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1. INTRODUCAO

A reserva ovariana representa um dos pilares fundamentais da fertilidade, e esta
intrinsecamente ligada a qualidade de vida e ao bem-estar de mulheres em idade
reprodutiva (MOSLEHI et al. 2018). A fertilidade feminina diminui drasticamente
com a idade, principalmente devido a perda do nimero e da qualidade dos odcitos
(PETERS, 1969), e fatores como a dieta podem ter um efeito direto neste fenémeno
(LEROY et al. 2022). A obesidade como disturbio metabdlico, € uma doenca crénica
considerada epidemia (WHO, 2022). Interessantemente, a prevaléncia da
obesidade €é maior na populagdo feminina do que na masculina,
independentemente da idade (BOUTARI E MANTZOROS, 2022), o que sugere que
a apresentacdo de doencas metabdlicas e seus efeitos deletérios no sucesso
reprodutivo maternal tem maior probabilidade de ocorrer (SILVESTRIS et al. 2019).
O crescente consumo de alimentos processados e ricos em gordura saturada,
caracteristicas da dieta ocidental (Western Diet - WD), tem sido associada a uma
multiplicidade de problemas como obesidade e doencas cronicas, além de efeitos
deletérios na saude reprodutiva (LEROY et al. 2022).

A senescéncia celular é uma resposta que limita a proliferacdo de células
envelhecidas ou danificadas, levando a um estado de parada de crescimento
celular (CALCINOTTO et al. 2019). Assim, o acumulo crénico de células
senescentes com o0 avancar da idade, tem potenciais efeitos deletérios na saude
(CALCINOTTO et al. 2019). Neste contexto, os senoliticos sado alternativas
terapéuticas pela sua capacidade de eliminar células senescentes, reduzindo
processos inflamatérios crénicos (HENSE et al. 2022). Assim, este estudo teve
como objetivo avaliar os efeitos dos senoliticos dasatinib e a quercetina (D+Q)
sobre a populacgao folicular e a reserva ovariana em diferentes idades (6 e 9 meses)
em camundongos fémeas submetidos a WD.

2. METODOLOGIA
Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais da UFPel.

Camundongos fémeas (n=41) da linhagem C57BL/6 com idade de trés meses
foram mantidos sob condi¢Bes controladas de temperatura, luz e umidade (22 £ 2
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°C, ciclos de 12 horas claro/12 horas escuro e 40%-60%). Metade dos
camundongos foram alimentados com uma dieta padréo (CTL) ou ocidental (WD)
por trés meses (n=18/grupo). Ao inicio e os trés meses do experimento, em alguns
dos individuos (n=5/grupo) foi feita a eutanasia para coleta de ovario. Aos seis
meses de idade, os camundongos de cada grupo (n=61) foram divididos em 4
grupos (n=6/grupo) da seguinte maneira: 1) grupo com CTL e administracao de
dasatinib (5 mg/kg) e quercetina (50 mg/kg) dissolvidos no diluente (60% phosal,
30% PEG400 e 10% alcool etilico) via gavagem (CRTL/D+Q); 2) CTL e
administragcdo de placebo (CTL/CTL); 3) WD e administracdo de dasatinib e
quercetina (WD/D+Q); 4) e WD e administracdo de placebo (WD/CTL). A
administragdo dos senoliticos e placebos foram realizadas durante trés dias
consecutivos, mensalmente. Aos 9 meses de idade os animais foram eutanasiados
para coleta de tecido ovariano. Os ovéarios foram dissecados, pesados e
armazenados em solucédo de paraformaldeido 4%, desidratados, diafanizados com
xilol e posteriormente incluidos em parafina e cortado serialmente em microtomo a
espessura de 5 ym. O protocolo usado para a classificacdo dos foliculos foi
baseado em MYERS et al. (2004). As andlises estatisticas foram realizadas usando
o software estatistico Graphpad Prism 8.0. A normalidade da distribuicdo dos dados
foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk (P>0,05). As medias foram comparadas
através de analise de variancia de duas vias (ANOVA de duas vias), com pos-teste
de Tukey. As diferencas foram consideradas significativas quando P<0,05. Todos
os dados séo relatados como médias + erro padrao da média (médias + SEM)

