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RESUMO

As mulheres durante a menopausa tém maior predisposicdo a desenvolver problemas
respiratorios devido as oscilagbes hormonais que diminuem a expressdo dos receptores de
estradiol. Objetivou-se analisar as caracteristicas histologicas de ratas Wistar submetidas a
ovariectomia através de histomorfometria. Os animais com 60 dias de idade foram divididos
em grupo GI (ratas sham-ovariectomizadas) e grupo Gll que foi submetido ao procedimento
cirurgico com a retirada dos ovarios (ratas ovariectomizadas). Decorrido o periodo de 3 meses,
6 meses e 1 ano, os animais foram anestesiados e eutanasiados por perfusdo intracardiaca. O
lobo superior do pulmao direito de cada animal foi removido e fixado em formaldeido a 10%
neutro tamponado por um periodo de 48 horas e assim, seguindo processamento histologico de
rotina. O 6rgdo foi incluido em blocos de parafina para ser realizado cortes de 4 pm, os quais
foram coradas em hematoxilina e eosina (H.E.). Por meio de uma camera de alta resolucéo
adaptada ao microscopio de luz, foram obtidas 20 fotomicrografias de cada lamina no aumento
final de 100x e com o auxilio do programa imageJ foi realizada a andlise histomorfométrica.
Os resultados foram submetidas ao teste U de Mann-Whitney para verificacdo das possiveis
diferencas entre os grupos, sendo adotado nivel de significancia de 5% ou < 0,05. Observou-se
diminuicdo percentual da &rea ocupada pelo bronquiolos terminais aos 3 meses (Gl 10,14%;
Gl 8,31%; p= 0,003), 6 meses (Gl 17,99%; Gl 13,24%; p=0,002) e 1 ano ( Gl 17,30%; GlI
14,07%; p= 0,002), aumento percentual da area alveolar aos 6 meses (Gl 65,18%; Gl 71,13%;
p= 0,004)e 1 ano(Gl 59,38%; Gll 65,57%; p=0,005), diminuicio da area alveolar (um?)aos 3
meses (Gl 26,17+ 22,92; Gll 21,58 £15,29; p=0,001), e aos 6 meses ha um aumento tanto do
perimetro(um) (Gl 2,31+1,15; Gl 2,50+1,37; p=0,001) quanto da area alveolar (um?) (GI19,44
+16,12; GII 37,19 £32,40; p= 0,001), também foi observado diminuicdo da area ocupada pelas
fibras (Gl 0,86%; GII 0,09%; p=0,003), e aumento da area dos vasos sanguineos (Gl 0,58%;
Gll 1,57%; p=0,002) com 1 ano. Infere-se que a cessacdo dos horménios ovarianos causa
alteracdes nas estruturas do parénquima e do estroma pulmonar que podem comprometer a

mecanica ventilatoria.

Palavras-chave: Pulmdo. Hormonio. Menopausa.



ABSTRACT

Women during menopause are more likely to develop respiratory problems due to hormonal
oscillations that decrease the expression of estradiol receptors. Aimed at analyzing the
histological characteristics of Wistar rats submitted to ovariectomy through histomorphometry.
48 Wistar lineage rats were used. The 60-day-old animals were divided into the Gl group (sham-
ovariectomized rats) and the GII group who underwent surgical removal of the ovary
(ovariectomized rats). After the period of 3 months, 6 months and 1 year, the animals were
anesthetized and euthanized by intracardiac perfusion. The upper lobe of the right lung of each
animal was removed and fixed in neutral buffered 10% formaldehyde for a period of 48 hours
and thus following routine histological processing. The organ was included in paraffin blocks
to be cut 4 um, which were stained in hematoxylin and eosin (H.E.). By means of a high
resolution camera adapted to the light microscope, 20 photomicrographs of each slide were
obtained in the final magnification of 100x and with the help of the imageJ program the
histomorphometric analysis was performed. The results were submitted to the Mann-Whitney
U test to verify the possible differences between the groups, with a significance level of 5% or
<0.05. Percentage decrease of the area occupied by terminal bronchioles at 3 months (Gl
10,14%; GlI 8,31%; p= 0,003), 6 months (Gl 17,99%; Gll 13,24%; p=0,002) and 1 year ( Gl
17,30%; Gl 14,07%; p= 0,002), percentage increase of alveolar area at 6 months (Gl 65,18%;
Gl 71,13%; p= 0,004) and 1 year (Gl 59,38%; Gl 65,57%; p=0,005), decreased alveolar area
(um2) at 3 months (Gl 26,17+ 22,92; GlI 21,58 £15,29; p=0,001) and at 6 months there is an
increase in both the perimeter (um), (GI 2,31+1,15; Gll 2,50+1,37; p=0,001) and alveolar area
(um?) (G119,44 +16,12; GllI 37,19 +32,40; p= 0,001), also observed a decrease in the area
occupied by the fibers fibras (Gl 0,86%; Gl 0,09%; p=0,003), and increased blood vessel area
(Gl 0,58%; GII 1,57%; p=0,002), with year time. It is Infers that the cessation of ovarian
hormones causes changes in the structures of the parenchyma and pulmonary stroma that may

compromise ventilatory mechanics.

Keywords: Lung. Hormone. Menopause.
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1 INTRODUCAO

O processo de transicdo demogréafica que vem acontecendo nos ultimos anos esta
transformando o perfil epidemioldgico do pais, a populacdo com mais de 60 anos cresceu
consideravelmente nas Gltimas trés décadas, passando de 7,3 milhdes para 14,5 milhdes.
Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), estima-se que, até 2025, o Brasil alcance a
posicdo do sexto pais no mundo em numero de idosos (WHO, 2005; MEDEIROS; MORAIS,
2015). No senso de 2012 realizado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE)
mostra que a populagédo feminina tem uma maior perspectiva de vida que os homens, sendo as
mulheres com a expectativa de 78,3 anos, enquanto os dos homens é de 71 anos (GONCALVES
etal., 2016).

O envelhecimento € um processo acompanhado por uma série de mudancgas fisicas,
fisioldgicas e psicoldgicas, alem de ser caracterizado pelo declinio de diferentes funcdes
motoras, cognitivas e enddcrinas. Com o aumento da expectativa de vida, as mulheres passaram
a viver cerca de um terco de suas vidas no climatério, periodo que corresponde ao declinio da
funcdo ovariana. O hipoestrogenismo resultante desta fase predispdem as mulheres a
desenvolverem inimeras doencas ndo transmissiveis, incluindo doencas cardiacas, acidente
vascular cerebral, cancer e doencas respiratdrias cronicas (JIA; DAHLMAN-WRIGHT;
GUSTAFSSON, 2015).

