distribuiram-se as pacientes em dois grupos de acordo com o numero de odcitos
maduros coletados: um grupo chamado de baixa resposta (quatro ou menos
oocitos maduros coletados) e outro denominado resposta normal (mais de quatro
oocitos maduros coletados), nos quais foram incluidas 32 pacientes por grupo.

Os grupos foram estatisticamente semelhantes em relagdo a: idade, tempo
de infertilidade, numero de tentativas, tipo de infertilidade (primaria ou
secundaria), causas da infertilidade, comorbidades, tabagismo e uso de drogas e
o valor de FSH basal de terceiro dia. Houve pequena diferenca estatisticamente
significativa no IMC entre os grupos de resposta normal e baixa resposta (25,6 x

24 1; p=0,025), porém sem significado clinico. Conforme esperado, a contagem
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de foliculos antrais foi estatisticamente maior no grupo de resposta normal (TAB.
6).

TABELA 6 - Comparacgao entre as caracteristicas demograficas e clinicas entre

0s grupos de resposta normal vs baixa resposta

Variaveis Resposta normal Baixa
(n=32) resposta (n=32) Valor P
|dade (anos) 35 (= 3) 35 (+ 4) 0,54°
Tempo de infertilidade (anos) 8 (x4) 8 (x4) 0,54°
Numero de tentativas 1(1-2) 1(1-2) 0,812
IMC 25,7 23,3 0.02°
(23,2 -27,7) (22,3 - 25,8) ’
FSH basal 3° dia 7,2 7,7 0.3
Ul/mL (5,5-8,2) (5,6 -8,9) ’
CFA 13 (9-18) 10 (8-15) 0,02°
Tipo de infertilidade
N (%) primaria 27 (84,4) 27 (84,4) 1,0°
secundaria 5 (15,6) 5 (15,6)
Causas da infertilidade
N (%) Tubaria 9(28,1) 10 (31,3) 1,0°
Masculina 13 (40,6) 13 (40,6) 1,0°
Endometriose 4 (12,5) 8 (25,0) 0,3°
ESCA 2( 6,3) 1(3,1) 1,0°
SOP 3(94) 0( 0,0) 0,2°
Outras 1(3,1) 0( 0,0) 1,0°
Tabagismo/uso drogas 10°
N (%) Sim 0 0 ’
Nao 32 32
Comorbidades
N (%) Sim 5(15,6) 7 (21,9) 0.75°
Nao 27 (84,4) 25 (78,1)
Tipos de comorbidades
N (%) HAS 1 (20) 1 (14,3) 1,0°
Mioma 2 (40) 1 (14,3) 1,0°
Disfungao tireoide 1 (20) 4 (57,1) 0,35°
DRGE 0 (0) 1 (14,3) 1,0°
Depresséo 1 (20) 0 ( 0,0 1,0°

Dados foram expressos em média (xDP) para variaveis de distribuicdo normal e mediana (p25-

p75) para variaveis de distribuigdo ndo normal. a-teste Mann-Whitney, b- teste T amostras
independentes, c-teste exato de Fisher. IMC: indice de massa corporal; CFA: contagem de
foliculos antrais; FSH: horménio foliculo-estimulante; ESCA: esterilidade sem causa aparente;
SOP: sindrome de ovarios policisticos; HAS: hipertensao arterial sistémica; DRGE:doenga do
refluxo gastroesofagico.
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Posto que o numero de odcitos maduros foi a variavel que definiu os dois
grupos, as diferengas encontradas em relagdo aos parametros do ciclo de FIV ja
eram esperadas (TAB. 7). As pacientes do grupo de resposta normal tiveram
mediana de 10 foliculos puncionados, com nove odcitos maduros coletados; e o
grupo de baixa resposta teve mediana de cinco foliculos puncionados, com
mediana de 2,0 odcitos maduros coletados (p<0,0001). A dose total de
gonadotrofinas utilizada para indugdo foi estatisticamente menor no grupo de
resposta normal (1.950 Ul x 2.212 Ul, p=0,041), entretanto, o tempo médio de
indugao foi o mesmo em ambos os grupos. O nivel de estradiol no plasma pos-
indugdo também foi mais alto no grupo de pacientes com resposta normal
(p<0,0001). Nao houve diferenga em relagdo ao tipo de protocolo utilizado
(p=0,09), nem o tipo de gonadotrofina usada para a indugdo da ovulagdo
(p=0,42).

O numero de embrides viaveis no segundo dia foi maior no grupo de
resposta normal (6,7 x 1,6, p<0,0001) e o numero de embrides frescos
transferidos por paciente também (2,0 x 1,0, p=0,0036). Porém, a taxa de
gravidez por paciente (25,0 x 21,9%, p=1,0) e a taxa de gravidez por transferéncia
de embrido fresco (24,2% x 27,0%, p=1,0) foi a mesma em ambos os grupos. A
qualidade dos embrides frescos transferidos foi melhor no grupo de resposta
normal, 81,2% embrides do tipo A (melhor qualidade) que no grupo de baixa
resposta — neste, apenas 31,1% dos embrides transferidos foram classificados
como tipo A (p<0,0001).
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TABELA 7 - Comparagado dos parametros da FIV entre os grupos de resposta

normal vs baixa resposta

Resposta

Baixa

Variaveis Normal (n=32) Resposta (n=32) Valor P
Dose de gonadotrofinas (Ul) 1950 (1800 — 2494) 2212 (1950-2681) 0,04
Tempo de inducgao (dias) 11 (10-12) 11 (10-12) 0,522
Estradiol plasma po6s-indugao 1344,0 746,3 <0.0001°
pg/mL (1018,0-1843,0) (523,1-746,3) ’
Progesterona plasma 12,8 (9,7-15,8) 5,0(3,0-11,3)  <0,00012
pos-indugdo ng/mL
N° de foliculos puncionados 10 (8-12) 5 (3-7) < 0,00012
N° odcitos coletados 10 (10-13) 2 (2-4) < 0,00012
N° Odcitos maduros coletados 9 (7-12) 2 (1-4) < 0,00012
Tx de fertilizacdo % 69.9 (+ 22.8) 70.5 (+ 37.5) 0,93°
N° de embrides viaveis/pct 6,7 (= 3.5) 1,6 (1,3) <0,0001b
glg[ de embriGes transferidos/ 2 (2-3) 1(1-2) 0,003°
Protocolo FIV
N(%) Longo 21 (65,6) 19 (59,4) 0.09°
Flare up 6 (18,8) 12 (37,5) ’
Antagonista 5(15,6) 1(3,1)
'I’\'ll(p?)z)de gonadotroll‘lsr;fIr 14 (43,8) 10 (31,2) d
ESH/LHU 8 (25,0) 7 (21,9) 0,42
Misto 10 (31,2) 15 (46,9)
Taxa gravidez
N (%) por pct 8 (25,0) 7 (21,9) 1,0°
por TE 7 (24,2) 7 (27,0)
Qualidade embrionaria )
N(%) A 52 (81,2) 14 (31,1) <0,0001°
B 11 (17,2) 21 (46,7)
C 1(1,6) 8(17,8) 0,0006%
D 0(0.0) 2(44)

Dados foram expressos em média (xDP) para variaveis de distribuicdo normal e mediana (p25-
p75) para variaveis de distribuicdo ndo normal. a-teste Mann-Whitney, b-teste T amostras
independentes, c-teste exato de Fisher, d- teste qui-quadrado. *teste realizado entre grupos de
qualidade A x (B+C+D); # teste realizado entre grupos (A+B) x (C+D). TE: Transferéncia de
embrido fresco; FSHr: FSH recombinante; FSH/Lhu: FSH/LH urinarios, Tx: taxa; pct: paciente.
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4.2.2 Comparagao dos niveis de Ang-(1-7) e Ang Il no plasma e liquido

folicular

Como o numero de foliculos puncionados foi diferente entre os grupos e
uma possivel fonte de produgdo das angiotensinas pode ser o foliculo ovariano
maduro. Por isso, compararam-se os niveis desses peptideos no plasma e no LF
entre as pacientes com resposta normal e baixa resposta (TAB. 8). Os niveis
foram semelhantes entre os grupos, com exceg¢do do nivel de Ang-(1-7) no
plasma pés-indugdo com gonadotrofinas, que foi estatisticamente maior no grupo
de resposta normal (GRAF. 16).

