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1. INTRODUCAO

O camundongo modelo ob/ob deficiente em leptina tem uma mutacao do gene
ob (DREL; MASHTALIR; ILNYTSKA; SHIN et al., 2006), sdo obesos e estéreis,
principalmente devido aos baixos niveis de hormbnio liberador de
gonadotrofinas(GnRH) (COLEMAN, 1978), e constituem uma importante ferramenta
para estudos de obesidade e comorbidades associadas, pois apresentam obesidade
hereditaria severa, diabetes mellitus com resisténcia a insulina, letargia, infertilidade e
outras comorbidades associadas (COLEMAN, 1978). Também apresentam taxas de
sobrevivéncia significativamente menores quando comparados aos camundongos
selvagens (REN; DONG; CAl; ZHAO et al., 2010).

Células senescentes estao presentes em inimeros tecidos do organismo, em
maior quantidade durante o envelhecimento e obesidade (LOPEZ-OTIN; BLASCO;
PARTRIDGE; SERRANO et al., 2013) (SERKE; NOWICKI; KOSACKA; SCHRODER
et al., 2012). Essas células possuem como caracteristicas a secrecdo de fatores pro-
inflamatorios que atraem macréfagos (TCHKONIA; ZHU; VAN DEURSEN; CAMPISI et
al., 2013), conhecido como fendétipo secretor associado a senescéncia (SASP). Estes
fatores contribuem para aparecimento de morbidades relacionadas a idade e
obesidade (LOPEZ-OTIN; BLASCO; PARTRIDGE; SERRANO et al.,, 2013). Este
acumulo de células senescentes acaba por ser prejudicial ao organismo e associado
ao declinio das fun¢des corporais durante o envelhecimento. Sabe-se que o acumulo
de células senescentes aumenta 0s processos proé-inflamatérios na obesidade
(LOPEZ-OTIN; BLASCO; PARTRIDGE; SERRANO et al., 2013). Apesar disso, ndo ha
dados se essas células estdo presentes nos 6rgaos reprodutivos. Sabe-se que
tratamento com drogas senoliticas quercetina e dasatinib (D+Q) tem a capacidade de
reduzir de forma seletiva células senescentes, aumentando a longevidade e reduzindo
0os sintomas caracteristicos do envelhecimento (XU; PIRTSKHALAVA; FARR;
WEIGAND et al., 2018). Quando as células senescentes sdo removidas atraves do


about:blank
about:blank
about:blank

x‘ 7@ SEMANA

g INTEGRADA XXI1l ENPOS — ENCONTRO DE POS-GRADUACAO
' UFPEL 2021

tratamento com D+Q, ha uma diminui¢éo na inflamacéo e um aumento na sensibilidade
a insulina, aumentando a longevidade de animais normais (XU et al. 2018).

Desta maneira, presente trabalho tem por objetivo avaliar a presenca de células
senescentes no ovario de animais obesos e magros aos 12 meses, e animais ob/ob
tratados com senoliticos aos 6 meses de idade.

2. METODOLOGIA

Os dois experimentos foram aprovados pelo comité de FEtica em
Experimentacdo animal, experimento 1, nimero 3715-2014, experimento 2, nUmero
24915-2020. Os animais foram mantidos no biotério do laboratério de Nutricdo da
Universidade Federal de Pelotas, em estantes ventiladas, com agua e racao ad libitum,
em condi¢des controladas de temperatura (20 + 2 °C), umidade (40-70%) e fotoperiodo
(12h claro/escuro). Camundongos fémeas foram divididas em dois experimentos. No
experimento 1 foram dois grupos formados por fémeas ob/ob (n=5) e fémeas WT (n=5),
gue foram eutanasiadas aos 12 meses, e coletado tecido ovariano desses animais. O
experimento 2 foi composto por dois grupos (n=6), ambos de fémeas ob/ob que foram
divididas em dois grupos e tratadas com senoliticos durante 4 meses, iniciando aos 2
meses de idade. O grupo tratamento recebeu senoliticos dasatinib e quercetina
(5mg/kg e 50mg/kg respectivamente) (Xu et al. 2018), dissolvidos no vetor (60%
phosal, 30% PEG400 e 10% alcool etilico) durante trés dias consecutivos, com
intervalo de 14 dias entre uma dose e outra, ja 0s controles receberam placebo,
constituido por apenas o vetor onde foram dissolvidos o D+Q (XU et al., 2018). Aos
seis meses de idade os animais do experimento 2 foram eutanasiados para coleta de
tecido ovariano.