Tém sido amplamente demonstrado que os horménios ovarianos exercem varias acoes
ndo reprodutivas em multiplos sistemas fisiologicos, incluindo o 6sseo, 0 sistema nervoso
central, o sistema imune, o sistema cardiovascular e o sistema respiratorio, A descoberta de
receptores estrogénicos (ERa, ERB, ERX e ER de membrana) demonstra que os estrogenos
possuem varios e diferentes mecanismos de ac¢Ges. Portanto, a auséncia desse horménio pode
ocasionar diversos efeitos deletérios em diferentes tecidos-alvos (GOMEZ; PLACKETT,;
KOVACS, 2007; SILVA, 2016; LAZZARETTI et al., 2010).

Mulheres adultas com ciclo reprodutivo normal secretam pelos ovarios hormonios
esteroidais como 0s estrogénios e progesteronas. A funcdo ovariana é regulada pelo eixo
hipotalamo-hipofisario-ovariano. A partir de um neuro-hormonio elaborado no hipotalamo — o
horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH), a hipdfise secreta os horménios foliculo
estimulante (FSH) e luteinizante (LH). O FSH regula o crescimento folicular e a produgéo
crescente de estradiol pelas células da granulosa e o LH é responsavel por aumentar a captacao
de colesterol e estimular as células intersticiais da teca dos foliculos ovarianos a secretar

androstenediona e testosterona. Ap6s a ovulacdo, FSH e principalmente LH agem nas células
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da camada granulosa e da teca do foliculo rompido aumentando a producéo de estradiol e, em
maior quantidade, de progesterona (IGNACIO et al., 2009; BORGES et al., 2015).

Entre as fases fisioldgicas da vida da mulher, destaca-se o climatério, refere-se ao ciclo
da vida da mulher em que abrange os periodos de pré- menopausa, menopausa e pos-
menopausa, corresponde a transicdo da fase reprodutiva para a ndo reprodutiva, ocorre
geralmente na faixa etaria de 45 a 65 anos. E caracterizado pela queda progressiva dos niveis
circulantes de estrogénio e interrupcao dos ciclos menstruais (menopausa), durante esse estagio
ocorrem diversas alteracdes fisicas, psiquicas e fisiopatologicas, decorrente as oscilacdes
hormonais que geram inumeros sintomas que interferem na qualidade de vida da mulher,
deixando-as vulnerdveis aos mais diversos agravos a saide (Carvalho et al., 2015; VALENCA
et al., 2010; LOPES et al.,2013)

A menopausa € um marco natural no processo de envelhecimento feminino tem inicio
a partir da data da ultima menstruacdo, consiste na interrupcdo permanente da menstruacgéo,
apos 12 meses de amenorreia, em média ocorre aos 51 anos de idade. Apesar de ser associada
a alteracBes de hormdnios hipotalamicos e hipofisarios que regulam o ciclo menstrual, a
menopausa ndo € um evento central, e sim uma insuficiéncia ovariana primaria (SELBAC et
al., 2018).

As modificagbes determinadas pelo envelhecimento afetam desde os mecanismos de
controle da funcdo pulmonar até as estruturas parenquimatosas, devido as alteracdes corporais
intrinsecas a este processo como a diminuicdo da estatura, da massa corporal e a substitui¢do
dos musculos por tecido adiposo e fraqueza muscular, acarretando alteragdes na mecanica
respiratéria (PEREIRA et al., 2018).



12

2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1- Estrégeno e seus Receptores

O estrogénio é um horménio esteroide pleiotropico que esta envolvido em inimeros
processos fisioldgicos, incluindo o desenvolvimento do sistema reprodutivo feminino,
regulacdo do metabolismo, a manutencao das caracteristicas sexuais secundarias. Além disso,
0 estrogénio participa do desenvolvimento e funcionamento do pulmé&o em homens e mulheres
por meio da ativacao de seus receptores, que sao amplamente expresso no epitélio pulmonar.
Sua ligacdo a esses receptores provoca uma sinalizacéo celular de carater genémico por meio
da transcricdto do RNAm ou por mecanismos de cascatas de reacbes citoplasmaticas
(RODRIGUEZ-LARA; HERNANDEZ-MARTINEZ; ARRIETA, 2018; ZHANG et al.,2009).

Os ovérios sdo a principal fonte de estrdgeno circulante. No entanto, existem muitos

tecidos que tém a capacidade de sintetizar estrogénios a partir de androgenos e usa-lo de forma
paracrina ou intracrina, por exemplo, o tecido adiposo pode contribuir significativamente com
a quantidade circulante de estrogénios, o encéfalo e as adrenais podem também sintetizar
pequenas quantidades. O principal produto secretério é o estradiol, sintetizado pelas células
granulosas, a partir de precursores androgénicos (androstenediona ou testosterona),
proporcionados pelas células da teca. O estrogeno mais potente de ocorréncia natural nos seres
humanos é o E-estradiol, seguido pelo estrona e pelo estriol. Cada uma de suas moléculas é um
esterdide de 18 carbonos contendo um anel fendlico A (anel aroméatico com um grupo hidroxil
no carbono 3) e um grupamento E-hidroxila ou cetona na posicdo 17 do anel D. (JUNIOR
GIMENES, 2013)
Os estrogenos apresentam-se sob trés formas diferentes: estrona (E1) mais importante apos a
menopausa quando € sintetizado no tecido adiposo a partir da desidroepiandrosterona (DHEA)
liberada pelas adrenais, 17 B-estradiol (E2) o esteroide mais potente sintetizado pelos ovarios,
e o estriol (E3) o0 menos ativo eles, produzido principalmente pela placenta. O E2 é o estrogénio
predominante durante os anos reprodutivos tanto em termos de niveis séricos absolutos como
em termos de atividades estrogénicas, tendo inumeros efeitos sobre a cognicdo, funcdes
cerebrais e apresentando um importante papel cardioprotetor (FORTES, 2017).

Os efeitos dos hormonios sexuais resultam fundamentalmente da sua interacdo com
receptores localizados em diversos tecidos e células. Os receptores para o estradiol sdo
classificados em ER - a ¢ ER- B, podem ser encontrados na superficie da membrana celular ou

no ndcleo. O ER -a ativa diretamente a produgdo de Oxido Nitrico no endotélio, por um efeito
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ndo gendmico, j& 0 ER- B exerce uma a¢do gendmica com efeito geral antiaterogénica e
antiproliferativa. Ao se aclopar com seu receptor ocorre ativacdo por uma dimerizacdo do
receptor, que aumenta a afinidade com o DNA. Ao se ligar ao DNA, o complexo receptor +
DNA recruta uma cascata de coativadores e proteinas para a regido promotora dos genes-alvo.
Esse tipo de interacdo do hormdnio com o DNA é chamado de via genémica (MELGAREJO,
2014; FABRICIO et al., 2016).