TABELA 8 - Comparagao entre as dosagens de angiotensina 1-7 e angiotensina

Il entre os grupos de resposta normal vs baixa resposta

Variaveis Resposta normal Baixa resposta Valor P
pg/mL (n=32) pg/mL (n=32)
Ang-(1-7) plasma

a
SrSinducdo (pg/mL) 48,6 (16,7-104,6) 38,2 (20,6-72,7) 0,839

Ang-(1-7) plasma

b
065, indusE0 (pg/mL) 172,2 (= 76,6) 139,0 (x 79,1) 0,047
Ang-(1-7) LF 173,6 (129,4-211,6)  157,1 (123,6-218,6)  0,721°
(pg/mL)

Ang Il plasma

a
oréinducao (pg/mL) 33,6 (26,8-43,3) 31,7 (26,2-41,4) 0,721

Ang Il plasma

a
568 indueao (pg/mL) 108,2 (97,7-141,6)  101,5(88,3-131,1) 0,223

Ang Il LF
(pg/mL)
Dados foram expressos em média (+DP) para variaveis de distribuicdo normal e mediana (p25-

p75) para variaveis de distribuicdo ndo normal. a-teste Mann-Whitney, b- Teste T amostras
independentes. Ang-(1-7): angiotensina 1-7; Ang ll: angiotensina Il, LF: liquido folicular.

302,5 (217,2-432,8)  276,1 (35,9-1222,4) 0,324°
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GRAFICO 16 - Comparagdo da angiotensina 1-7 (A) e angiotensina Il (B) no

plasma pos-indugdo entre os grupos de resposta normal x baixa

resposta
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A: valores expressos em media (+ SD) * Teste T para amostras independentes, p<0,05;
B: valores expressos em médiana (IQ 25-75)

Considerando que os dois grupos de pacientes sdo muitos diferentes em
relacdo aos parametros da FIV, fez-se também analise de correlacdo entre as
angiotensinas e os parametros da FIV em cada grupo separadamente, para
avaliar como o SRA se comporta em cada grupo.

No grupo de pacientes com baixa resposta, houve correlagdo negativa
entre a Ang-(1-7) no plasma poés-indugdo e o numero de oocitos maduros
coletados. Verificou-se, também, nesse grupo de pacientes correlagdo positiva
entre a Ang Il no LF e o numero de foliculos puncionados (GRAF. 17).
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GRAFICO 17 - Correlagéo entre angiotensina (1-7) no plasma pds-indugdo e

o numero de oocitos maduros coletados (A) e entre a

angiotensina Il no liquido folicular e numero de foliculos

puncionados (B) nos grupos de resposta normal vs baixa

resposta
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A: Resposta normal (r=-0,07; p=0,68) e baixa resposta (r= -0,40; p= 0,02); B: Resposta normal
(r= 0,10; p=0,57) e baixa resposta (r= 0,43; p=0,014). Ang-(1-7): angiotensina 1-7; Ang Il
angiotensina Il, LF: liquido folicular.

Ressaltou-se também correlagdo negativa entre a Ang-(1-7) e Ang Il no

plasma pés-indugdo com o numero de foliculos puncionados no grupo de

resposta normal, o que n&o foi observado no grupo de baixa resposta (GRAF. 18).

GRAFICO 18 - Correlagdo entre angiotensinas no plasma pés-indugéo e o

numero de foliculos puncionados nos grupos de resposta

normal e baixa resposta
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A: Ang-(1-7) resposta normal (r= -0,38; p=0,03) e baixa resposta (r= 0,01; p= 0,93). B: Ang Il
resposta normal (r=-0,51; p=0,002) e baixa resposta (r= 0,20; p= 0,28)
Ang-(1-7): angiotensina 1-7; Ang II: angiotensina Il.
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4.2.3 Comparacao da expressao génica a partir da PCR em tempo real para
receptor Mas, ECA e ECA2

Baseado em dados da literatura em animais, que sugerem aumento da
expressdo da ECA, ECA2 e rMAS apos a estimulagdo com gonadotrofinas, além
de sugerirem uma possivel relagdo entre as angiotensinas e o numero de odcitos
maduros em ratas, comparou-se a expressao génica da ECA, ECA2 e do receptor
Mas entre os grupos de resposta normal e baixa resposta. Obteve-se que o
receptor Mas teve menor expressdo génica no grupo de baixa resposta em
relagdo ao grupo de resposta normal, porém essa diferenga n&o foi
estatisticamente significativa (p=0,24) (GRAF 19).

GRAFICO 19 - Expressao génica do recpetor Mas, ECA2 e ECA nos grupos de

resposta normal vs baixa resposta
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Os dados foram expressos como fold change (2'n°t, AACt= ACt médio do grupo de paciente de
resposta baixa — Act médio do grupo de pacientes de resposta normal).

Observou-se também correlagdo negativa entre a expressdo do receptor
Mas e o numero de odcitos maduros coletados no grupo de pacientes com baixa
resposta (r= -0,61; p= 0,001). Isso ndo foi encontrado no grupo de pacientes com
resposta normal (r=0,08; p=0,63) (GRAF. 20).
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GRAFICO 20 - Correlagdo entre a expressdo do receptor Mas e o
numero de oocitos maduros coletados no grupo de

resposta normal e no grupo de baixa resposta
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Resposta normal (r=0,08; p=0,63); baixa resposta (r= -0,61; p=0,001).
Os dados foram expressos como -ACT (CT:S26-Ct rMas).

No grupo de resposta normal, a expressdo da enzima ECA2 apresentou
correlagdo negativa com o numero de odcitos maduros coletados (r= -0,40;
p=0,036) - o que nao foi percebido no grupo de pacientes com baixa resposta
(-0,20; p=0,30) (GRAF. 21).

GRAFICO 21 - Correlacdo entre a expressado da enzima ECA2 e
0 numero de odcitos maduros coletados no

grupo de resposta normal e no grupo de baixa
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Resposta normal (r=-0,40; p=0,036); baixa resposta (r=-0,20; p=0,30).
Os dados foram expressos como -ACT (CT:S26-Ct ECA2).
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Com o intuito de avaliar um possivel mecanismo de ativagdo em comum
das enzimas ECA e ECAZ2 no ovario humano, ja que se destacou forte correlagéo
entre a expressao génica de ambas apos estimulagdo ovariana, analisaram-se as
correlagdes dessas enzimas com o estradiol e progesterona no plasma pos-
inducdo. Houve correlacao positiva entre o estradiol plasmatico pds-indugdo com
a expressao da ECA2, mas apenas no grupo de pacientes de resposta normal (r=
0,45; p=0,017) (GRAF. 22).

GRAFICO 22 - Correlacio entre a expressdo da enzima ECA2 e
o estradiol no plasma pos-indugdo no grupo de
resposta normal e no grupo de baixa resposta
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Resposta normal (r=0,45; p=0,017); no grupo de baixa resposta (r=0,08; p=0,69)
Os dados foram expressos como -ACT (CT:S26-Ct ECA2).
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5 DISCUSSAO

A estimulacdo ovariana representa a pedra angular nos tratamentos de
infertilidade. O objetivo da estimulagdo € a obtengcdo de adequado numero de
oocitos maduros, gerando embrides de boa qualidade e culminando com a
gravidez e o bebé em casa. Entretanto, varias pacientes ndo respondem bem a
essa estimulagcdo. A resposta a indugcdo € uma caracteristica individual que
envolve multiplos fatores. O conhecimento desses fatores tem contribuido para
individualizagao e sucesso dos tratamentos.

