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1. INTRODUGCAO

O envelhecimento ovariano, caracterizado pela ativagido irreversivel dos
foliculos primordiais, leva a depleg¢ao progressiva da reserva ovariana e no declinio
da fertilidade feminina (Gleicher; Weghofer; Barad, 2011). Fatores ambientais,
como dieta e sedentarismo, podem influenciar diretamente esse processo por meio
da ativagao de vias celulares como mTOR e PI3K/AKT, que regulam o recrutamento
folicular (Skaznik-Wikiel et al., 2016)

Dietas ricas em gordura (HF) promovem ganho de peso, resisténcia a insulina,
elevagao de aminoacidos de cadeia ramificada (BCAA) circulantes e hiperativagao
de mTOR, acelerando a perda da reserva ovariana (Skaznik-Wikiel et al., 2016).
Também induzem inflamacgao sistémica e ovariana, marcada por macréfagos M1
produtores de TNF-q, IL-6 e IL-1B e identificados por CD68/CD80 (Isola et al.,
2024). Em contraste, exercicio de resisténcia e restricdo de proteina ou BCAA
reduzem peso, melhoram a sensibilidade a insulina e aumentam a oxidagao de
BCAA (Cummings et al., 2018), podendo atenuar inflamacéao e preservar a reserva
ovariana, embora seus efeitos ainda sejam pouco elucidados no contexto da
obesidade.

Este estudo teve como objetivo investigar os efeitos da HF, com ou sem
exercicio de resisténcia, restricdo de proteina ou de BCAA, sobre a reserva
ovariana e a inflamagao no ovario de camundongos fémeas entre 6 e 9 meses de
idade.

2. METODOLOGIA

Fémeas C57BL/6 com trés meses de idade (n=59) foram mantidas sob
condi¢bes controladas (22 + 1 °C, ciclo claro-escuro de 12h) com acesso ad libitum
a agua e ragao. Inicialmente, um grupo controle (CTL+SE; n=11) recebeu dieta
padrao durante todo o periodo experimental, enquanto as demais fémeas foram
submetidas, por trés meses, a dieta rica em gordura (HF; 60% das calorias
provenientes de gordura).

Inicialmente, os animais foram submetidos por trés meses a dieta rica em
gordura (HF, 60% das calorias provenientes de gordura; n=48). Aos seis meses de
idade, as fémeas do grupo HF foram subdivididas em quatro tratamentos:
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sedentario (HF+SE; n=11), exercicio de resisténcia (HF+EX; n=11), dieta baixa
caloria (HF+CTL; n=7), restricdo proteica (7% de energia da dieta; HF+RP; n=9) e
restricdo de BCAA (reducgéo de 67% em dieta isocaldrica/isoproteica; HF+RBCAA,
n=10). O protocolo de exercicio foi implementado usando um protocolo de escalada
em escada (Kim et al., 2015). As sessdes de treinamento foram realizadas em uma
escada vertical de 1 metro com espagamento de 1,5 cm entre os degraus e uma
inclinacédo de 85°. Houve aumento progressivo de carga até atingir 200% do peso
corporal na semana 10. As intervengdes foram conduzidas dos 6 aos 9 meses de
idade.

Ovarios foram coletados apds eutanasia sob jejum de 4h, e armazenados em
-80 °C e paraformaldeido 4% até posterior analise. Os ovarios foram processados
para analise histoldgica (H&E) e imunohistoquimica para os marcadores CD68
(Proteintech®) e CD80 (Abcam®). A contagem de foliculos primordiais foi realizada
em cortes seriados com base na morfologia folicular. A expressao inflamatadria foi
quantificada em campos de 10x utilizando o software ImageJ.

As analises estatisticas foram realizadas usando o software estatistico
Graphpad Prism 10. As medias foram comparadas através de analise de variancia
de duas vias (ANOVA A de duas vias), com poés-teste de Tukey com significancia
estabelecida em P < 0,05. Todos os dados sao relatados como médias + erro
padrdao da média (médias + SEM)

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A dieta rica em gordura associada ao sedentarismo (HF+SE) nao reduziu
significativamente o numero de foliculos primordiais em comparagdo ao grupo
controle (P > 0,05; Figura 1). No entanto, as intervencdes de restricao proteica
(HF+RP) e de restricdo de BCAA (HF+RBCAA) preservaram a reserva ovariana,
com maior numero de foliculos primordiais em relagao ao grupo HF+SE (P < 0,05;
Figura 1). Esses achados sugerem que a modulagdo da composigao proteica da
dieta exerce efeito protetor contra a ativagao folicular como foi previamente
sugerido (Zhang et al., 2014).

Os grupos HF+RBCAA e HF+RP apresentaram as maiores contagens de
foliculos primordiais, sendo inclusive superiores ao grupo controle (CTL+SE; P <
0,05; Figura 1). A restricao de BCAA tem sido associada a inibigdo da via mTOR e
a preservagao da longevidade (Solon-Biet et al., 2015; Trautman; Richardson;
Lamming, 2022). De forma consistente, as menores contagens de foliculos
primarios (HF+RP) e secundarios (HF+RP; HF+RBCAA), associadas a uma razao
primordial/crescente mais elevada, indicam menor ativagao folicular. Em contraste,
os grupos HF+SE, HF+EX e CTL apresentaram maior progressao do recrutamento,
sugerindo ativagao acelerada e potencial deple¢ao da reserva ovariana.
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Figura 1. Quantificagdo de foliculos primordiais, primarios e secundarios por
seccao ovariana, e razao foliculos primordiais/foliculos em crescimento em

camundongos fémeas. Grupos com letras diferentes diferem estatisticamente
(ANOVA, P < 0,05).

O grupo HF+SE apresentou maior expresséo ovariana de CD68 e CD80 (P <
0,05; Figura 2), indicando um ambiente inflamatério local aumentado em
comparacgao ao grupo controle. Dietas obesogénicas induzem inflamac&o ovariana
mediada por macréfagos M1 (Hohos et al., 2018). Em contraste, HF+EX, HF+RP e
HF+RBCAA reduziram esses marcadores a niveis semelhantes ao controle,
possivelmente pela melhora mitocondrial e modulagao inflamatdria promovida pelo
exercicio e restricdes dietéticas (Cummings et al., 2018; Xinyan et al., 2025).
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Figura 2. Expressao dos marcadores inflamatérios CD68 (A) e CD80 (B) no
ovario de camundongos fémeas. Grupos com letras diferentes diferem
estatisticamente (ANOVA, P < 0,05).

HF+RP e HF+RBCAA apresentaram reducdes semelhantes, sugerindo
mecanismos convergentes relacionados a atenuagdo da via mTOR e do
metabolismo de BCAA, com menor recrutamento de macrofagos M1 (Isola et al.,
2024). Essas intervengdes ndo apenas preservam a reserva ovariana, mas também
reduzem a inflamacgao local sob dieta rica em gordura.

4. CONCLUSOES

Este estudo mostra que a HF acelera o envelhecimento ovariano ao
promover inflamacdo local apesar de nao afetar a reserva ovariana. Em
contrapartida, o exercicio de resisténcia e as restricdoes de proteina ou de BCAA
mostraram-se estratégias eficazes para atenuar a inflamacgao induzida pela dieta,
oferecendo potencial para mitigar os efeitos reprodutivos adversos associados ao
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excesso de HF. Somente a restrigdo de proteinas e BCAAs foi capaz de promover
preservacgao da reserva ovariana no modelo obeso.
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