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1. INTRODUCAO

A reserva ovariana é composta por foliculos primordiais, que se apresentam
em estado quiescente, ou seja, inativos. Este sdo continuamente recrutados,
podendo sofrer ovulagdo ou entrar em atresia em alguma etapa do
desenvolvimento  (BROEKMANS, 2009). Consequentemente com 0
envelhecimento ha diminuicdo da reserva ovariana e da fertilidade. Quando a
reserva ovariana se esgota, as mulheres entram na menopausa, 0 que aumenta a
probabilidade de desenvolver doencas crénicas como, diabetes, doencas
cardiovasculares e osteoporose (WELLONS, 2012).

O 17B-E2 é a principal forma de estradiol produzida pelas fémeas, conhecido
como o horménio sexual feminino e responséavel pelo desenvolvimento sexual, ciclo
menstrual, saude Ossea, cardiovascular e funcdo cerebral (GARRET, 2017,
GARRET 2019). No entanto, o 17a-E2 é um diastereocisémero natural do 173-E2,
predominantemente estudado como um horménio neuro-protetor em modelos de
isquemia, doenca de Alzheimer e Parkinson (PEREZ, 2005). O 17a0-E2 é
encontrado em quantidades minimas em machos e fémeas naturalmente. No
entanto, sua suplementacdo exdgena tem mostrando capacidade anorexigena no
hipotalamo, prevenindo o aumento de peso e adiposidade em machos (GARRET,
2017) e fémeas ovariectomizadas (MANN, 2020).

E sabido que foliculos primordiais ndo possuem receptores de estradiol,
sendo principalmente ativados por fatores de crescimento (SCHOMBERG, 1999).
Ou seja, sua ativacao independe dos hormdnios do ciclo estral, diferente dos
foliculos antrais (COUSE, 1999). No entanto, como os estrogenos podem afetar
crescimento corporal e adiposidade, nosso objetivo foi analisar se 0 17a-E2 e o
17B-E2 podem afetar a reserva ovariana de fémeas.

2. METODOLOGIA

Animais: Camundongos fémeas C57BL/6J de 30 semanas de idade foram
adquiridos do The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, EUA). Todos os
procedimentos com animais foram revisados e aprovados pelo Comité Institucional
de Cuidados e Uso de Animais no Sistema de Saude VA de Oklahoma City. Os
animais foram mantidos em 22 + 0,5°C e ciclo claro-escuro de 12:12 horas. Todos
0s camundongos tiveram acesso ad libitum a comida e dgua durante todo o periodo
experimental. Os animais foram divididos em 4 grupos: CTL (alimentados com dieta
controle), 17a-E2 (alimentados com dieta suplementada com 14,4 ppm de 17a-E2),
alto 17B3-E2 (alimentados com dieta suplementada com 4,4 ppm de 173-E2) e baixo
17B-E2 (alimentados com dieta suplementada com 2,2 ppm de 17B-E2). O
tratamento foi conduzido por 16 semanas.
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Amostras e processamento: Ao final do tratamento, os camundongos foram
anestesiados e eutanasiados. Apos os ovarios foram coletados e um dos ovarios
foi incluido em parafina. Apds os mesmos foram sequencialmente cortados em uma
espessura de 5 uym, uma secado a cada seis cortes foi colocada em laminas
histoldgicas padréo e corados com eosina e hematoxilina. Com a finalidade de
avaliar a reserva ovariana foram realizadas imagens de secbOes ovarianas
capturadas por camera digital (Moticam 5.0, Motic®, Hong Kong, China) acoplada
em microscopio (Nikon Eclipse E200, Nikon Corporation, Japan), utilizando
objetivas de 10 e 40X. A classificacdo dos foliculos ovarianos foi com base em
referencias prévias (MYERS, 2004). Ainda por fim, a quantidade total de foliculos
encontrada foi multiplicada por seis e posteriormente novamente multiplicada por
dois, a fim de mimetizar a quantidade de foliculos dos dois ovarios (ISOLA, 2020;
SCHNEIDER, 2021).