Sabe-se que as gonadotrofinas exercem papel fundamental na ovulagéo,
porém varios peptideos ovarianos parecem também influenciar nesse processo,
incluindo as angiotensinas.

Nossa populacdo teve média de idade considerada avancada para as
técnicas de reprodugao assistida (TRA) - 35 anos -, além de longa duragao da
infertilidade, mediana de sete anos. Obteve-se também reduzido numero de
oocitos maduros coletados por paciente, mediana de 4,5 odcitos. Todos esses
fatores contribuem para o pior progndstico em relagdo as chances de sucesso da
FIV. Estudos revelam que o aumento no tempo da infertilidade, idade avancada
da mulher e menos de cinco odcitos maduros coletados tém impacto negativo nas

taxas de gravidez("®®"

. Estudos demonstraram que ha aumento nas taxas de
gravidez com elevagao progressiva do numero de odcitos coletados até o numero
de 15 odcitos. Acima disso essa correlagdo positiva ndo se mantém. O grupo de
pior progndstico € aquele que tem menos de cinco odcitos maduros coletados, o

(80-82) Outros autores encontraram

que foi observado no nosso grupo de pacientes
taxas de gravidez bem variavel quando estratificado por idade e numero de
oocitos coletados. Pacientes acima de 35 anos tiveram taxa de gravidez de 22%,
contra 36% em pacientes abaixo de 35 anos. Ja em relagdo ao numero de odcitos
coletados, os dados mostraram taxas de gravidez ainda mais discrepantes, 13%
no grupo com cinco ou menos oodcitos coletados e 37% quando mais de cinco
odcitos eram coletados®).

Esses dados sdo compativeis com a nossa taxa global de gravidez, que foi

de 23,4% por paciente. A mediana do tempo de infertilidade na nossa populagéo
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foi muito alta, devido ao tempo de espera das pacientes na fila para FIV em nosso
servico, que atende apenas pacientes do servigco publico de saude e cuja
demanda por FIV é representativa, pois € um dos poucos servicos no pais que
oferecem tratamento gratuito de alta complexidade para casais inférteis.

Dados do Society for Assisted Reproductive Technology (SART), que
engloba 90% das clinicas de reproducdo humana dos Estados Unidos da
América, no periodo de 2009 a 2011, revelam 28% de taxa de
gravidez/transferéncia de embrido fresco para mulheres entre 35 e 37 anos, com
baixa resposta ovariana. Nosso estudo encontrou taxa semelhante, 25% de
gravidez/transferéncia de embrido fresco.

Na populagdo estudada, o fator masculino isolado foi responsavel pela
maioria das indicacdes de infertilidade, sendo que entre as causas femininas o
fator tubario foi o mais prevalente. Dados da American Society of Reproductive
Medicine (ASRM) também relatam o fator masculino como a principal causa
isolada de infertilidade, seguido de causas mistas e diminuicdo da reserva
ovariana, dados nao avaliados por nés. No presente estudo, todas as pacientes
que tinham alguma causa de infertilidade feminina, tiveram essa causa
considerada como a principal, com a finalidade de avaliar possiveis doencas
femininas que pudessem interferir nas produgdes de peptideos e hormdnios
ovarianos.

Todas as outras caracteristicas das pacientes avaliadas correspondem ao
encontrado na literatura para pacientes na mesma faixa etaria. O valor do FSH de
7,45 Ul/mL e a CFA com mediana de 12 foliculos por pacientes sdo compativeis
com o numero de odcitos coletados nesta pesquisa. Encontrou-se correlagéo
positiva entre o numero de odcitos maduros coletados e a CFA, corroborando
dados da literatura, que indicam a CFA como o melhor preditor de resposta
ovariana a superestimulacéo, nas pacientes submetidas a FIV®* 2 Além disso,
também se observou correlagdo positiva entre 0 numero de foliculos puncionados
e de odécitos maduros coletados com os niveis plasmaticos de estradiol e
progesterona pos-indugdo, o que reflete a origem folicular desses hormdnios
ovarianos.

Ao comparar os parametros da FIV nos grupos de resposta normal e baixa
resposta, constatou-se menor dose de gonadotrofina necessaria a indugédo no

grupo de resposta normal, com o mesmo tempo de indu¢do da ovulagdo. Além
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disso, esse grupo teve maior numero de odcitos maduros coletados e embrides
frescos transferidos. Entretanto, a taxa de fertilizagdo e a taxa de gravidez foram
semelhantes em ambos os grupos, significando que existem varios outros fatores
envolvidos no sucesso do tratamento, além da quantidade de odcitos coletados e
o numero de embrides transferidos. Como ja foi discutido anteriormente, a nossa
populagdo parece ter, em geral, pior prognostico em relagdo a gestagao e, por
isso, 0 grupo considerado por nés como resposta normal pode nado ter tido
resultados melhores que o grupo de baixa resposta.

Em relagdo ao SRA, varios autores ja demonstraram que seus diversos
peptideos estao presentes e funcionantes no ovario de diferentes espécies e que
sofrem influéncia das gonadotrofinas®®2®). Sabe-se também que a Ang Il e Ang-
(1-7) podem exercer agdes semelhantes, iguais ou opostas, dependendo do local
estudado®.

A presente investigacdo encontrou aumento concomitante dos nivéis
plasmaticos de Ang Il e Ang-(1-7) apos estimulo com gonadotrofinas em
humanos. A alta concentracdo de Ang-(1-7) encontrada no plasma e no LF das
pacientes apos a injecdo de hCG contribui para a hipétese de que o LH/hCG ativa
a produgao sistémica e ovariana desse peptideo, o que ja foi anteriormente citado
por outros autores em relacdo a Ang [1@" 37 %),

Ang-(1-7) em ovarios e sua distribuicdo de acordo com as fases do ciclo
estral ja foi detectada em ratas, sendo as maiores concentragdes nas fases pré e
pos-ovulatéria®®. Estudo anterior do nosso grupo ja tinha sugerido esse aumento
em humanos, porém nao havia comparado os niveis pré e pés-indugdo na mesma
paciente, nem havia registrado esse aumento concomitante da Ang 11®®. Essa foi
a primeira demonstragdo em humanos do aumento in vivo dos niveis plasmaticos
de Ang-(1-7) em relagdo aos niveis basais das pacientes, apos estimulacdo com
gonadotrofinas. Esse aumento foi estatisticamente significativo e de
aproximadamente quatro vezes o valor basal para Ang-(1-7) e trés vezes para
Ang Il

Uma possivel hipotese para o aumento dos niveis plasmaticos desses
peptideos apds a inducdo da ovulagado seria um aumento na producédo ovariana
de angiotensinas a partir da ativagdo do SRA local pelo FSH e/ou LH, seguida da
difusdo do peptideo do liquido folicular para o plasma, assim como acontece com

o estradiol, porém nosso estudo n&o confirmou essa hipotese. Os niveis
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plasmaticos de Ang-(1-7) pos-indugéo foram semelhantes aos encontrados no LF,
enquanto os valores de Ang Il no LF foram, em média, trés vezes mais altos que
os encontrados no plasma pds-indugdo, em concordancia com achados de outros
autores®” *®). Todavia, ndo encontramos uma correlagdo entre os valores de Ang-
(1-7) no plasma e no LF, o mesmo sendo observado para a Ang Il, sugerindo,
portanto, uma fonte extraovariana de secre¢do das angiotensinas no plasma pos-
inducdo. Nao sabemos ainda qual seria o mecanismo molecular de ativacao
sistémica do SRA durante o processo de inducdo da ovulacdo, podendo ser as
gonadotrofinas (FSH/LH) ou horménios e peptideos ovarianos, como estradiol,
progesterona ou inibinas, por exemplo.