Nos pulmdes, a expressdo do receptor ER-B ¢ duas vezes maior que a do receptor ER-
a, a maior parte da expressdo se encontrada no citoplasma, mas uma menor parcela € observada
na mitocéndria e no nucleo. O ER-a garante que os pulmdes se diferenciem adequadamente
durante o desenvolvimento, levando a um numero normal de alvéolos por éarea de superficie.
Por outro lado, 0 ER-B, modula o desenvolvimento da matriz extracelular, levando a pressao de
recolnimento do tecido elastico normal nos pulmbes (TAM et al, 2011).

Esses receptores pertencem a superfamilia de receptores hormonais nucleares que ao
formarem o complexo horménio-receptor passam a ativar diferentes fatores de transcrigcdo
génica. O gene responsavel para expressdo da proteina do receptor de estrogénio alfa (ER- o),
em humanos, esta presente no cromossomo 6 (seis), cuja expressao origina uma proteina de 595
residuos de aminoécidos, ja 0 gene que expressa na proteina do receptor de estrogénio beta (ER-
) humana ¢ encontrado no cromossomo 14(quatorze), levando a expressdo da proteina com

590 aminoéacidos (PEDROSA et al., 2014).

2.2- Pulma@o e seus Aspectos Histoldgicos

O sistema respiratorio é constituido por uma porcao condutora (nariz, faringe, laringe e
traqueia) e por uma porcao respiratéria onde ocorre a hematose (pulmdes e bréonquios). Possui
outras diversas fungdes como: fonacdo, termorregulacdo, manutencdo do equilibrio acido —
base, metabolizacdo de substdncias como a serotonina, prostaglandina, corticoides e
leucotrienos. (ANGELIN et al., 2012; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Recentemente,
supde-se ser um reservatorio de células progenitoras hematopoéticas e importante local de
producdo de plaquetas (LEFRANCAIS et al.,2017). A porcdo respiratoria é revestida
por um epitélio pseudoestratificado cilindrico ciliado e com grande quantidade de células
caliciformes, tem a funcéo de filtrar, aquecer e umedecer o ar inspirado visando proteger o
delicado revestimento dos alvéolos pulmonares (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013).

Os pulmdes sdo 6rgdos pares fundamentais no processo respiratorio, estdo situados na
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cavidade toracica. O pulmdo direito possui trés lobos, superior, médio e inferior que sdo
divididos entre si pela fissura obliqua (divide o lobo superior do médio) e horizontal (divide o
lobo médio do inferior). O pulméo esquerdo possui dois lobos, superior e inferior, que sdo
divididos pela fissura obliqua. Cada lobo pulmonar recebe seu proprio brénguio lobar que no
interior do pulmédo estes bronquios lobares se ramificam e d&o origem aos bronquios
segmentares estes por sua vez originam os bronquiolos respiratérios (TORTORA, 2010;
GUYTON, 2008).

Os alvéolos correspondem a ultima porcao da arvore brénguica, séo responsaveis pelo
aspecto esponjoso do parénquima pulmonar. Microscopicamente sdo semelhantes aos favos de
colmeia cortados de um lado, revestidos por epitélio simples pavimentoso, sustentado por uma
membrana basal elastica, na qual é nutrida por uma rede de capilares sanguineos. As paredes
alveolares sdo formadas por dois tipos de células pneumacitos tipo | e pneumdcitos tipo Il. Os
pneumdacitos tipo | (célula alveolar pavimentosa) constituem uma barreira que possibilita as
trocas gasosas e impede a passagem de liquido do intersticio para o interior dos alvéolos. Os
pneumacitos tipo Il (células septais) localizam-se entre as células alveolares pavimentosas,
apresentam microvilosidades, tem a funcdo de secretar o liquido alveolar, incluso neste liquido
esta um surfactante constituido por uma mistura complexa de fosfolipidios e lipoproteinas que
reduz a tensdo superficial dos alvéolos diminuindo assim a tendéncia destes colabarem
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008); (TORTORA, 2010; GUYTON, 2008; PARANAIBA et
al., 2016; SILVA et al., 2012)

2.3- Funcdo pulmonar e menopausa

O sistema respirat6rio € um dos primeiros sistemas a ser afetado durante o processo de
envelhecimento, a deficiéncia de estradiol apds a menopausa acelera os efeitos adversos da
envelhecimento na mecanica respiratdria. Ocorre alteracGes na caixa toracica, bem como a
reducdo da retragdo elastica do pulmé&o, reducédo da elasticidade dos alvéolos, da complacéncia
torécica e da forca dos masculos respiratdrios, consequentemente subtracdo da capacidade vital
(BORGES et al., 2015; FECHINE et al., 2012).

Mulheres durante a menopausa tem maior predisposi¢cdo a desenvolver problemas
respiratdrios devido as oscilagfes hormonais, que resulta em alterages da fungdo pulmonar,
uma vez que o estradiol tem efeito anti-inflamatorio sobre o parénquima pulmonar (SATHISH;
MARTIN; PRAKASH, 2015).

Existem fortes evidéncias que o estrogénio é o horménio ovariano responsavel por
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manter a estabilidade estrutural alveolar e por induzir a regeneragéo alveolar em mulheres. Com
a diminuicédo circulante deste horménio a éarea alveolar aumenta, porém a area de superficie
alveolar e o nimero de alvéolos diminuem com a idade devido ao rompimento dos septos
alveolares (STUPINA et al., 1985; MASSARO et al., 2006).

O envelhecimento pulmonar estd associado ao aumento dos espagos alveolares,
diminuicdo da superficie de troca gasosa e perda de tecido de sustentacdo das vias areas
periféricas, culminando em diminuicéo das fibras elasticas com aumento do volume residual e
da capacidade residual funcional (PETTA, 2014).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Analisar as caracteristicas microscopicas pulmonares de ratas ovariectomizadas
através de histomorfometria.

