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1. INTRODUCAO

No ovéario humano os foliculos primordiais se formam durante a vida
intrauterina, apds a puberdade, os foliculos que até entdo estavam em um estado
de dorméncia, comecam se desenvolver em foliculos primarios, secundarios e
antrais (FADDY et al., 2000; ZHANG et al., 2015; ZOU et al., 2009). Durante a
vida reprodutiva a maioria das células germinativas femininas sofrem atresia
folicular (ZHANG et al., 2015), essa deplecéo da reserva folicular ovariana marca
0 comeco da menopausa, que em mulheres ocorre em torno dos 50 anos de
idade (TE VELDE et al.,1998). O inicio deste periodo esta associado a um
aumento na incidéncia de doencas cardiovasculares, diabetes, assim como,
elevacdo da pressdo arterial, dos niveis séricos das fragbes de colesterol e
reducdo dos niveis de estradiol (AKINKUOLIE et al., 2015; CASSANDRA R., et
al., 2018).

A restricdo calorica (RC) sem desnutricdo € uma intervencado dietética que
vem demonstrando repetidamente, em diversas espécies, efeitos benéficos no
tange expectativa de vida e atraso de doencas associadas ao envelhecimento
(COLMAN et al.,2011). Estudos realizados com macacos rhesus demonstram que
houve aumento dos niveis de HDL (COLMAN et al.,2011), reducédo da gordura
visceral e da incidéncia de doencas cardiovasculares; houve também,
preservacdo da funcdo muscular e elevacdo da sensibilidade a insulina o que
melhorou a tolerancia a glicose (COLMAN et al.,2009). Em camundongos, a
restricdo foi capaz de preservar os foliculos primordiais, devido a redugédo do
processo de atresia, indicando que a RC é capaz de prolongar o tempo fértil e
atrasar o comeco da menopausa, assim como suas consequéncias (SELESNIEMI
et al.,2008).

O periodo de dorméncia do foliculo ovariano favorece o acumulo de danos
ao DNA (ZHANG et al.,, 2015), esses danos podem ocorrer devido ligacbes
cruzadas, alteracbes de base e até mesmo quebra de cadeia dupla de DNA
(DSBs - double-strand breaks), resultando em reducéo da fertilidade (ZHANG et
al., 2015). Quando um dano grave de DNA acomete os foliculos primordiais
ocorre apoptose (ROOS et al.,2006). Em resposta a DBSs, quinases sao
conhecidas por fosforilar a histona 2Ax (H2Ax) na serina 139 (BAKKENIST et
al.,2003). Tal modificacdo pos-transcricional apos o dano, proporciona uma
plataforma para outras proteinas de resposta a danos de DNA se ligaram ao DNA,
e iniciar o processo de reparo (COLLINS et al., 2016).

Os macacos Rhesus apresentam cerca de 93% de sequéncia gendmica
idéntica a humana (COLMAN et al.,2011). O ovario desses animais exibe um
padréo de deplecédo relacionado a idade folicular semelhante ao descrito no ovario


mailto:tatisaccon@gmail.com
mailto:bianka_zanini@hotmail.com
mailto:rmanderson5@wisc.edu
mailto:augustoschneider@gmail.com

- .
N 52 SEMANA C ,3 c I XXVIII CONGRESSO DE
X LSRADA o INICIACAQ CIENTIFICA

4

humano (FADDY et al., 2000). Inclusive, as macacas passam por alteracbes
patolégicas e hormonais caracteristicas do climatério feminino quando se
aproximam do fim da vida reprodutiva (GILIARDI et al., 1997). Assim, o objetivo
deste trabalho foi avaliar os efeitos de uma dieta com restricdo cal6rica sobre o
envelhecimento ovariano em macacos Rhesus, avaliando especialmente a
qualidade oocitaria através do acimulo de danos no DNA.