As altas concentragbes de angio 1-7 e Ang Il no LF e a expressédo das
enzimas ECA2 e ECA nas células da granulosa humana luteinizadas, além da
auséncia de correlagdo entre os niveis plasmaticos e intraovarianos (LF) desses
peptideos encontrados nesta pesquisa, sugerem uma fonte intraovariana
independente de secrecdo desses peptideos. Alguns autores sugerem que o
foliculo ovariano maduro seja essa fonte independente de secregcédo de peptideos
do SRA®),

Encontrou-se nivel plasmatico de Ang-(1-7) maior no grupo de pacientes
com resposta normal que nas pacientes de baixa resposta, o que pode sinalizar
uma relagdo indireta com o maior numero de foliculos puncionados e elevado
numero de odcitos coletados nesse grupo. N&o se pode, porém, afirmar se o
aumento nos niveis intraovarianos desses peptideos apds a indugdo com
gonadotrofinas ocorre devido apenas ao aumento do numero de foliculos
recrutados e/ou aumento no numero de células da granulosa ou se ha mecanismo
de ativagdo do SRA ovariano e sistémico mediado pelas gonadotrofinas. O
aumento dos niveis plasmaticos das angiotensinas, sem correlagdo com os niveis
intrafoliculares, associado a alta concentracdo dos peptideos no liquido folicular,
no dia da coleta ovular, indica um mecanismo de ativagdo comum nos dois
compartimentos, provavelmente induzidos pelas gonadotrofinas.

A alta concentragdo de Ang-(1-7) no LF e a expressao de mRNA para o
receptor Mas e ECA2 nas células da granulosa, captadas em nossas pacientes,
comprovam o efeito paracrino do eixo Ang-(1-7)/Mas/ECA2 no tecido ovariano
humano, particulamente no foliculo pré-ovulatério, conforme mencionado

anteriormente®®?. Esse efeito ja foi enfatizado por outros autores em relagdo ao
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eixo Ang II/AT1/ECA®" *®)_Sabe-se que fatores do microambiente folicular podem
interferir na resposta ovariana a estimulacdo e o presente estudo acrescenta
evidéncias a literatura de que um dos fatores envolvidos pode ser o SRA e seus
dois eixos principais.

Verificou-se também correlag&o positiva entre a Ang-(1-7) e a Ang Il no LF
dessas pacientes, reafirmando a hipotese desses peptideos terem
comportamento semelhantes no ovario de diferentes espécies, inclusive em

humanos®® 36,

Isso levanta a posibilidade de existirem nessas pacientes
mecanismos ativadores comuns a ambos os eixos, Ang-(1-7)/Mas/ECA2 e Ang
[I/AT1/ECA, que parecem estar relacionados as gonadotrofinas. No entanto, essa
correlacdo também pode ocorrer apenas devido ao fato de a Ang-(1-7) ser um
produto da clivagem da Ang Il pela ECAZ2.

Em 2003, foi descrito pela primeira vez que a Ang-(1-7) estava presente
em ovarios de ratas e que seu nivel variava de acordo com a fase do ciclo®. Em
2009, estudo em ratas revelou que o eixo ECA2/Ang-(1-7)/Mas € regulado por
gonadotrofinas, pois o tratamento com eCG aumentou a expressao de Ang-(1-7),
ECA2 e Mas nas células teca-intersticiais®?. Esse dados s&o concordantes com
nosso trabalho, que também obteve aumento dos niveis plasmaticos da Ang-(1-7)
apo6s estimulagdo com hCG, além de comprovar pela primeira vez que as células
da granulosa humana luteinizadas expessam mRNA para Mas e ECA2. Portanto
alguns papéis do SRA na foliculogénese ovariana humana atribuidos
anteriormente a Ang |l podem ser, na verdade, devidos a Ang-(1-7).

O mecanismo fisiolégico do SRA envolve varios peptideos e receptores
que podem estar alterados em diferentes situacdes e doengas ovarianas. Sabe-se
que a sindrome de hiperestimulacdo ovariana esta relacionada a importante
vasodilatagdo arteriolar. Alguns autores informaram aumento da atividade
plasmatica da renina, em pacientes que desenvolveram SHHO. Parece que a
cascata do SRA pode estar implicada no processo de neovascularizagéo,
aumento da permeabilidade vascular e aumento da VEGF, podendo levar ao
aumento do volume ovariano e acumulo de liquido extracelular, que sao os pilares
da SHHO!"®%>:8% Qs estudos referiram niveis mais altos, de alguns peptideos do
SRA, no LF que no plasma, o que também observamos em relagdo Ang Il. Nesta
pesquisa demonstraram-se niveis plasmaticos de Ang-(1-7) bem elevados,
semelhantes aos valores encontrados no LF, sugerindo que o efeito sistémico
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vasodilatador do SRA pode estar relacionado aos efeitos da Ang-(1-7), que
poderia ser o principal peptideo responsavel pelo papel do SRA no
comprometimento sistémico em pacientes com SHHO.

Estudo em mulheres submetidas a FIV comparou a expressdo dos
receptores de Ang Il em mulheres com baixa reserva ovariana e endometriose
com mulheres sem fator ovariano. Baixa expressao desses receptores foi
associada a alta dose de gonadotrofina para estimulagdo ovariana em mulheres
ma respondedoras. Além disso, apuraram correlagdo negativa entre a expressao
de AT2 e o nimero de odcitos maduros coletados®*.

Houve correlacado positiva entre a expressao do receptor Mas e o numero
de odcitos maduros coletados, estatisticamente significativa apenas em pacientes
que tiveram mais de trés oocitos coletados. Entretanto, no grupo de ma
respondedoras, existiu correlagdo negativa entre essas duas variaveis, ou seja,
quanto maior a expressao do Mas, menor o numero de odcitos maduros
coletados. Isso pode significar perturbacdo no mecanismo de foliculogénese
nesse grupo de pacientes, que possui reserva ovariana gravemente
comprometida, e o aumento da expressdao do receptor Mas pode ser um
mecanismo de tentativa de compensag&o do organismo.

Além disso, nossa pesquisa identificou correlacdo positiva entre a
concentracdo de Ang-(1-7) no LF e o numero de foliculos puncionados. Isso pode
sugerir que o foliculo ovariano maduro seja a fonte de produgédo desse peptideo
ou que a Ang-(1-7) possa agir como um facilitador no processo de estimulagéo
ovariana, potencializando o efeito estimulatorio do FSH. Esse efeito parece ser
importante principalmente no processo de maturagdo oocitaria, pois alta
concentracdo de angio 1-7 no LF correlacionou-se positivamente com alto
percentual de oocitos maduros coletados. Essa correlagéo, porém, ndo existiu
com a Ang I, sugerindo que o peptideo envolvido no processo de maturagéo
oocitaria em humanos seja a Ang-(1-7), o que ja foi preconizado por estudo em
ratas®?.

Além disso, obteve-se maior concentracdo de Ang-(1-7) no soro pos-
inducédo e maior expressao do receptor Mas nas pacientes que tiveram reduzido
numero de oocitos maduros coletados. Novamente isso vem sinalizar um
mecanismo de compensagdo do organismo, tentando aumentar a produgao de

Ang-(1-7) e seu receptor, para potencializar o processo de foliculogénese/
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maturagcdo oocitaria dessas pacientes. Esse fato também ¢é inferido pela
correlagdo negativa entre a enzima ECA2 e o numero de odcitos coletados no
grupo de resposta normal, ou seja, as pacientes que tiveram menos odcitos
tinham maior expressédo de ECA2, podendo sinalizar também uma tentativa de
aumento da produgédo de Ang-(1-7) nessas pacientes, como um mecanismo de
regulagéo local para tentar aumentar o recrutamento de odcitos.