3.2 Objetivos Especificos

e Determinar a fragdo volumétrica e volume total do parénquima pulmonar.

e Quantificar o nimero de alvéolos, a area e perimetro destes por campo.

e Comparar os resultados obtidos nos animais ovariectomizados com aqueles obtidos
em um grupo controle (sham-ovariectomizados) através de analise estatistica.
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RESUMO

Introducdo: As mulheres durante a menopausa tém maior predisposicdo a desenvolver
problemas respiratorios devido as oscilagdes hormonais que diminuem a expressao dos
receptores de estradiol. Objetivo: Analisar as caracteristicas histoldgicas de ratas Wistar
submetidas a ovariectomia através de histomorfometria. Métodos: Foram utilizadas 48 ratas da
linhagem Wistar, divididas em grupo Gl (ratas sham-ovariectomizadas) e grupo Gll que (ratas
ovariectomizadas). Decorrido o periodo de 3 meses, 6 meses e 1 ano, 0s animais foram
anestesiados e eutanasiados o 6rgdo foi coletado e processado seguindo a técnica histologica de
rotina, posteriormente foram corados em hematoxilina e eosina (H.E.) para analise
histomorfométrica. Resultados: Observou-se diminui¢do percentual da &rea ocupada pelo
bronquiolos terminais aos 3 meses (Gl 10,14%; Gll 8,31%; p= 0,003), 6 meses (Gl 17,99%;
Gll 13,24%; p=0,002) e 1 ano ( G1 17,30%; Gl 14,07%; p=0,002), aumento percentual da area
alveolar aos 6 meses (Gl 65,18%; GIl 71,13%; p= 0,004)e 1 ano(GIl 59,38%; GIlI 65,57%;
p=0,005), diminuicio da area alveolar (um?)aos 3 meses (Gl 26,17+ 22,92; GlI 21,58 +15,29;
p=0,001), e aos 6 meses ha um aumento tanto do perimetro(um) (GI 2,31+1,15; Gll 2,50£1,37;
p=0,001) quanto da area alveolar (um?) (G119,44 +16,12; Gl 37,19 +32,40; p= 0,001), também
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foi observado diminuicdo da area ocupada pelas fibras (GI 0,86%; GIlI 0,09%; p=0,003), e
aumento da &rea dos vasos sanguineos (G1 0,58%; Gll 1,57%; p=0,002) com 1 ano. Conclus&o:
Infere-se que a cessacdo dos hormdénios ovarianos causa alteracbes nas estruturas do

parénquima e do estroma pulmonar que podem comprometer a mecanica ventilatoria.

Palavras-chave: Pulmao; Horménio; Menopausa

ABSTRACT

Introduction: Women during menopause are more likely to develop respiratory problems due
to hormonal oscillations that decrease the expression of estradiol receptors. Objective: To
analyze the histological characteristics of Wistar rats submitted to ovariectomy through
histomorphometry. Methods:48 Wistar rats were divided into GI (sham-ovariectomized rats)
and GII rats (ovariectomized rats). After the period of 3 months, 6 months and 1 year, the
animals were anesthetized and euthanized. The organ was collected and processed following
the routine histological technique, later stained in hematoxylin and eosin (H.E.) for
histomorphometric analysis. Results: Percentage decrease of the area occupied by terminal
bronchioles at 3 months (G1 10,14%; Gll 8,31%; p=0,003), 6 months (Gl 17,99%; G11 13,24%;
p=0,002) and 1 year ( Gl 17,30%; Gl 14,07%; p= 0,002), percentage increase of alveolar area
at 6 months (Gl 65,18%; Gll 71,13%; p= 0,004) and 1 year (GI 59,38%; Gll 65,57%; p=0,005),
decreased alveolar area (um2) at 3 months (Gl 26,17+ 22,92; GII 21,58 £15,29; p=0,001) and
at 6 months there is an increase in both the perimeter (um), (GI 2,31+1,15; Gll 2,50+1,37,;
p=0,001) and alveolar area (um?) (GI19,44 +16,12; GI1 37,19 +32,40; p= 0,001), also observed
a decrease in the area occupied by the fibers fibras (Gl 0,86%; GII 0,09%; p=0,003), and
increased blood vessel area (Gl 0,58%; Gll 1,57%; p=0,002), with year time. Conclusion: It is
Infers that the cessation of ovarian hormones causes changes in the structures of the parenchyma

and pulmonary stroma that may compromise ventilatory mechanics.

Key words: Lung; Hormone; Menopause

INTRODUCAO

O processo de transicdo demografica que vem acontecendo nas ultimas décadas esta

transformando o perfil epidemioldgico do pais, a populacdo com mais de 60 anos cresceu
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consideravelmente, passando de 7,3 milhdes para 14,5 milhGes. E, segundo a Organizagéo
Mundial de Saude (OMS) estima-se que, até 2025, o Brasil alcance a posi¢éo do sexto pais no
mundo em ndmero de idosos™?,

O envelhecimento promove uma série de mudancas fisicas, fisioldgicas e psicologicas,
gerando declinio de diferentes fun¢Ges motoras, cognitivas e enddcrinas. Com o aumento da
expectativa de vida, as mulheres passaram a viver cerca de um terco de suas vidas no climatério,
periodo que envolve o declinio da funcdo ovariana. O hipoestrogenismo resultante desta fase
predispbem as mulheres a desenvolverem indmeras doencgas ndo transmissiveis, incluindo
doencas cardiacas, acidente vascular cerebral, cancer e doencas respiratorias cronicas®.

A fungdo ovariana é regulada pelo eixo hipotalamo-hipofisario-ovariano, a partir de um
neuro-hormonio elaborado no hipotdlamo — o horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH),
a hipdfise secreta os hormdnios foliculo estimulante (FSH) e luteinizante (LH). O FSH regula
o crescimento folicular e a producdo crescente de estradiol pelas células da granulosae o LH é
responsavel por aumentar a captagdo de colesterol e estimular as células intersticiais da teca
dos foliculos ovarianos a secretar androstenediona e testosterona ),

O climatério, refere-se ao ciclo da vida da mulher em que abrange os periodos de pré-
menopausa, menopausa e pds-menopausa, corresponde a transicdo da fase reprodutiva para a
ndo reprodutiva, ocorre geralmente na faixa etaria de 45 a 65 anos. E caracterizado pela queda
progressiva dos niveis circulantes de estrogénio e interrupcdo dos ciclos menstruais. A
menopausa € um marco natural no processo de envelhecimento feminino tem inicio a partir da
data da Gltima menstruacdo, consiste na cessacdo permanente da menstruacdo, apds 12 meses
de amenorreia, em média ocorre aos 51 anos de idade. ©¢19,

Sob o aspecto morfofuncional do sistema respiratério, as modificacdes inerentes do
envelhecimento afetam desde os mecanismos de controle da funcdo pulmonar até as estruturas
parenquimatosas, devido as alteracdes corporais intrinsecas a este processo como a diminuicao
da estatura, da massa corporal e a substituicdo dos musculos por tecido adiposo, além de
provocar dilatacdo dos alvéolos e dos ductos alveolares sem destruigdo dos septos alveolares e
modificac@es do tecido conjuntivo®®),

A salde da mulher no periodo p6s menopausa torna-se cada vez mais importante, 0s
efeitos da supressdo estrogénica compromete a funcdo de inUmeros tecidos e sistemas
fisioldgicos, a respeito do sistema respiratorio os impactos da cessacdo de estradiol ainda néo
sdo amplamente elucidados, portanto objetivou-se neste estudo avaliar os aspectos histoldgicos

do pulmao de ratas Wistar submetidas a ovariectomia.
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MATERIAIS E METODO

Obtencéo dos Animais.