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A populacédo de foliculos primordiais (FP), em transi¢cao e primarios (FT+F1),
secundarios (F2) e terciarios (F3) nédo foram diferentes (P>0,05; Figura 1A-B) entre
fémeas de 3 e 6 meses apoés alimentacdo com dieta CTL ou WD. Fémeas de 3
meses de idade tiveram maior nimero de FP (P<0,05; Figura 1E) quando
comparadas a fémeas de 9 meses, no entanto, a quantidade de FT+F1, F2 e F3
foram similares (P>0,05; Figura 1F-H). Independente dos tratamentos e dietas,
fémeas de 6 e 9 meses nao tiveram diferencas nos niumeros de foliculos (P>0,05).
Foi observado uma tendéncia de aumento na quantidade de F3 nos grupos
recebendo D+Q comparado aos grupos com placebo (P=0,08; Figura 1H).

Com base em estudos anteriores, foi hipotetizado que a WD ao promover
desequilibrio metabalico derivada da obesidade, aceleraria a ativagao dos foliculos
primordiais, levando a exaustdo prematura da reserva folicular (AIKEN et al. 2016).
No entanto, a WD ndo foi capaz de induzir obesidade (dados ndo apresentados), 0
gue poderia explicar a similaridade na quantidade de FP quando comparadas WD
e CRTL nos 6 e 9 meses de idade (3 e 6 meses de intervencéo). No entanto, a
exaustao folicular foi marcada aos 9 meses de idade, independente da dieta e da
administracdo de senoliticos. Neste contexto, os achados coincidem com ANSERE
et al. (2021) quem documentaram que a densidade de FP diminuiu 70% dos 3 aos
9 meses de idade e que a queda de FP de 3 para 6 meses € pouco significante.

Previamente foi documentado que as senoterapias baseadas em D+Q tem
um efeito protetivo da reserva ovariana de camundongos de 3 meses apo0s ser
submetidos a os efeitos nocivos da cisplatina (DU et al. 2022). No entanto, GAO et
al. (2023) reportaram que apesar de D+Q reduzir significativamente a carga de
células senescentes nos ovarios apds o tratamento com doxorrubicina, ndo teve
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um efeito protetivo da perda massiva de foliculos, de acordo com nossos achados.
Nossos estudos anteriores com camundongos obesos deficientes em leptina
também indicam que o D+Q nao tem efeito sobre a reserva ovariana (HENSE et
al., 2022). A discrepancia entre os estudos pode ser derivada dos diversos
delineamentos experimentais utilizados, assim os procedimentos (farmacos ou
dietas) para induzir efeitos na exaustao folicular. A dieta (WD) e o tratamento (D+Q)
nao tiveram um efeito sobre a reserva folicular ovariana, o que parece sugerir que
a exaustao da reserva ndo depende da presenca de células senescentes nesta
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Figura 1. Efeitos da dieta ocidental (WD) e senoliticos (D+Q) na populacao folicular
de camundongos de 6 e 9 meses. (A-D) Populacao de foliculos ovarianos aos 6
meses de idades de fémeas submetidas durante 3 meses a dieta controle (CTL) ou
ocidental (WD). (E-H) Populacéo de foliculos ovarianos aos 9 meses de idade de
fémeas submetidas durante 6 meses a dieta CTL ou WD com administracao de
placebo (CTL) ou D+Q.

4. CONCLUSOES

A reserva ovariana representada pela quantidade de diferentes populacées
foliculares sofre alteracdes profundas apés os 6 meses de idade, sendo observada
uma perda massiva da reserva ovariana. A dieta WD ndo promoveu exaustdo da
reserva e ainda o tratamento D+Q ndo tem um efeito protetivo do ovario nestas
condi¢cdes. Mais pesquisas sdo necessarias para elucidar os efeitos da dieta na
reserva ovariana, assim como de possiveis estratégias farmacologicas protetivas.
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