Estudo sobre os mecanismos de acdo do SRA nos ovarios ainda sao
contraditorios. Alguns autores descreveram ativacdo do SRA apos tratamento
com hCG®. Em contraste, outros evidenciaram significativa diminuicdo da
expressdo da Ang Il apoés estimulo com hCG nas células da granulosa®,
enquanto Pereira et al. (2009) acharam aumento da Ang-(1-7) e da expressao do

%) Nosso trabalho

Mas apds estimulo com gonadotrofinas em ovarios de ratas!
demonstrou altas concentracbes de Ang-(1-7) e Ang Il no LF e no soro pos-
indugao, porém néo foi avaliada a expressédo do Mas, ECA e ECA2 nas células da
granulosa antes da estimulagdo. Portanto, pode-se afirmar que em humanos o
estimulo com gonadotrofinas aumenta a produgao sistémica de Ang-(1-7) e Ang
Il, podendo-se apenas sugerir, e n&o afirmar, que as gonadotrofinas estimulam a
expressao desses genes no foliculo ovariano pré-ovulatorio, particularmente nas
células da granulosa.

Encontrou-se correlagao positiva entre a expressao local de ECA e ECA2
e a concentragdo plasmatica de Ang-(1-7) pos-indugdo, o que indica que a
inducdo com gonadotrofinas também ativa o SRA sistemicamente, inclusive a
expressao dessas enzimas, ja que esse peptideo esta elevado de maneira similar
no plasma e no LF apds a indugao.

Outro dado interessante abordado na presente pesquisa foi a correlagao
fortemente positiva entre a expressdo da enzima ECA e ECAZ2, indicando um
mecanismo em comum da ativacdo da cascata de eventos que desencadeiam
expressdo desses dois genes. Sabe-se que as células da granulosa possuem
receptores para o FSH e que este ativa a producéao local de hormdnios esteroides,
particularmente o estrogénio. Logo, o mecanismo de ativagdo desses genes pode
ser o estimulo direto pelas gonadotrofinas, pode ser a ativagdo por horménios
esteroides ou pode ser um mecanismo de autorregulacdo do SRA, ja que foram
encontradas altas concentragdes de Ang-(1-7) e Ang Il no LF dessas pacientes.



77

A correlagdo positiva entre a expressdo da enzima ECA2 e do receptor
Mas nas células da granulosa luteinizadas, encontrada neste estudo, também
sinaliza que o eixo Ang-(1-7)/ECA2/Mas esta completamente ativado durante o
processo de inducdo da ovulagdo e que o mecanismo de ativagado da transcricao
génica dos componentes do SRA deve ser mediado pelas gonadotrofinas.

Ao avaliar a correlagédo do estradiol e progesterona com as angiotensinas,
as enzimas e o receptor Mas, constatou-se correlagdo positiva apenas entre a
Ang Il no LF e o estradiol plasmatico pds-indugéo, o que n&o foi encontrado em
relagdo a Ang-(1-7), sugerindo outro mecanismo de ativagcédo do eixo ECA2/Ang-
(1-7)/Mas, independente de estrogénio e progesterona. Pode ser que o FSH/hCG
ative algum mecanismo molecular para produgdo de angiotensinas,
independentemente dos horménios esteroides. No grupo de pacientes com
resposta normal, porém, a correlagao foi positiva entre o estradiol plasmatico pds-
indugdo e a expressao da enzima ECA2, ndo sendo isso observado nos demais
grupos analisados.

A ovulagao € um processo que culmina com a ruptura folicular e liberagcéo
do odcito maduro, ocorrendo basicamente como consequéncia do pico de LH. Os
fatores intrafoliculares que controlam esse processo n&do estdo totalmente
esclarecidos. O SRA parece participar desse processo, porém 0S mecanismos
envolvidos ainda sdo desconhecidos. Alguns experimentos sugerem interagéo
entre a Ang-(1-7) e o sistema prostaglandinas-bradicininas-oxido nitrico, sendo
que essa relagdo parece ser responsavel por variada gama de fungdes

fisiologicas®.
Varios autores ja demonstraram o papel da Ang Il na ovulagédo de ratas e
coelhas’® 7. Entretanto, o captopril ndo inibiu a ovulacdo em ratas em outro

estudo™®). A Ang-(1-7) pode exercer importante papel para esclarecer essas
discrepéncias de dados, pois mecanismos de regulagcdo e contrarregulagdo dos
dois eixos, angioll/AT1/ECA e Ang-(1-7)/MAS/ECA2, parecem estar ativos nos
ovarios. Conforme descrito anteriormente, observou-se correlagdo positiva entre
os niveis desses dois peptideos, tanto no LF como no plasma, mostrando que
eles parecem responder de forma sinérgica ao estimulo das gonadotrofinas,
podendo atuar de forma complementar no processo de ovulagdo/maturagéo

oocitaria em humanos.
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Esta investigacdo demonstrou pela primeira vez, in vivo, a presenga
completa do eixo ECA2/Mas/Ang-(1-7) em foliculos pré-ovulatérios humanos.
Esse eixo parece ser regulado pelas gonadotrofinas, devendo desempenhar papel
na foliculogénese, maturacédo e ovulagdo ovariana. Sabe-se que a Ang-(1-7)
estimula a producado de acido araquidénico, PG e NO em alguns tecidos e estes
estdo diretamente envolvidos no processo ovulatério. Dessa forma, efeitos
atribuidos a Ang Il durante a ovulagdo podem ser relacionados, pelo menos
parcialmente, a Ang-(1-7), como ja reportado anteriormente em bovinos®® ).

O real papel do SRA na fisiologia ovarina ainda precisa ser melhor
estudado. O tratamento oral com a Ang-(1-7) ja foi possibilitado por sua inclus&o
em ciclodextrina, ja que o seu uso in vivo era dificultado por sua meia-vida muito
curta. Futuros estudos com a administracdo desse peptideo podem esclarecer
duvidas a respeito do verdadeiro papel da Ang-(1-7) na ovulagao e, quem sabe,
inclusive, permitir o uso dessa substdncia oral como possivel tratamento
alternativo em pacientes resistentes as gonadotrofinas e naquelas com baixo

percentual de odcitos maduros coletados.
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6 CONCLUSOES

Durante o processo de indug¢do da ovulagao para a FIV, houve ativacédo do

SRA em todos os compartimentos avaliados, plasma e liquido folicular:

a)

b)

Ap6s a indugdo da ovulagdo com gonadotrofinas, houve aumento
importante nos niveis plasmaticos de Ang-(1-7) e Ang Il

A expressao das enzimas ECA2, ECA e o receptor Mas pelas células da
granulosa humana, associada a altos niveis de Ang-(1-7) e principalmente
Ang Il no LF indicam efeito paracrino do SRA nos foliculos ovarianos em
mulheres submetidas a FIV.

A correlacédo positiva entre a expressao das enzimas ECA e ECA 2 nas
células da granulosa humana luteinizada com os niveis plasmaticos da
Ang-(1-7) pos-inducdo sugere que o SRA esta concomitantemente ativado,
sistémica e localmente, durante o processo de indu¢ao da ovulagao. A forte
correlagao entre a expressao génica das enzimas ECA e ECA2 nas células
da granulosa acrescenta evidéncias da existéncia de um mecanismo
comum de ativagdo do SRA mediado pelas gonadotrofinas.