Anélise de dados: Foi realizada a analise de variancia de uma via no software
GraphPad Prism 8. Valores de P<0,05 foram considerados estatisticamente

diferentes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
O tratamento com 17a-E2 e com 173-E2 em diferentes doses nao afetou a
reserva ovariana. O numero de foliculos primordiais (Figura 1A, P>0,90), primarios
(Figura 1B, P>0,60), secundarios (Figura 1C, P>0,30), terciarios (Figura 1D,
P>0,70) e totais (Figura E, P>0,70) foi semelhante entre os grupos.
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Figura 1 — Quantificacdo dos foliculos primordiais (A), primarios (B),
secundarios (C), terciarios (D) e total (E) analisados nos ovarios dos animais
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controle (CTL), tratados com 17a-estradiol (17a), alto 173-estradiol (173 ALTO) e
baixo 17B-estradiol (173 BAIXO).

Nés observamos que o tratamento com 17a-E2 ndo teve nenhum efeito na
preservacao da reserva ovariana de camundongos, 0 que é similar ao encontrado
em estudos anteriores (ISOLA, 2022; ISOLA 2020). Apesar de machos e fémeas
ovariectomizadas tratados com 17aE2 apresentarem perda de peso e de tecido
adiposo, fémeas intactas ndo obtiveram o mesmo beneficio do tratamento com
17aE2, o que reforca ainda mais que o tratamento é coadjuvante em aspectos
relacionados a menopausa (GARRET, 2017; ISOLA, 2020; MANN, 2020). Desta
maneira, parece que os tecidos reprodutivos tém uma influéncia direta sobre os
efeitos benéficos do 17a-E2. Uma das hipoteses é de que exista uma competicdo
entre 17a-E2 e 17B3-E2 por receptores estrogénicos. Neste caso a producdo
enddgena de altos niveis de 173-E2 nas fémeas poderia ser capaz de suprimir a
ligacdo do 17a-E2 ao ERa, uma vez que o 17B-E2 possui afinidade maior com
ambos os receptores (ERa e ERB) (ANSTEAD, 1997), explicando a baixa
responsividade das fémeas intactas.

O 17a-E2 atua principalmente através do ERa, que possui impacto na
reproducao feminina. Camundongos fémeas com knockout do ERaKO so inférteis
(LUBAHN, 1993), e embora apresentem progressdo normal pelos estagios de
foliculo primordial, primério e antrais, a maturagéo dos foliculos pré-ovulatorios é
comprometida (SCHOMBERG, 1999). Em zebrafish, no entanto, o knockout do
ERa resulta na hiperativagado dos foliculos primordiais (CHEN, 2018). Da mesma
forma, em humanos, defeitos no gene que codifica ERa, resultam em deplecao
prematura de foliculos ovarianos ou foliculogénese interrompida (GOSWAMI,
2005). Apesar disso em nosso estudo o tratamento de femeas intactas com 17a-
E2 n&o afetou a reserva ovariana.

Contudo o tratamento com baixas e altas doses de 17B-E2 também néo
impactou a reserva ovariana. O ERB é expresso exclusivamente nos nucleos das
células da granulosa dos foliculos primarios, secundarios e maduros (SAR, 1999).
Portanto, o 173-E2 ndo possui um efeito direto nos foliculos primordiais. No
entanto, estudos anteriores sugerem que fitoestrogenos, compostos derivados de
plantas com atividade estrogéncia, podem reduzir o nimero de foliculos primordiais
em animais sexualmente imaturos (MEDIGOVIC, 2012). Nossos resultados
sugerem que animais sexualmente maduros tais efeitos ndo séo observados.

4. CONCLUSOES
Tanto o tratamento com 17a-E2, como 17B-E2, ndo afetaram o numero de
foliculos na reserva ovariana. Isto nos indica que os foliculos primordiais néo
apresentam sensibilidade aos horménios estrégenos.
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