Neste projeto foram utilizados 48 ratas de linhagem Wistar (Rattus Norvegicus Albinus),
adultas jovens, pesando entre 100g e 200g, oriundas do Biotério do Departamento de Nutricao
- UFPE. Os animais foram mantidos em um periodo de 10 dias no biotério do Centro
Académico de Vitoria-CAV/UFPE para adaptacdo ao novo ambiente. Durante todo protocolo
experimental receberam racdo e 4gua ad libitium. Todo protocolo experimental foi previamente
autorizado pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal CCB/UFPE (processo
0009/2017).

Grupos experimentais

Passando o periodo de aclimatacdo os animais foram aleatoriamente divididos em dois
grupos (cada grupo com 8 animais): Grupo |: ratas sham- ovariectomizadas com 60 dias de

idade e Grupo II: ratas ovariectomizadas com 60 dias de idade.
Procedimentos cirurgicos.

Dez minutos antes do procedimento cirurgico foi realizada a medicacdo antibidtica
(Ampicilina sédica) 20mg/kg por via intraperitoneal. A ooforectomia foi realizada com os
animais pertencentes a GlI ap6s anestesia com 0,1 ml de xilazina (20mg/ml) e quetamina (50
mg/ml) por 100 gramas de peso, por via intraperitoneal. Os animais foram posicionados
lateralmente para a localizacdo dos ovarios. Foi realizada tricomia manual bilateralmente e
antissepsia com alcool 70% na regido a ser incisada. Ocorreu divulsdo dos tecidos adiposo e
muscular subjacente até exposic¢ao do ovario. A ligadura foi realizada utilizando-se fio de nylon
seguindo a remocdo do 6rgdo. Em seguida, os érgdos removidos foram fixados em formol
tamponado a 10% e processados seguindo a técnica histoldgica de rotina para confirmacao da
remocao bilateral dos ovarios. Os animais do grupo Gl passaram pelos mesmos procedimentos

cirurgicos descritos acima, porém nado sofreram remocdo bilateral dos ovarios.

No periodo p6s-operatorio os animais de ambos os grupos foram colocados em gaiolas
isoladas para a recuperacgéo anestésica, com administracdo de dipirona 200mg/kg por via oral
em dose Unica. Apds a fase pds-operatdria, os animais foram acomodados em gaiolas e

separados nas condigdes de ciclo claro/escuro 12/12h.
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Decorrido um periodo de 3 meses, 6 meses e 1 ano os animais foram novamente
pesados, anestesiados e eutanasiados por perfusdo intracardiaca inicialmente com soro
fisiolégico (0,9%) e entdo com formaldeido a 10% neutro tamponado (NBF). Apos a
toracotomia, o pulméo direito de cada animal foi removido, sendo imediatamente pesado e
mergulhado em formaldeido a 10% neutro tamponado (NBF) por um periodo de 48h para
posterior processamento histolégico.

Processamento do material obtido.

Os 6rgdos fixados na solugdo de formol a 10 % neutro tamponado (NBF) foram clivados
na regido do lobo superior direito. Apos esse procedimento, os fragmentos obtidos foram
desidratados em alcool etilico em concentracdes crescentes, diafanizados pelo xilol,
impregnados e incluidos em blocos de parafina. Os blocos foram cortados em micrétomo (Leica
RM 2125) ajustado para 4um e cortes semi-seriados foram corados por Hematoxilina e Eosina

(H.E.) para a avaliac&o histologica e morfométrica.
Avaliacao histolégica e morfométrica.

Inicialmente foi realizada uma descricdo dos achados microscopicos nos preparados
histoldgicos confeccionados. Imagens digitais de 20 campos aleatorios e ndo justapostos do
parénquima pulmonar foram obtidas através camera digital (Moticam 3.0) acoplada ao
microscopio optico (Nikon-E200), sob foco fixo e clareza de campo, com aumento final de
100X utilizando o software Motic Images Plus 3.0. As fotomicrografias foram avaliadas através
do software ImageJ versdo 1.50 (Research Services Branch, U.S. National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA.), os plugins “cell counter”, “grid”, “measure” e “measure and label”
foram utilizados na determinacdo da fracdo volumétrica do parénquima pulmonar (alvéolos e
ductos alveolares) conforme metodologia descrita por Willet et al,2000. Assim, a fragédo
volumétrica do parénquima e do estroma pulmonar foi determinada através da sobreposicédo de
um “grid” nas imagens digitais histologicas obtidas. A fracdo de volume é igual a Pi/Pt, onde
Pi representa o nimero de pontos de teste que atingem as estruturas do parénquima (brénquios,
bronquiolos, bronquiolos terminais e bronquilos respiratério) e do estroma (cartilagem,
musculo, fibras, tecido linfoide associados a mucosas e vasos sanguineos) pulmonar e Pt é o
numero total de pontos presentes no “grid”. Para a determinacdo do nimero e média da area e
perimetro dos alvéolos por campo empregou-se a metodologia descrita por Okamoto et al,
2009. Toda a avaliacdo microscopica e morfométrica foi realizada de uma forma cega sem o
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observador ter conhecimento do grupo a ser analisado. Por fim, calculou-se as médias e 0s

desvios-padr@es para cada uma das variaveis analisadas.
Analise estatistica.

As mensuracOes obtidas atraves da avaliagdo histomorfométrica foram inicialmente
avaliadas pelo teste de Kolmogorov-Smirnov para verificacdo do padrdo de distribuicdo dos
dados e posteriormente através do teste U de Mann-Whitney com o intuito de se verificar
possiveis diferencas entre os grupos. Para tanto, adotou-se o nivel de significancia de 5% ou p<
0,05.