2. METODOLOGIA

Foram utilizados ovarios de 6 macacos rhesus, 3 ovarios do grupo controle
e 3 ovarios do grupo submetido a restricdo calérica (RC). O grupo RC foi
submetido a uma restricdo de 30% em comparacdo ao grupo controle. As
amostras ovarianas foram cedidas pela Universidade de Winsconsin-Madison,
Madison, WI, USA. Os tecidos ovarianos foram fixados em formaldeido 10% e
embebidos em Paraplast® e trazidos ao Brasil para a Universidade Federal de
Pelotas. Os ovéarios foram seccionados na espessura de 5 ym com um micrétomo
Leica semiautomatico®, reservamos 1 corte a cada 10 cortes, e os fixamos em
laminas. Os foliculos foram classificados como primordiais e primarios de acordo
com o descrito por MYERS e seus colaboradores (MYERS et al.,, 2004). O
protocolo de imunofluorescéncia foi adaptado conforme o descrito por TITUS e
seus colaboradores (TITUS et al., 2013). As amostras utilizadas foram
desparafinizadas com xilol e reidratadas em um gradiente de alcool. Essas foram
bloqueadas para atividade da enzima peroxidase e o antigeno foi exposto através
de um processo de pressdo e calor. O anticorpo primario antigamma H2AX
(abl11174, Abcam®, Cambridge, Reino Unido) com diluicdo de 1:500 foi encubado
overnight. O anticorpo secundério utilizado foi Alexa Fluor® 488 (ab150089,
Abcam®, Cambridge, Reino Unido) para identificar o ndcleo foi utilizado o
Hoechst 33342 (H1399, Thermo® Fisher Scientific, Waltham, EUA). Para a
analise e quantificacdo de danos presentes no DNA utilizamos o software
ImageJ®. As imagens dos foliculos primordiais e primarios (odcitos e células da
granulosa) foram capturadas por um microscépico confocal Olympus®
FluoView™ 1000 (Shinjuku, Japado). As analises estatisticas foram realizadas
através do programa Graph Pad Prism7®. O Test-t de Student foi aplicado para a
avaliagédo da imunofluorescéncia. O nivel de significancia considerado foi de 5 %.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Encontramos uma menor intensidade de fluorescéncia: nos oocitos de
foliculos primordiais e primarios no grupo das fémeas submetidas a restricdo
calorica em comparacao as fémeas do grupo controle (p=0,0005 e p=0,0031,
respectivamente) e nas células da granulosa das fémeas do grupo restricao
calorica, também com relacdo ao controle (p=0,0002 e p< 0,0001,
respectivamente). Sendo assim, 0s animais submetidos a RC apresentaram
menores niveis de danos de DNA em odcitos e células da granulosa de foliculos
primordiais e primarios, 0 que nos sugere que a qualidade dos odcitos e
propriamente dos foliculos avaliados é superior em relagcdo aos animais de dieta
livre, mesmo em idades avancadas. Tal fato decorre, muito possivelmente, devido
a maior reparacdo de danos DSB no DNA.

Corroborando com nossos achados um estudo semelhante indica que o
aumento da idade em macacos rhesus (RM) induz maior dano nas células da
granulosa de foliculos primordiais e primarios, analisados pela marcacao de H2AX
(ZHANG et al., 2015). Como visto anteriormente o DSB em células germinativas é
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potencialmente letal, pois acarreta na reducdo da fertilidade, visto que reduz a
qualidade oocitaria e embrionérias, podendo ocasionar repetidos abortos ou ma
formacdes congénitas no embrido (ADRIAENS et al.,, 2009). Demonstrando
assim, a importancia de novos estudos que esclarecam melhor o papel de DSB
na vida reprodutiva feminina.

Evidéncias indicam que o envelhecimento esta relacionado ao aumento do
estresse oxidativo e desencadeamento do processo inflamatério (NELSON et
al.,2004). Esse processo oxidativo inflamatério também pode levar a aumento nos
DSB no DNA. Os macréfagos participam da apoptose de foliculos saudaveis e
atrésicos (WU et al.,2004), atuam na liberacdo de citocinas, fatores de
crescimento e processos inflamatorios. Camundongos deficiente em GH
apresentam maior extensdo do tempo de vida e da atividade reprodutiva, mesmo

| em idades avancadas (SACCON et al., 2017), similarmente aos RM em RC. De
acordo com 0 exposto por nNosso grupo esses roedores tem menor infiltracao
macrocitaria no tecido ovariano (COUSEN et al.,2018). Tais fatos nos sugerem
que em MR submetidos a RC haveria um efeito semelhante na preservacéo da
reserva ovariana, devido a possivel menor inflamacgéo, e consequente reducéo do
processo apoptoético, abrindo assim, uma janela para novos estudos.

4., CONCLUSOES

De acordo com nossos dados a restricdo caldrica possui um efeito protetor,
justificando a menor presenca de dano no DNA nos odécitos e células da
granulosa em foliculos primordiais e primarios nas fémeas do grupo RC em
relacdo as do grupo controle. Inclusive, a presenca de menos danos ao DNA no
grupo RC aponta para duas possibilidades: a maior reparacdo de danos DSB no
DNA e para a reducdo do estresse oxidativo. Compreendemos a limitacdo deste
estudo por se tratar de uma amostra pequena, assim a realizagdo de novos
estudos é fundamental para que em um futuro possa haver uma intervencao que
atrase a menopausa e suas consequéncias em seres humanos.
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