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1- INTRODUCAO

A obesidade é um importante problema de saude publica, pois predispbe o
individuo a uma série de doencas, tanto em paises desenvolvidos como em
paises em desenvolvimento (FALOIA et al., 2012). O aumento da prevaléncia de
sobrepeso e obesidade esta associado a muitas doencas cronicas, incluindo a
diabetes mellitus, doencas cardiovasculares, hipertensdo e desordens
reprodutivas (DESPRES & LEMIEUX, 2006). O camundongo modelo ob/ob,
deficiente para leptina possui uma mutacdo do gene ob (DREL et al., 2006).
Animais com esta mutacdo apresentam obesidade hereditaria severa, diabetes
mellitus com resisténcia a insulina, letargia, infertilidade (COLEMAN, 1978), e
taxas de sobrevivéncia significativamente menores quando comparados aos
camundongos magros (REN et al., 2010). Por possuirem essas caracteristicas, 0s
camundongos ob/ob sdo uma importante ferramenta para estudos de obesidade e
comorbidades associadas.

Esse modelo experimental apresenta anovulacdo, menor peso gonadal em
machos e fémeas, associado principalmente a falta de acdo da leptina
hipotalamica, diminuindo a liberacdo de gonadotrofinas e prejudicando a ovulagéo
(BARASH et al.,, 1996). Embora esses animais tenham a funcdo do eixo
hipotalamico-hipofisario-gonodal prejudicada, tornando-os inférteis, a fertilidade
destes animais € restaurada quando suplementados com leptina exdgena
(BARASH et al., 1996), ou quando é realizado transplante de tecido adiposo
(BARROS et al, 2009). No entanto, a administracdo de gonadotrofina
isoladamente ndo é capaz de recuperar completamente a foliculogénese e a
ovulacéo final dos animais ob/ob, sugerindo que os niveis basais de leptina sdo
necessarios para a ovulacao (OLATINWO et al., 2005).

Entretanto, a caracterizacdo da reserva ovariana desse modelo
experimental € escassa na literatura. Sabe-se que a obesidade prejudica a fungéo
do ovério, tanto que os camundongos ob/ob possuem um numero reduzido de
corpos luteos, além de uma maior atresia folicular e apoptose (CABELLO et al.,
2015), e foliculos pré-antrais e antrais com oocitos deformados (SERKE et al.,
2012). Com base nisso, 0 objetivo deste estudo foi avaliar a reserva ovariana em
camundongos ob/ob, por meio de contagem histologica dos foliculos.

2- METODOLOGIA

Esse estudo foi aprovado no Comité de Etica em Experimentacdo Animal,
namero 3715-2014. Doze camundongos fémeas, seis da linhagem C57BL/6 (WT)
e seis ob/ob foram mantidos a 23 + 1,0°C em um ciclo claro-escuro de 12:12
horas, do desmame (21 dias), até os 12 meses de idade. Os camundongos
tiveram acesso ad libitum a racdo padrao para roedores e agua durante todo o
experimento. Aos 12 meses, 0s animais foram anestesiados com isoflurano e
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sacrificados por deslocamento cervical antes da disseccdo. Um ovario de cada
animal foi coletado e colocado em formaldeido tamponado a 10% para anélises
histoldgicas. Os foliculos foram classificados como primordiais (quando cercados
por uma Unica camada de células da granulosa achatada), priméarios (quando
cercados por uma unica camada de células da granulosa cuboides), em transicao
(quando cercados por células achatadas e cuboides), secundéarios (quando
cercados por mais de uma camada de células da granulosa cuboides e sem antro
visivel), e terciario (quando tinha um espaco antral claramente definido e uma
camada de células da cumulus granulosa ao redor do odcito). Também foi
calculada a porcentagem de foliculos classificados em cada fase do
desenvolvimento.

A andlise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism 6,
utilizando o teste t. Valores de P<0,05 foram considerados significativos.

3- RESULTADOS E DISCUSSAO

Aos 12 meses de idade, camundongos ob/ob apresentaram reserva
folicular ovariana semelhante aos camundongos normais da mesma idade (Figura
1). Nenhuma diferenca foi encontrada para o numero de foliculos primordiais, de
transicdo, primérios, secundarios, terciarios e totais, entre os camundongos ob/ob
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Figura 1 - Numero de foliculos primordiais, de transi¢cdo, primarios, secundarios,
terciarios e totais de camundongos do tipo selvagem (WT) e deficientes em leptina
(ob/ob).