RESULTADOS

O tecido gue constitui o parénquima pulmonar é formado por alvéolos responsaveis por
efetuar as trocas gasosas, estdo apensos aos bronquiolos que séo as Ultimas ramificaces da
arvore brénquica. Microscopicamente sdo revestidos por epitélio simples pavimentoso,
separados por septos interalveolares formadas por dois tipos de células pneumdcitos tipo | e
pneumdcitos tipo Il. O estroma pulmonar corresponde ao tecido de sustentacdo do arranjo

alveolar, é composto principalmente por fibras elésticas e fibras colagenas tipo 111¢419),

Analise da Area Alveolar
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Figura 1- Espaco alveolar dos Grupos Avaliados num corte histolégico do Pulmdo. Onde
observa-se a &rea ocupada pelos alvéolos (*). Coloracdo Hematoxilina-Eosina (H.E.), sob o

aumento de 100x. A: grupo sham-ovariectomizado. B: grupo ovariectomizado.

Tabela 1 - Porcentagem das estruturas que formam o parénquima pulmonar, nos diferentes

grupos avaliados.

Variaveis Gl (3 meses) Gl (3 meses) Valor de p (< 0,005)
Bronquios 1,89% 2,36% 0,456
Bronquiolos 1,09% 1,12% 0,685
Bronquiolos terminais 10,14% 8,31% 0,003*
Bronquiolos respiratorios 13,62% 13,68% 0,276
Alvéolos 73,24% 74,50% 0,078

Variaveis Gl (6 meses) Gl (6 meses) Valor de p (<0,005)
Bronquios 1,57% 2,04% 0,833
Bronquiolos 2,33% 1,55% 0,106
Bronquiolos terminais 17,99% 13,24% 0,002*
Bronquiolos respiratorios 12,91% 12,02% 0,092
Alvéolos 65,18% 71,13% 0,004*

Variaveis Gl (1 ano) GllI (1 ano) Valor de p (£0,005)
Bronquios 5,29% 3,76% 0,752
Bronquiolos 1,39% 1,29% 0,955
Bronquiolos terminais 17,30% 14,07% 0,002*
Bronquiolos respiratorios 13,54% 11,09% 0,197
Alvéolos 59,38% 65,57% 0,005*

*teste U de Mann-Whitney

A tabela 1 evidencia um aumento em relacdo ao grupo da area ocupada pelos alvéolos
pulmonares(*) (GIl: 6 meses e 1 ano), juntamente com a reducdo da area ocupadas pelos
bronquiolos terminais(*) (GI1:3 meses, 6 meses e 1 ano). Ndo foram encontradas diferencas
significantes para area ocupada pelos brénquios, bronquiolos e bronquiolos respiratorios de

todos 0s grupos.

Tabela 2 - Média e desvio-padrédo da area e do perimetro alveolar dos diferentes grupos

analisados



Variaveis GI (3 meses) GII (3 meses) Valor de p (< 0,865)
(Media £ desvio padrdo)  (Media + desvio padréo)
Area (nm?) 26,17+22,92 21,58+15,29 0,001*
Perimetro(um) 2,68+1,47 2,43+1,11 0,010
Variaveis Gl (6 meses) GlI (6 meses) Valor de p (< 0,005)
(Media + desvio padréo) (Media + desvio padréo)
Area(pm?) 19,44+16,12 37,19+ 32,40 0,001*
Perimetro(um) 2,31+1,15 3,35+1,87 0,001*
Variaveis Gl (1 ano) Gll (1 ano) Valor de p (< 0,005)
(Media + desvio padréo) (Media % desvio padréo)
Area(pm?) 20,23+15,76 22,25+ 23,69 0,108
Perimetro(um) 2,32+1,04 2,50+1,37 0,035

*teste U de Mann-Whitney

A tabela 2 mostra que os animais do GIlI comparado ao Gl demonstram diminuicdo da area

aos 3 meses de idade, enquanto que aos 6 meses ha um aumento tanto do perimetro quanto da

area alveolar. Ja a mesma observacdo no periodo de 1 ano ndo apresentou diferenca

estatisticamente significante, apesar que o GII possui uma maior média.

Andlise do Estroma Pulmonar

Tabela 3 - Porcentagem das estruturas que estdo presentes no estroma pulmonar, nos diferentes

grupos avaliados.

Variaveis Gl (3 meses) Gl (3 meses) Valor de p (<0,005)
Cartilagem 0% 0% 0,100
Fibras 20,42% 19,03% 0,349
Musculo liso 16,25% 18,31% 0,257
Tecido linfoide associado a mucosa 13,33% 13,10% 0,305

\Vasos sanguineos 49,98% 49,54% 0,879
Variaveis Gl (6 meses) Gl (6 meses) Valor de p (<0,005)
Cartilagem 1,14% 6,27% 0,310
Fibras 57,85% 45,67% 0,981
Musculo liso 22,95% 21,64% 0,889
Tecido linfoide associado a mucosa 9,57% 18,61% 0,295

\Vasos sanguineos 8,42% 7,79% 0,234
Variaveis Gl (1 ano) GllI (1 ano) Valor de p (0,005)
Cartilagem 0% 0,21% 0,317

Fibras 0,86% 0,09% 0,003*
Musculo liso 1,14% 1,27% 0,396
Tecido linfoide associado a mucosa 0,47% 1,07% 0,763

\Vasos sanguineos 0,58% 1,57% 0,002*

*teste U de Mann-Whitney
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A tabela 3 apresenta a distribuicdo percentual das estruturas histolégicas do estroma
pulmonar nos varios tempos experimentais, onde s6 houveram diferenga estatisticas no Gll (1
ano) em relacdo a diminuicdo da area ocupada pelas fibras, e aumento da area dos vasos
sanguineos, pois estes apresentavam dilatagdo. Porém no GII (3 meses) e GllI (6 meses) a
quantidade de fibras diminuiram, contudo ndo foram estatisticamente significantes. Também se
observou que os grupos submetidos a ovariectomia, com excecdo do GII (3 meses),

apresentaram aumento do tecido linfoide associado a mucosa.