As correlagdes identificadas entre alguns componentes do SRA e os
parametros da FIV variaram entre os grupos de resposta normal e baixa
resposta, sugerindo um mecanismo de autorregulacdo desse sistema
durante a foliculogénese, dependendo da resposta ovariana de cada
paciente.
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APENDICES E ANEXO

Apéndice A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Avaliacao da expressao do eixo da angiotensina (1-7) em células da
granulosa humana e a sua participagao no processo de maturagao celular

|. INFORMACOES SOBRE A PESQUISA

Esta pesquisa visa ao estudo da fisiologia do tecido ovariano de mulheres
em idade reprodutiva. A pesquisa permitira compreender melhor as
caracteristicas moleculares do ovario de mulheres com ciclos ovulatérios ou com
auséncia de ovulagdo. Melhor compreenséao da fisiologia desse tecido ajudara no
entendimento do processo de maturacdo de odcitos, ovulacdo e producio
hormonal, bem como na melhoria do tratamento dos disturbios ovulatérios e da
infertilidade feminina. Nesta pesquisa serao utilizados somente materiais que
sao habitualmente desprezados durante o procedimento de coleta ovular e
fertilizagao in vitro.

[I. SIGILO DOS DADOS

Todos os seus dados serdo confidenciais, sua identidade n&o sera
revelada publicamente em hipdtese alguma e somente os pesquisadores
envolvidos neste projeto terdo acesso a essas informagdes que serdo utilizadas
somente para fins de pesquisa. Os dados podem ser usados para publicacdo em
revista cientifica, ficando o banco de dados original arquivado e disponivel para
consulta posterior.

lIl. BENEFICIOS DA PESQUISA

A pesquisa nao trara beneficio direto para as pessoas que dela
participarem. Porém, o conhecimento que for obtido por meio deste estudo podera
ajudar no tratamento de outros casais com infertilidade.

IV. RISCOS

O estudo n&o acrescenta qualquer risco as pacientes, uma vez que serao
utilizados somente materiais que sido habitualmente desprezados durante o
procedimento de coleta ovular e fertilizagao in vitro. Nao sera realizado qualquer
tipo de manipulacdo, experimento ou intervencgéo direta com o paciente, exceto a
coleta de uma unica amostra de sangue periférico (5 mL, volume equivalente a
uma colher de sopa), através da pung&o venosa realizada de rotina para indugao
da anestesia.

V. RESSARCIMENTO DAS DESPESAS

Nao esta prevista qualquer forma de remuneragcdo para as voluntarias.
Todas as despesas especificas relacionadas ao estudo sao de responsabilidade
do Laboratério de Reproducdo Humana da Universidade Federal de Minas
Gerais. O estudo nao acarretara qualquer despesa extra as voluntarias.
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VI. DEMAIS ESCLARECIMENTOS
Vocé dispde de total liberdade para esclarecer qualquer duvida que possa
surgir durante a pesquisa. Vocé podera recusar-se a participar deste estudo e/ou
abandona-lo a qualquer momento, sem precisar se justificar. A aceitagdo ou n&o
da participacdo neste estudo nao influenciara no seu tratamento. Os odcitos
maduros coletados serdo TODOS utilizados para o tratamento da paciente nao
sofrerdo intervencgéo referente a pesquisa.

VIl. TERMO DE CONSENTIMENTO

Eu, ,
voluntariamente, concordo que parte do material biolégico (liquido folicular,
células da granulosa e odcitos IMATUROS) proveniente da minha coleta ovular
seja utilizada para fins de pesquisa cientifica no Laboratorio de Reprodugéo
Humana da Universidade Federal de Minas Gerais. Estou ciente do exposto
acima e, ainda, de que esta pesquisa nao trara qualquer prejuizo a minha saude.

Belo Horizonte, ................ o [T (o [T

Assinatura do voluntario:

Ines Katerina Damasceno Cavallo Cruzeiro (pesquisadora)
Telefone: 3409-9264

Fernando Marcos dos Reis (pesquisador principal)
Telefone: 3409-9264

Se tiver qualquer duvida sobre o estudo, contatar os pesquisadores no
Laboratério de Reprodu¢do Humana do Hospital das Clinicas da UFMG: Av. Prof
Alfredo Balena, n° 110, 9° andar, ala norte, Santa Efigénia, Belo Horizonte-MG.
Fone 3409-9484 e/ou Comité de Etica em Pesquisa (COEP): Av Anténio Carlos,
6627 — Unidade Administrativa I, 2° andar, sala 2005 - Pampulha, Belo Horizonte-
MG. Fone: 3409-4592.
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AVALIAGCAO DO SISTEMA ANGIOTENSINA (1-7)/RECEPTOR MAS EM CELULAS DA
GRANULOSA HUMANAS E NO PROCESSO DE MATURAGAO OOCITARIA IN VITRO

NUMERO:
NOME:

PRONTUARIO:
IDADE:

ESPOSO:

IDADE:

TELEFONES:

CICLODE ( )FIV ( )ICsI
CAUSA

INFERTILIDADE HA

TRATAMENTOS ANTERIORES

DOENCAS

MEDICACOES

CIRURGIAS

TABAGISMO ETILISMO

DROGAS

IMC:

DUM: !/ /

CONTAGEM FOL OD:
ANTRAIS OE:

OD:
OE:

FSH:

MEDICACAO UTILIZADA:
- NOME:

- PROTOCOLO:

Analogo iniciado em:

Gonadotrofina iniciada em:

Numero total de ampolas:




COLETA OVULAR:

- NUMERO DE FOLICULOS ACIMA DE 16mm:

- NUMERO DE OVULOS MADUROS
- NUMERO DE OVULOS IMATUROS:

- EMBRIOES FERTILIZADOS:

- EMBRIOES TRANSFERIDOS:

- EMBRIOES CONGELADOS:

- OOCITOS MADUROS CONGELADOS:
- OOCITOS IMATUROS CONGELADOS:

90

DATA: RESULTADOS
COLETA OVULAR: No ovulos:
TRANSFERENCIA No embrioes:
HCG: () Positivo () Negativo
US OBSTETRICO ( )BCF positivo () BCF AUSENTE
DATA: Material Observacoes
Sangue periferico pre FIV:
I A
Coleta ovular:
| /| }sangue periferico:
Coleta ovular:
|/ / - Liquido folicular
Coleta ovular:
|/ / - celulas da granulosa
Oocitos imaturos congelados:
I A S
Sim () Nao ( )
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Tabela 1 - Correlagbes entre as diversas variaveis analisadas nas 64 pct

Dose %00 Tx No
FSH CFA Gn N°fol Oo mad mad fert emb
rMAS r=0,12 r=-0,01 r=-0,13 r=-0,22 r=-0,17 r=-0,12 r=-0,22 r=-0,21
Valor p 036 099 034 011 023 038 011 0413
ECA 2 =015 r=007 r=-004 r=014 r=-020 r=-0,02 r=-017 r=-019
Valor p 026 059 075 027 013 086 018 014
ECA =024 =007 r=-0,09 r=-012 r=011 r=-001 r=013 r=-004
Valor p 007 063 049 035 040 097 033 074
Angio1-7 14 021 =012 r=004 r=004 r=-014 r=0,01 r=0,01
plasma pré
Valor p 038 009 033 074 075 025 099 088
Angio1-7 445 =001 =040 r=0,02 r=0,08 r=-0,02 r=0,07 r=0,09
plasma pés
Valor p 085 092 042 088 054 088 056 047
fpgi“'-’ =020 r=0,05 r=-014 r=025 r=0,07 r=0,38 r=0,07 r=0,10
Valor p 009 067 020 004 058 001 057 030
Angll 442 120,02 =013 r=0,06 r=-0,05 r=-0,09 r=-0,08 r=-006
plasma pré
Valor p 033 08 028 064 068 046 051 061
Angll = 642 (=006 r=0,10 r=0,01 r=0,04 r=0,12 r=0,04 r=0,05
plasma pés
Valor p 033 059 044 094 072 031 095 070
fpg . 0,01 r=013 r=-031 r=024 =021 r=012 r=018 r=015
Valor p 098 030 001 005 009 034 016 022

rMas: receptor Mas. CFA: contagem de foliculos antrais; No Fol: nimero de foliculos
puncionados; Oo maduro: oécitos maduros; %00 mad: percentual de odcitos maduros;
Oo fertil: odcitos fertilizados; No de emb: no de embriGes vidveis. Gn: gonadotrofinas