Foi realizado o teste de coloracéo de lipofuscina com o corante sudan black em
laminas histoldgicas com cortes de ovario. O protocolo utilizado foi ajustado de
(EVANGELOU et al., 2017).

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

A porcentagem de células senescentes no ovario de fémeas ob/ob foi maior
guando comparada com grupo de fémeas magras aos 12 meses de idade (P= 0,0059;
Figura 1A). Esse foi o primeiro estudo que avaliou senescéncia no ovario de fémeas
obesas com marcacdo de lipofuscina. Sabe-se que as células senescentes estao
presentes em diversos tecidos (HAYFLIK, 1961; HOHN et al., 2017; TCHKONIA et al.,
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2010), no entanto, ha uma escassez de dados na literatura sobre a presenca de células
senescentes em O0rgaos reprodutores feminino, principalmente com o avancar da idade
associado a obesidade. Estudos demonstraram que h& uma sobrecarga lipidica no
ovario de camundongos obesos (SERKE; NOWICKI; KOSACKA; SCHRODER et al.,
2012), e esta claro que ha uma abundancia de células senescentes do tecido adiposo
que aumenta ndo apenas com o envelhecimento, mas também com a obesidade
(PALMER et al. 2019). Dessa maneira, nosso estudo demonstrou que no ovario de
fémeas obesas ocorre o mesmo que ja identificado em outros tecidos de animais
obesos, ha uma maior carga de células senescentes em relacdo a fémeas magras da

mesma idade, confirmando assim a nossa hipétese.
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Figura 1. Porcentagem da area ovariana com marcacgao de lipofuscina (em % de pixels)
feita com corante sudan black em fémeas obesas (ob/ob) e magras (WT) aos 12 meses
de idade (Fig. 1A), e em fémeas ob/ob controle e tratamento (D+Q) aos 6 meses de idade
(Fig. 1B). Valores de P<0,05 foram considerados significativos.

O tratamento com senoliticos (D+Q) diminuiu a porcentagem de células
senescentes no ovario de fémeas ob/ob tratadas com D+Q aos 6 meses de idade,
guando comparada com grupo controle (P= 0,0002; Figura 1B). Esse foi o primeiro
estudo que avaliou senescéncia no ovario de fémeas obesas tratadas com senoliticos
(D+Q) com marcador de lipofuscina. Como confirmado no experimento anterior com 0s
animais ob/ob aos 12 meses, hd uma maior sobrecarga de células senescentes no
ovario desses animais, independentemente da idade essa alta carga de senescéncia
esta presente no ovario de fémeas obesas. Estudo nédo publicado e realizado pelo
NOsSso grupo, mostrou que fémeas normais submetidas ao tratamento com senoliticos
ndo apresentam grandes diferencas na carga de senescéncia quando comparado com

grupo controle. Dessa maneira, nesse experimento confirmamos a hipétese de que o
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tratamento com D+Q é eficaz na eliminacdo de células senescentes no ovario de

fémeas obesas como ja demonstrado em outros tecidos.

4. CONCLUSOES

Camundongos obesos independente da idade possuem uma alta carga de
células senescentes no tecido ovariano, Além disso, o tratamento com senoliticos
(D+Q) reduziu a carga de células senescentes j4 aos 6 meses de idade, sugerindo
efetividade do tratamento em animais jovens.
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