DISCUSSAO

Mulheres com ciclo reprodutivo normal secretam pelos ovarios horménios esteroidais
como o0s estrogénios e progesteronas. O estrogénio € um horménio esteroide pleiotropico que
regula inumeros processos fisiologicos, incluindo o desenvolvimento do sistema reprodutivo
feminino, regulacéo do metabolismo e a manutencéo das caracteristicas sexuais secundarias. No
sistema respiratorio participa do desenvolvimento e funcionamento do pulméo em homens e
mulheres por meio da ativacdo de seus receptores, que sdo amplamente expresso no epitélio
pulmonar. Sua ligacéo a esses receptores provoca uma sinalizagdo celular de carater genémico
por meio da transcricio do RNAmM ou por mecanismos de cascatas de reacgdes

citoplasmaticas®¢),

A acdo dos hormonios sexuais resultam fundamentalmente da sua interagdo com
receptores localizados em diversos tecidos e células. Os receptores para o estradiol sdo
classificados em ER - a e ER- B, podem ser encontrados na superficie da membrana celular ou
no nacleo. Nos pulmdes, a expressdo do receptor ER-B é duas vezes maior que a do receptor
ER-a0, a maior parte da expressdo se encontrada no citoplasma, mas uma menor parcela ¢
observada na mitocondria e no ndcleo. O ER-a garante que os pulmdes se diferenciem
adequadamente durante o desenvolvimento, levando a um namero normal de alvéolos por area
de superficie. Por outro lado, 0 ER-B, modula o desenvolvimento da matriz extracelular,
levando & pressdo de recolhimento do tecido elastico normal nos pulmdes @),

O sistema respiratorio € um dos primeiros sistemas a ser afetado durante o processo de
envelhecimento. Mulheres durante a menopausa tém maior predisposicdo a desenvolver
problemas respiratérios devido as oscilagdes hormonais, que resulta em alteragdes da funcédo

pulmonar, uma vez que o estradiol tem efeito anti-inflamatério sobre o parénquima pulmonar®®-
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22 Amaral et al. (2016) avaliaram a capacidade pulmonar de mulheres no periodo da
menopausa por meio do teste espirométrico, e destacou que quanto mais precoce a cessa¢ao da
menstruacdo menor € a fungdo pulmonar. Assim, o significante aumento da area ocupada pelo
alvéolos pulmonares nos grupos experimentais (GII: 06 meses e 01 ano) pode ser associado a
supressdo dos hormonios ovarianos.

Por outro lado, 0 aumento da &rea alveolar no (GIlI de 03 meses), mesmo sem ser
estatisticamente significante também pode implicado pelo declinio hormonal. Ha evidéncias
que o estrogénio € o hormdnio ovariano responsavel por manter a estabilidade estrutural
alveolar e por induzir a regeneragdo alveolar nas mulheres. A diminuicdo circulante desse
hormbnio associado com o envelhecimento promove aumento da &rea alveolar devido ao
rompimento dos septos alveolares resultando na diminuicdo da superficie respiratoria e do
nimero total de alvéolos pulmonares ?4). Massaro et al., 2006 observaram que em camundongos
submetidos a ovarectomia ou ovarectomia mais reposi¢cdo hormonal, a menopausa € uma
importante causa de perda alveolar acelerada, devido a diminui¢cdo dos niveis séricos de
estrogénio, porém a terapia hormonal promove a regeneracdo alveolar. Logo, a auséncia de
estrogénio implica em diversas modificacdes dos alvéolos, sendo este o horménio ovariano
responsavel por manter o equilibrio alveolar e induzir a regeneracdo alveolar em mulheres
durante a reposicao de estradiol®®. Observamos uma diminuicio da &area ocupada pelos
bronquiolos terminais em todos 0s grupos experimentais. 1sso pode ser associado a uma baixa
expressdo do receptor- B estradiol, visto que, estes estdo presentes no epitélio dos bronquios e
com a diminuicdo da expressdo deste receptor havera uma reducdo da area ocupada pelo
mesmo. Também, os estrogénios sdo moléculas-chave da sinalizagdo que regula varios
processos fisiol6gicos, como crescimento, desenvolvimento e diferenciacio celular@®?.

Quanto a area ocupada pelos bronquios, bronquiolos e bronguiolos respiratorios, 0s
resultados demonstram que estes se mantiveram sem alterac@es significativas. No entanto, com
0 aumento da &rea alveolar nos supormos que fisiologicamente ocorra uma diminuicdo da area
ocupada por essas estruturas, uma vez que estdo em contato direto com os alvéolos. Além do
mais, 0 aumento da area ocupada pelos alvéolos pulmonares juntamente com o aumento do
perimetro alveolar (tabela 2) deve-se a destrui¢do da parede alveolar ocasionando a perda da
superficie respiratoria processo muito comum em quadros de enfisema pulmonar @,

Verificou-se também que a cessacao dos hormonios ovarianos acarretou diminui¢éo das
fibras no (GII: 01 ano) e aumento da area ocupada pelos vasos sanguineos. Nos tempos

experimentais de 6 meses e 1 ano ocorreu aumento do tecido linfoide associado as mucosas,
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porém ndo foram estatisticamente significantes, vale ressaltar que o estrogénio é o hormonio
responsavel pela proliferagdo dos linfocitos T e diferenciagdo, proliferacio dos linfocitos B9,

O envelhecimento pulmonar estd associado ao aumento dos espacos alveolares,
diminuicdo da superficie de troca gasosa e perda de tecido de sustentacdo das vias areas
periféricas, culminando em diminuicéo das fibras elasticas com aumento do volume residual e
da capacidade residual funcional®®. Sendo assim, os resultados encontrados no presente estudo

indicam que a ovariectomia provoca modifica¢6es na histologia pulmonar de ratas Wistar.

CONCLUSAO

A supressdo dos hormonios ovarianos causa alteraces nas estruturas microscopicas do
parénquima e do estroma pulmonar, sobretudo na area ocupada pelos alvéolos, bronquiolos
terminais e fibras, o que pode comprometer a mecénica ventilatdria, uma vez que a distribuicao
dos receptores de estradiol no pulméo sdo responsaveis por controlar a composic¢do da matriz

extracelular, regeneracdo alveolar e secrecdo do surfactante pulmonar.
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5 CONCLUSAO

A supressao dos horménios ovarianos causa altera¢fes nas estruturas microscépicas do
parénquima e do estroma pulmonar, sobretudo na area ocupada pelos alvéolos, bronquiolos
terminais e fibras, o que pode comprometer a mecanica ventilatoria, uma vez que a distribuigdo
dos receptores de estradiol no pulmé&o sdo responsaveis por controlar a composi¢do da matriz

extracelular, regeneracéo alveolar e secrecdo do surfactante pulmonar.
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AGRADECIMENTOS
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portugués e inglés, com cabecalhos obedecendo a apresentacdo formal do artigo: Introducao,
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estudos negativos de tdpicos importantes. Esses artigos devem ter até 1.500 palavras, incluir
resumo néo estruturado e, no méximo, uma tabela ou figura, além das referéncias.
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conclusBes e ter ate 5 mil palavras. A organizagdo do texto, com exce¢do de Introducéo,
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Séo trabalhos descritivos e interpretativos com base na literatura recente sobre a situagéo global
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Cartas aos editores
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"para publicacao".