Os resultados de PCR foram expressos como —ACT(CT:S26-gene alvo)
Em vermelho: p<0,05 Em verde:p< 0,1



Tabela 2 - Correlagbes entre angiotensinas nas 64 pacientes

Angio 1-7 Angio 1-7 Angio 1-7 Ang Il Ang Il Ang Il

plasma pré plasma pés LF plasma pré plasma pés LF
:‘I’;gm';ré X r=0,02  r=-0,14 =017  r=026  r=-0,21
Valor P X 0,85 0,27 0,19 0,04 0,10
‘:I’;gi“:l';és 10,02 X =006  r=001  r=0,37  r=0,02
Valor P 0,85 X 0,66 0,94 0,01 0,88
praied T mo14 r=0,05 X 0,01 r=0,12  r=0,40
Valor P 0,27 0,66 X 0,91 0,36 0,01
:‘I’;gr":a ore 017 r=001 =001 x =005  r=-0,06
Valor P 0,19 0,94 0,91 X 0,71 0,64
:‘I’;gr":a bos F026  r=037 =011  r=-046 X r=0,07
Valor P 0,04 0,01 0,36 0,72 X 0,58
profl =021  r=002  r=040  r=006  r=0,07 x
Valor P 0,10 0,88 0,01 0,64 0,59 X

Em vermelho: p<0,05 Em verde:p< 0,1
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Tabela 3- Correlagdes entre expressao de mRNA e as concentragdes de angiotensinas nas

64 pacientes

Angio1-7 Angio 1-7

Angio

Ang i

Ang i

pIasr:na plas’ma 1-7 pIasr:na plas:ma Arlilg: . rMas ECA2 ECA
pré pos LF pré pos

rMas r=-0,22 r=0,24 r=0,07 r=0,39 =-0,06 r=0,31 r=0,38 r=0,06
ValorP 0,11 0,08 0,60 0,003 0,69 0,026 0,006 0,68
ECA2 r=-0,14 r=0,46 r=-0,08 r=-0,046 r=0,08 r=0,06 r=0,38 X r=0,77
ValorP 0,28 0,01 0,55 0,73 0,55 0,65 0,01 X <0,00
ECA r=-0,10 r=0,35 r=0,01 r=-0,21 r=0,02 0,05 r=0,06 r=0,77 X
ValorP 0,43 0,01 0,94 0,12 0,89 0,72 0,68  <0,00 X

Os resultados de PCR foram expressos como —ACT(CT:S26-gene alvo)
Em vermelho: p<0,05 Em verde:p< 0,1



Tabela 4- Correlagao das caraceristicas gerais analisadas no grupo de baixa resposta

Dose Tempo N° Oo %00 TX No

FSH CFA Gn Indugdo fol mad mad Fertii emb
rMAS r=0,30 r=-0,03 r=0,05 r=-0,49 r=-0,30 r=-0,55 r=-0,14 r=0,20 r=-0,26
Valor P 016 090 084 002 017 001 055 035 0,23
Eca 2 r=0,11 r=0,06 r=0,12 r=0,12 r=-0,04 r=-0,20 r=0,04 r=0,17 r=-0,14
Valor P 057 075 050 053 08 030 081 040 0,44
ECA r=-017 r=0,11 r=-0,07 r=0,25 r=0,02 r=-0,04 r=-0,10 r=0,20 r=-0,08
Valor P 037 058 071 019 093 084 060 035 0,68
slggm';ré (=-0,07 r=-0,05 r=-0,07 r=0,01 r=-0,03 r=0,02 r=-0,01 r=0,10 r=0,18
Valor P 069 079 068 097 086 093 095 060 0,32
:‘I’;gm';és r=0,01 r=0,16 0,18 r=-0,01 r=0,01 r=-0,40 r=-0,14 r=-0,11 r=-0,30
Valor P 095 038 031 09 093 002 044 053 0,09
fpgi“:’ r=-0,24 r=0,14 r=0,01 r=0,23 r=0,33 r=0,03 r=0,48 r=0,30 r=0,25
Valor P 0,47 046 095 021 007 085 001 009 016
:‘I’;gr":a ore =017 r=0,11 =018 r=-0,17 r=0,03 r=-0,17 r=-0,14 r=-0,40 r=-0,19
Valor P 035 057 032 030 08 036 046 003 0,29
‘;’;gr":a pos =007 1=-0,03 r=0,08 =020 =020 r=0,01 =021 r=-0,09 r=0,11
Valor P 069 083 065 025 028 098 025 061 0,54
profl r=-0,01 r=0,14 r=-0,08 r=-0,01 r=0,42 r=0,25 r=0,22 r=0,23 r=0,30
Valor P 099 042 067 096 001 017 021 020 0,09

CFA: contagem de foliculos antrais; N° Fol: nimero de foliculos puncionados;

0o mad: odécitos maduros; %00 mad: percentual de odcitos maduros; Tx fertil: Taxa de fertilizacdo;
No de emb: nimero de embrioes transferidos. Gn: gonadotrofinas

Os resultados de PCR foram expressos como —ACT(CT:S26-gene alvo)

Em vermelho: p<0,05 Em verde:p< 0,1
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Tabela 5 — Correlagao das angiotensinas no grupo de baixa resposta
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Angio 1-7 Angio 1-7 Angio 1-7 Ang Il Ang Il Ang Il

plasma pré plasma pés LF plasma pré plasma pés LF
:‘I’;gm';ré X =016  r=-001  r=018  r=031  r=-0,16
Valor P 0,37 0,99 0,31 0,08 0,37
:‘I’;gm';és r=-0,16 x =014 =004  r=0,16  r=0,03
Valor P 0,37 0,47 0,82 0,39 0.88
pngiel-7 =001  r=0,14 X =009 =036 =044
Valor P 0,99 0.47 0,62 0,04 0,01
:‘I’;gr":a bos 031 r=015 =036 r=018 X r=0,05
Valor P 0,08 0,39 0,04 0,31 0,77
profl =016  r=0,03  r=044  r=0,05  r=0,05 X
Valor P 0,37 0,88 0,01 0,79 0,77

Em vermelho: p<0,05; Em verde:p< 0,1

Tabela 6 — Correlagdes entre a expressdo de mRNA e as concentracdes de

angiotensinas no grupo de baixa resposta

Angio 1-7 Angio 1-7

Ang i

Ang i

pIasr:na plas’ma Anglig 1-7 pla3|:na plas:ma Ang i rMas ECA2 ECA
pré pos pré pos

rMas =046  r=029 r=-012 r=050 r=-0,32 r=023  x  r=0,36 627
Valor P 0,03 0,18 0,57 0,01 0,14 0,28 0,06 0,22
ECA 2 r=-0,32 r=0,76 r=-0,02 r=0,02 r=0,16 r=0,04 r=0,36 X r=0,71
Valor P 0,09 <0,00 0,90 0,92 0,40 0,83 0,56 <0,00
ECA r=-0,07 r=0,53 r=0,03 =-0,37 r=-0,0 r=-0,04 627 r=0,71 X
Valor P 0,73 0,01 0,86 0,05 >0,99 0,85 0,22 <0,00