A porcentagem de foliculos ovarianos totais, classificados como foliculos
primordiais, de transicdo, primarios, secundarios e terciarios de camundongos do
tipo selvagem (WT) e deficientes em leptina (ob/ob) sdo mostrados na Figura 2. A
porcentagem de foliculos secundarios foi menor (p=0,036) em camundongos
ob/ob (8,35 + 2,11) em comparacdo aos camundongos WT (11,51 = 2,05),
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enquanto que nenhuma diferenca foi encontrada nos foliculos primordiais (p =
0,586), em transi¢ao (p = 0,212), primarios (p = 0,429) e terciarios ( p = 0,429).
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Figura 2 - Porcentagem de foliculos ovarianos primordiais, de transicao,
primarios, secundarios e terciarios em camundongos do tipo selvagem (WT) e
deficientes em leptina (ob / ob).
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Nossos resultados ndo corroboram com os encontrados na literatura para
camundongos ob/ob, uma vez que foram encontradas diferencas na reserva
ovariana de fémeas ob/ob mais jovens, em comparacdo com as fémeas WT de
idades iguais. Em camundongos com trés meses de idade, foi encontrado um
namero menor de foliculos pré-antrais, mas nao foi encontrada diferenca no
namero de foliculos antrais em fémeas ob/ob em comparacédo com o WT (SERKE,
2012), embora este estudo nado tenha definido se a diferenca estava no nimero
de foliculos primordiais, primarios ou secundarios. Em fémeas ob/ob ainda mais
jovens (sete semanas), um estudo encontrou um numero menor de foliculos
primordiais e totais em comparacdo com fémeas WT (HAMM, 2004). Em ambos
0s estudos, os autores usaram uma metodologia de contagem diferente. Portanto,
as divergéncias podem ser devidas as diferentes metodologias aplicadas. Outra
explicacdo poderia ser que a falta de leptina tem alguns efeitos no ndmero de
foliculos primordiais, mas, como esses efeitos sdo leves, a diferenca entre os
camundongos ob/ob e WT desaparece, uma vez que o tamanho da reserva
diminui nos dois gendtipos com a idade avancada.

Estudos vem demonstrando que a restricao caldrica (RC) sem desnutricdo
diminui a ativacdo do foliculo primordial, bem como aumenta a expectativa de vida
e a insulina por meio de vias de deteccéo de nutrientes que envolvem a regulacao
negativa de fatores como o alvo da rapamicina em mamiferos (NMTOR) (GARCIA
et al., 2019; SACCON et al., 2017). Enquanto a obesidade induzida pela dieta
hiperlipidica proporciona efeito oposto pelas mesmas vias (WANG et al., 2014). A
falta de leptina aumenta o consumo de alimentos, uma vez que a leptina &
responsavel por inibir a expressdo do neuropeptideo Y (NPY) (BLUM WF.,1997),
responsavel pela estimulacdo da ingestao de alimentos. Com base nisso, efeitos
semelhantes a dieta rica em gordura e efeitos opostos a RC, como mais ativacao
dos foliculos primordiais, podem ser esperados nos ovarios de camundongos
ob/ob. No entanto, o numero de foliculos primordiais que encontramos para
camundongos ob/ob e WT foi compativel com o relatado anteriormente para
camundongos WT em idades semelhantes, usando a mesma metodologia
(SACCON et al., 2017; SCHNEIDER et al., 2014).

N&o é de surpreender que tenhamos encontrado uma porcentagem menor
de foliculos secundarios em camundongos ob/ob, o que provavelmente se deve a
maior taxa de atresia nos foliculos em estadios mais avancados encontrados
nesses camundongos (HAMM, 2004; SERKE, 2012).
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4- CONCLUSOES

Camundongos ob/ob de 12 meses de idade possuem a mesma reserva de
foliculos primordiais do que camundongos selvagens, sugerindo que,
diferentemente da taxa de atresia, a taxa de ativacao dos foliculos primordiais ndo
€ afetada pela falta de leptina.
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