REFERENCIAS

As referéncias bibliogréaficas devem aparecer no final do artigo, e ser numeradas
sucessivamente pela ordem em que s&o mencionadas pela primeira vez no texto. Devem seguir
as normas do Estilo Vancouver. Os titulos dos periddicos deverdo ser referidos na forma
abreviada de acordo com o Index Medicus (List of Journals Indexed in Index Medicus). Se a
lista de referéncias ndo seguir a norma adotada, os trabalhos serdo imediatamente rejeitados,
sem revisdo de conteudo.

Os autores devem certificar-se de que as referéncias citadas no texto constam da lista de
referéncias com datas exatas e nomes de autores corretamente grafados. A exatiddo das
referéncias bibliograficas € de responsabilidade dos autores. Comunicacdes pessoais, trabalhos
inéditos ou em andamento poderdo ser citados, quando absolutamente necessarios, mas ndo
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devem ser incluidos na lista de referéncias bibliograficas; apenas mencionados no texto ou em
nota de rodapé. A lista de referéncias deve seguir o estilo dos exemplos abaixo.
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As tabelas deverdo ser numeradas consecutivamente com algarismos arébicos e encabecadas
por seu titulo, recomendando-se a nao repeticdo dos mesmos dados em graficos. Na montagem
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As ilustracdes (graficos, fotografias, desenhos etc.) deverdo ser numeradas consecutivamente
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decimal e, quando o autor assim o desejar, também no Sistema Internacional (SI) entre
parénteses.
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COMO SUBMETER UM ARTIGO AO JPBML
1. Entre em www.jbpml.org.br.
2. Se vocé ja é cadastrado, digite seu login e sua senha e clique no botéo

"Entrar no SGP".
Se ainda néo é cadastrado, clique em "Quero me Cadastrar".

3. Primeiro passo: no campo "Informe seu Email”, cadastre o e-mail que sera usado para receber
0s avisos e informacdes do Sistema de Gestéo de Publicagdes (SGP).

Clique em "Continuar cadastro”.

4. Segundo passo: preencha os campos do cadastro. Atencdo: os campos marcados com * sao
obrigatorios.

Cligue em "Continuar cadastro”. Aparecera a mensagem "Seu cadastro no SGP foi concluido
com sucesso”. Um e-mail com o login e a senha informados sera enviado para seu endereco
cadastrado.


mailto:jbpml@sbpc.org.br
mailto:jbpml@sbpc.org.br
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Nesta mesma péagina, clique em "Voltar".

5. Vocé sera encaminhado a pagina inicial do SGP, com login e senha. Nesta pagina, digite o
login e a senha que vocé cadastrou e clique em “"Entrar no SGP".

Obs.: 0 login e a senha estdo no e-mail que 0 SGP Ihe enviou no final do seu cadastro.

6. Na pagina de abertura do SGP aparece uma mensagem informando ser esta a primeira vez
que vocé acessa 0 sistema. Caso contrario, a mensagem informa quantas vezes ja 0 acessou,
data e hora do Gltimo acesso e que vocé tem acesso com nivel de autor.

7. Observe o menu do lado esquerdo da tela. Se vocé ainda ndo submeteu nenhum artigo pelo
SGP, todos os itens do menu estdo indicados com quantidade "zero".

8. Para submeter um artigo, clique em "Submeter novo artigo para Jornal Brasileiro de Patologia
e Medicina Laboratorial™.

9. Janela "Passo 1": informar a classificacdo do artigo (manuscrito):

* Artigo de revisao

* Artigo original

* Carta ao editor

* Comunicagao breve

* Relato de caso

Clique na opcéo correspondente a classificacdo do artigo. Por exemplo: Artigo original.

10. Janela "Passo 2": anexar imagens e/ou graficos usados no artigo. Todas as imagens e/ou
graficos devem estar em um dos seguintes formatos: jpg, gif, png, pdf ou tif.

Ap0s anexar imagens/graficos, cliqgue em "Enviar imagens". Caso 0 artigo ndo tenha imagens,
clique em "N&o necessito enviar imagens".

11. Nesta janela o autor pode conferir as imagens que enviou e enviar mais. Caso ndo tenha
enviado imagens, aparecerd a mensagem "Nenhuma imagem foi enviada pelo autor".

Clique em "Préximo".

12. Janela "Passo 3": inserir/editar/excluir novos coautores. Para cada novo coautor devem ser
preenchidos os campos "Nome", "Titulacdo", "Cargo™ e, opcionalmente, CPF (pedido para
posteriormente gerar o termo de Copyright, que garante os direitos autorais).

A ordem de importancia dos autores pode ser alterada clicando nas setas amarelas (para cima
ou para baixo). O primeiro nome sera considerado o autor principal, e 0os demais, coautores.
Apdbs inserir/editar/excluir novos coautores, clique em "Gravar" e em "Prdoximo".

Se ndo houver novos coautores, clique em "Proximo".

13. Janela "Passo 4": preencher com o titulo do artigo e descritores (palavras-chave ou key
words). Essas informacdes devem ser escritas na lingua nativa do autor (por exemplo, portugués
ou espanhol) e em inglés.

Clique em "Préximo".
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14. Janela "Passo 5": preencher com o resumo (abstract). O autor também pode incluir
informacdes adicionais, como 0 nome da instituicdo, nome e enderego para correspondéncia e
se recebeu suporte financeiro. Também é possivel redigir uma Carta ao Editor contendo
informacdes adicionais que considere importantes. Somente o editor tera acesso a esta carta.
Clique em "Proximo".

15. Janela "Passo 6" redigir o artigo propriamente dito. E fornecido um editor de texto com os
comandos necessarios para formatagao. E possivel "colar" um texto ja escrito e formatado em
MS Word. Clicar em "Préximo".

16. Janela "Passo 7": Transferéncia de Declaracdo de Direitos Autorais (Copyright Transfer
Statement). Preencher os campos solicitados, imprimir e enviar para a SBPC/ML pelo fax (21)
2205-3386. Clicar em "Proximo".

15. Janela "Passo 8": formato de visualizacdo do artigo (html ou pdf). Nesta janela, o autor
decide se vai submeter o artigo ou vai exclui-lo e desistir de fazé-lo.

16. Janela "Concluido": indica que vocé terminou o processo de submissao do artigo.

19. Vocé recebera um e-mail comunicando que o artigo foi submetido a avaliacéo.
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