Os resultados de PCR foram expressos como —ACT(CT:S26-gene alvo)
Em vermelho: p<0,05 Em verde:p< 0,1



Tabela 7 — Correlagao dos parametros da FIV e o SRA no grupo de resposta

normal

Dose Tempo N° Oo %00 Tx N°

FSH CFA "Gh Induga fol mad mad Fertil emb
rMAS r=-0,08 r=0,14 r=-0,28 r=-0,37 r=-0,15r=-0,14r=-0,14 r=-0,35 r=-0,20
Valor P 065 046 0,13 0,04 044 047 045 0,056 0,29

_ _ _ _ _ _ r=r- r=r- _
ECA 2 r=-0,5 r=0,12 r=-0,17 r=-0,22 r=-0,11r=-0,40 007 0,08 r=-0,26
Valor P 0,01 051 0,38 025 056 004 069 068 0,18
ECA r=-0,38 r=0,05 r=-0,13 r=-0,16 r=-0,20 r=-0,27 r=0,12 r=0,10 r=0,15
Valor P 0,04 080 052 039 0,30 0,15 0,552 062 042
ANgiol-7 019 r=0,40 r=-0,17 r=0,06 r=0,13 r=0,07 r=-0,32r=-0,14 "
plasma pré 0,106
Valor P 029 0,02 0,34 075 048 068 0,07 044 0,56
Angio1-7 _ _ _ _ _ _ _ _ _
plasma pés r=0,20 r=-0,23 r=0,21 r=0,06 r=-0,38 r=-0,07 r=0,15 r=0,04 r=0,15
Valor P 0,27 0,20 0,24 0,74 0,03 068 039 0,83 0,41
Angio1-7 _ _ _ _ _ _ _ _ _
LF r=-0,20 r=-0,03 r=-0,22 r=-0,27 r=0,18 r=0,08 r=0,31 r=0,03 r=-0,18
Valor P 0,27 0,86 0,21 0,13 031 065 0,07 0,85 0,30
Ang i _ _ _ _ _ _ — — —
Plasma pré r=0,07 r=-0,18 r=0,16 r=0,10 r=0,01 r=-0,19r=-0,03 r=0,03 r=0,08
Valor P 067 0,30 0,38 056 094 0,28 0,86 0,88 0,63
Ang i _ _ _ _ _ _ — — —
plasma pés r=0,43 r=-0,22 r=0,11 r=0,04 r=-0,51r=-0,27 r=0,06 r=-0,05 r=0,03
Valor P 0,01 0,22 0,53 0,81 0,01 0,12 0,72 0,76 0,87
fpg . r=0,02 r=0,10 r=-0,49 r=-0,62 r=0,10 r=0,17 r=0,05 r=-0,27 r=-0,38
Valor P 09 0,57 0,01 0,01 057 0,34 0,79 0,13 0,03

CFA: contagem de foliculos antrais; N° Fol: nimero de foliculos puncionados; Oo mad:
odcitos maduros; %00 mad: percentual de odcitos maduros; Tx fertil: Taxa de fertilizagao;
N° de emb: niimero de embrioes transferidos. Gn: gonadotrofinas. Os resultados de PCR
foram expressos como —ACT(CT:S26-gene alvo). Em vermelho: p<0,05 Em verde:p< 0,1
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Tabela 8 — Correlagdes entre as angiotensinas no grupo de resposta normal

Angio1-7 Angio1-7 Angio1-7 Ang Il Angioll Ang Il

plasma pré plasma pés LF plasma pré plasma pés LF
:‘I’;gﬁ;;’ré X =013 =033 =018  r=0,13  r=-0,31
Valor P 0,47 0,06 0,32 0,47 0,08
‘:I’;gi“:;gés r=0,13 X =015 =002  r=0,55  r=-0,03
Valor P 0,48 0,42 0,89 0,01 0,87
f‘:gm T =033 =014 X r=0,11 r=-0,14 r=0,38
Valor P 0,06 0,42 0,53 0,44 0,03
:‘I’;gr":a ore 018 r=002 =011 X r=0,08  r=-0,12
Valor P 0,32 0,89 0,52 0,65 0,49
:‘I’;gr":a oo F003  r=054  r=014  r=008 X r=0,04
Valor P 0,87 0,01 0,44 0,65 0,83
profl =031  r=003 =038  r=012  r=0,04 X
Valor P 0,08 0,87 0,03 0,49 0,83

Em vermelho: p<0,05. Em verde:p< 0,1

Tabela 9- Correlacdes entre a expressao de mRNA e as concentragdes de

angiotensinas no grupo de resposta normal

Angio 1-7 Angio 1-7 ‘a4 Ang Il
plasma plasma Angio 1-7 Angll . plasma Ang Il rMas ECA2 ECA
. . LF plasma pré . LF
pré pos pos

rMAS r=0,06 r=0,29 r=0,19 r=r0,26 r=0,13 r=0,34 xr r=0,54 r=0,36

ValorP 0,74 0,12 0,31 0,17 0,48 0,07 X 0,01 0,07
ECA2 r=0,02 r=0,24 r=-0,05 r=-0,08 r=0,01 r=0,09 r=0,54 x r=0,81
ValorP 0,92 0,21 0,80 0,67 0,99 0,63 0,01 X <0,01
ECA r=-0,13 r=0,27 r=0,01 r=-0,05 r=0,69 r=0,12 r=0,36 r=0,81 X
ValorP 0,52 0,17 0,95 0,77 0,72 0,53 0,07 <0,01 X

Os resultados de PCR foram expressos como —ACT(CT:S26-gene alvo)
Em vermelho: p<0,05 Em verde:p< 0,1
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Anexo A - Carta de Aprovagao do COEP

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Projeto: CAAE - 0198.0.203.000-11

Interessado(a): Prof. Fernando Marcos dos Reis
Departamento de Ginecologia e Obstetricia
Faculdade de Medicina - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 13 de julho de 2011, apés atendidas as solicitagdes de diligéncia, o
projeto de pesquisa intitulado "Avaliagdo do sistema angiotensina (1-
7)Ireceptor mas em células da granulosa humanas e no processo
de maturagao oocitaria in vitro" bem como o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido.

O relatorio final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um

ano apos o inicio do projeto.

Profa. Maria Teresa Marques Amaral

Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 - BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - ¢-mail: coep@prpg.ufing.br
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Anexo B - Folha de Aprovagao

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
UEmG

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM SAUDE DA MULHER

FOLIIA DIE APROVAGAO

Avaliagdo do sistema angiotensina (1-7)/Receptor Mas/Eca 2 em células da
granulosa-luteinizadas de mulheres infertéis e no processo de indugio da

ovulag@o para fertilizagéoin vitro

INES KATERINA DAMASCENO CAVALLO CRUZEIRO

Tese submetida a Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de
Pés-Graduagdo em SAUDE DA MULIHER, como requisito para obten¢do do grau de Doutor
em SAUDE DA MULHER, drea de concentragio PATOLOGIA GINECOLOGICA E

REPRODUGCAO.

Aprovada em 17 de dezembro de 2013, pela banca constituida pelos\ membros:

—

Prof. Fernando Marcos dos Reis - Orientador
UFMG

Prof. Robs%
Universidade F erald\Kina Geraig (UFMG)

rof(a). Ana Cristina Simdes Sllé:
FMG

Prof. Rui Alberto Ferriani
usp

Prof. Jodo Sab e da Cunha Filho
Universidade Fedefal-do i

o Grandg do Sul (UFRGS)
) e X e
/' /’g‘ of. Arf)ﬁo Femana Camargos o>
! UFMG

Belo F Jorizonte, 17



