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1. INTRODUCAO

O envelhecimento é caracterizado pelo declinio das atividades fisiol6gicas de
um organismo (LOPEZ-OTIN et al., 2013; GENSOUS et al., 2019). A taxa de
envelhecimento em mamiferos € dependente do sexo e influenciada pela
producdo de diferentes hormonios gonodais. Algumas intervencdes podem
retardar o envelhecimento biolégico (AUSTAD e FISCHER, 2016; GARRATT et
al., 2018). Dentre as interven¢des nao farmacoldgicas, a restricdo caldrica (RC)
se destaca. Atuando em diferentes vias metabdlicas, incluindo o eixo
somatotrépico, a RC pode estender a expectativa de vida em diversas espécies e
minimizar problemas relacionados a idade (SELESNIEMI et al., 2008). Além disto,
a RC é capaz de aumentar a longevidade reprodutiva de camundongos fémeas,
através da manutencao da reserva ovariana (GARCIA et al., 2019; LI et al., 2015).
Outra intervencdo que age por vias similares € a suplementacdo com 17a-
estradiol. O 17a-estradiol € um enantiomero do 173-estradiol, que atua por vias
anorexigenas, e é capaz de estender a longevidade de camundongos machos,
além de causar efeitos que incluem a reducdo da massa corporal e da
adiposidade visceral sem diminuir a massa muscular (GARRATT et al., 2018). Em
fémeas, o 17a-estradiol apresenta poucos efeitos (HARISSON et al., 2019) e,
diferentemente da RC parece nao exercer efeitos na reserva ovariana (ISOLA et
al., 2019).

Por ter pouca afinidade pelos receptores B de estrogénio, o 17a-estradiol
ndo possui efeito feminilizante (STOUT et al.,, 2017; GARRATT et al., 2018),
contudo, acredita-se que o l7a-estradiol atua via receptores a (MANN et al.,
2020). No entanto, ndo se conhecem os efeitos do 17a-estradiol na reproducao.
Portanto, este estudo teve como objetivo avaliar os possiveis efeitos do
tratamento com 17a-estradiol e da restricdo calérica na producédo de embribes em
camundongos fémeas.

2. METODOLOGIA

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimenta¢do Animal
da Universidade Federal de Pelotas, sob o protocolo N° 28986-2019. Foram
utilizados 32 camundongos fémeas, divididos em 4 grupos: camundongos com
dieta regular (grupo controle), com 30% de restricdo caldrica (RC30), 10% de
restricdo caldrica (RC10) e dieta suplementada com 17a-estradiol (14 PPM na
dieta). Os animais foram tratados por 6 meses, iniciando aos 3 meses de idade.
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Para promover a ovulagao, foi realizado um protocolo de sincronizagéo da
ovulagdo dos animais. Resumidamente, foi realizada aplicagéo intraperitoneal de
5 Ul de eCG 5 dias prévios a eutanasia e 5 Ul de hCG seguido por acasalamento
(1 macho para cada duas fémeas) 3 dias prévios a eutanasia. Ao final do periodo
de 6 meses, todos os animais foram submetidos a jejum de 6 horas, seguido de
anestesia por via inalatéria com isofluorano e eutanasia. Ap0s a eutanasia, 0s
animais tiveram os ovidutos removidos e lavados para a coleta, busca e
classificacdo das estruturas embrionarias.

As variaveis avaliadas foram a porcentagem de fémeas que responderam
ao protocolo (essa porcentagem foi avaliada por meio da contagem de odcitos e
embrides em microscopio Optico, através do numero de fémeas que apresentou
ovulacdo, todas as fémeas que possuiam alguma estrutura na analise foram
consideradas responsivas), e as porcentagens relacionadas a resposta ao
protocolo, sendo elas, a porcentagem do numero total de estruturas embrionarias
recuperadas e de embrides viaveis.

As analises estatisticas foram realizadas no Graphpad Prism 6. Foi utilizada
ANOVA para estruturas totais e qui quadrado para a porcentagem de reposta ao
protocolo de inducéo e porcentagem de embrides viaveis.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 1. Resultados da contagem de oécitos e embrides.
Controle 17aE2 RC30 RC10 Valor de P
Resposta ao protocolo

de sincronizacéo (%) 77,772 66,662 33,33> 55553 P <0,05
Total de estruturas 5,6 5,67 5,33 5 P =0,985
Embribes viaveis (%) 6,452 15,002 23,81° 16,662 P < 0,05

De acordo com a tabela 1, a porcentagem de fémeas que possuiam alguma
estrutura, e, portanto, responderam ao protocolo de inducdo da ovulagéo foi
similar entre o grupo controle e o 17a-estradiol. Logo, o tratamento com 17a-
estradiol ndo causou nenhum efeito na porcentagem de fémeas responsivas ao
protocolo de sincronizacéo da ovulagdo. A RC, por outro lado causou reducéo na
porcentagem de fémeas responsivas, sendo que no grupo RC30 menos fémeas
responderam e no grupo RC10, uma porcentagem intermediaria de fémeas
respondeu. Este resultado ja era esperado, uma vez que a RC costuma afetar
negativamente a ciclicidade dos camundongos fémeas, e para que os efeitos
benéficos de tal intervencdo se manifestem, € necessario um periodo de néo
restricdo. Este periodo ndo foi permitido as presentes fémeas, que foram
mantidas em RC até o dia da eutanasia.

N&o foi encontrada diferenca no total de estruturas produzidas. Independente
do grupo, a quantidade de estruturas embrionarias gerada foi similar. Com relacao
a porcentagem de embrides viaveis, apesar de uma menor quantidade de fémeas
do grupo RC30 ter respondido ao protocolo, as que responderam, produziram
uma porcentagem maior de embrides viaveis, o que corrobora com estudos
prévios (GARCIA et al., 2019; LI et al., 2015) que reportam melhorias na
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fertiidade de animais submetidos a RC. J4 os grupos l1l7a-estradiol e o RC10
tiveram uma resposta inferior, e o0 controle obteve a pior resposta.

4. CONCLUSOES

O tratamento com 17a-estradiol ndo causou efeitos expressivos na produgao
de embrides, visto que a resposta a estimulacdo da ovulacdo, realizada pelo
protocolo de sincronizagao, foi semelhante ao grupo controle. Isso demonstra
gue, possivelmente, o 17a-estradiol ndo interfere no eixo reprodutivo de
camundongos fémeas. No entanto, a restricdo cal6rica causou uma reducgdo do
namero de fémeas responsivas ao protocolo de sincronizagdo e um aumento na
porcentagem de embribes viaveis, confirmando uma interferéncia direta na
producdo desses embrides.
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